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RESUME/ABSTRACT
B —————————————————————————

Résumé : L’atrophie multisystématisée (AMS) est une maladie neurodégénérative orpheline
altérant de nombreuses régions du systéme nerveux central, notamment les systémes
olivopontocérébelleux et striatonigral ainsi que divers noyaux autonomes du tronc cérébral, et
dont la progression est trés rapide. La principale caractéristique de I’AMS est la présence
d’agrégats oligodendrogliaux nommés inclusions cytoplasmiques gliales dont le principal
composant est la protéine a-synucléine (a-syn). La dégénérescence entraine notamment une
grave atteinte des fonctions autonomes, ainsi qu’a un degré variable un syndrome parkinsonien
et des troubles cérébelleux. I n’existe aujourd’hui aucun traitement modifiant la progression

de la maladie ni de biomarqueur permettant de détecter ou de suivre son évolution.

Ma these est une approche multifactorielle qui m’a permis de travailler sur les diverses étapes
de la recherche a visée thérapeutique, de la modélisation animale a la phase pré-clinique, puis
a la détermination de potentiels biomarqueurs de la sévérité de la maladie. Dans la premicre
partie de la thése, nous avons induit une surexpression virale de I’a-syn oligodendrogliale par
injection stéréotaxique striatale chez le rat et le singe. Nous avons montré chez le rat une
dysfonction motrice progressive, une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la
substance noire compacte (SNc) mais aussi des neurones striataux, ainsi qu’une agrégation
pathologique de 1’a-syn. Pour le modéle primate, nous avons déterminé la spécificité de
I’expression de I’a-syn oligodendrogliale, 1’étendue de ’infection virale et de la présence de
I’a-syn. Dans un second temps, nous avons étudiés 1’effet de trois stratégies thérapeutiques sur
la neurodégénérescence et ’agrégation de 1’o-syn retrouvées dans un modéele murin
transgénique de I’AMS. La rapamycine, dont une des actions est d’activer la dégradation
protéique, a montré un effet neuroprotecteur partiel sur la dégénérescence des neurones de la
SNc, tandis que I’administration intrapéritonéale du nilotinib qui avait montré des effets
neuroprotecteurs et anti agrégatifs dans divers modé¢les de la maladie de Parkinson n’a eu aucun
effet dans ce modele. La troisiéme stratégie thérapeutique a pour but d’agir sur la résistance a
I’insuline cérébrale, qui est une des caractéristiques des patients AMS, chez notre modéle murin
transgénique par une approche d’injection stéréotaxique virale au niveau du striatum induisant
la surexpression d’un micro ARN. L’inhibition de la kinase GRK2, impliquée dans les
phénomenes de résistance a 1’insuline, suite a cette injection a montré¢ des effets

neuroprotecteurs dans la SNc. Le troisiéme projet de ma thése a consisté a mesurer, grace a la




technologie SIMOA, la concentration de plusieurs biomarqueurs potentiels dans le sérum et le

liquide céphalo rachidien de patients AMS et a les corréler avec les données cliniques.

Abstract: Multiple system atrophy (MSA) is a rapidly progressing orphan disease characterized
by neurodegeneration in several brain regions, including olivopontocerebellar and striatonigral
systems, together with several brainstem autonomic nuclei. The hallmark of MSA is the
presence of oligodendroglial aggregates named glial cytoplasmic inclusions, which are mostly
composed of the protein a-synuclein (a-syn). The neurodegenerative process causes a variable
combination of parkinsonism, cerebellar impairment and autonomic dysfunction. No disease
modifying therapies, nor peripheral biomarkers that would allow detecting or monitoring the

evolution of MSA, are yet available.

My PhD work was a multifactorial approach which allowed me to work on the different levels
of therapeutic research, from animal modelling to preclinical research, and finally the search
for fluid biomarkers in patient samples. We first created new models of MSA based on viral-
mediated overexpression of a-syn in striatal oligodendrocytes in rats and non-human primates.
We showed in our rat model progressive motor dysfunction, degeneration of dopaminergic
neurons of the substantia nigra pars compacta (SNc¢) and striatal neurons, as well as pathological
aggregation of a-syn. For the primate model, we established the specificity of oligodendroglial
a-syn expression and the reach of the viral infection. In the second part, we studied the effect
of three therapeutic strategies on neurodegeneration and o-syn aggregation in a transgenic
murine model of MSA. Rapamycine, known to activate protein degradation through autophagy,
showed a partial neuroprotective effect on dopaminergic neurons of the SNc, while
intraperitoneal administration of nilotinib, which exerted neuroprotective and anti-aggregative
effects in several models of Parkinson’s disease, failed to show any effect in transgenic MSA
mice. The last therapeutic strategy aimed to act on brain insulin resistance, which is one of the
pathological features found in MSA patient brains, through viral-mediated overexpression of a
micro RNA that reduces the expression of the G protein (heterotrimeric guanine nucleotide—
binding protein)—coupled receptor kinase 2 (GRK2). The inhibition of the GRK2 kinase, which
is involved in mediating insulin resistance, showed neuroprotective effects in the SNc in
transgenic MSA mice. The third project of my PhD work consisted in the assessment of several

potential fluid biomarkers in MSA patients using the SIMOA technology.
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Le terme ‘synucleinopathies’ désigne un ensemble de maladies neurodégénératives ayant pour
point commun la formation, neuronale ou gliale, d’agrégats protéiques fibrillaires dont le

composant principal est I’alpha synucléine (a-syn).

La présence de I’a-syn dans des inclusions pathologiques a été¢ déterminée en premier lieu dans
la maladie de Parkinson (MP) en 1997 (Spillantini et al., 1997), suite a la découverte de formes
familiales de la MP impliquant le géne codant I’a-syn (SNCA) dans une famille italienne et

plusieurs familles grecques la méme année (Polymeropoulos et al., 1997).

L’année suivante, la MP et la démence a corps de Lewy (DCL), présentant le méme type
d’agrégats, furent les premiéres pathologies a étre qualifiées de synucleinopathies (Spillantini
et al., 1998b), suivies de I’atrophie multisystématisée (AMS) (Spillantini et al., 1998a) et de
la dysautonomie pure idiopathique (PAF) (Arai et al., 2000).

Si dans la MP, 1a DCL on retrouve des inclusions d’a-syn au niveau du cytoplasme des neurones
(appelées corps de Lewy, LB) et des neurites (appelées neurites de Lewy, LN), dans I’AMS
c’est majoritairement dans le cytoplasme des oligodendrocytes que 1’agrégation a lieu (Figure

1, (McCann et al., 2014)), d’ou le nom d’inclusions cytoplasmiques gliales (ICG).

Parkinson’s disease Dementia with Lewy bodies| Multiple System Atrophy
(PD) (DLB) (MSA)
LB 1B GCI

Cortical Pons
3
. 4
‘ . '!‘ ;

Figure 1 : Marquage immunohistochimique de I’a-syn chez des patients MP, DCL et AMS

Les tissus sont contre-colorés avec du violet de crésyl, SN = substance noire, barre d’échelle 25pum

D’apres Heather McCann et al. Parkinsonism Relat Disord 2014




La MP, la DCL et ’AMS entrainent de maniere variable un déclin progressif et chronique des
fonctions autonomes, motrices, comportementales et cognitives (McCann et al., 2014, Marti
et al.,, 2003, Yang and Yu, 2017). Quant aux patients diagnostiqués PAF, présentant
uniquement une déficience autonome, ils ont un risque élevé de développer avec le temps une

des trois autres synucléinopathies (Kaufmann et al., 2017).

Avec de nombreux symptomes qui se recoupent, il peut étre difficile de poser un diagnostic

précis, surtout dans les phases précoces de ces maladies (Figure 2, inspiré de (Goldstein et al.,
2011)).

Figure 2 : Diagrame de Venn montrant les relations entre les différentes synucléinopathies

Les recoupements représentent les patients MP avec cas de démences ou/et de dysfonctionnements
autonomes, les patients PAF qui développent une des trois autres synucleinopathies, les patients
AMS qui peuvent présenter des LBs.

Inspiré de Goldstein et al. J Clin Invest 2011

En plus des synucléinopathies, des dépdts d’a-syn sont retrouvés dans certains cas de
neurodégénérescence avec accumulation de fer de type I, de variantes a corps de Lewy de la
maladie d’Alzheimer, de syndrome de Down, de maladie de Pick et de sclérose latérale

amyotrophique (Moussaud et al., 2014, Galvin et al., 2001).

Il n’existe aujourd’hui pour ces maladies aucun traitements capables de reverser la pathologie

et la nécessit¢ de développer de nouvelles approches thérapeutiques est cruciale. Les




phénomenes pathologiques cellulaires impliqués sont encore peu ou mal connus et compris.
Mon travail de thése s’est principalement concentré sur la modélisation animale de I’AMS, sur
I’exploration de voies thérapeutiques potentielles et la recherche de biomarqueurs potentiels

témoignant de la sévérité du processus neurodégénératif.

1 L’atrophie multisystématisée

1.1 Historique

L’AMS est une pathologie complexe qui peut toucher diverses structures cérébrales et qui a

longtemps été considérée comme trois maladies distinctes :

L’histoire de I’atrophie multisystématisée débute a 1’hopital de la Salpétriére a Paris en 1900.
La premiére description clinique a été réalisée par Jules Déjerine et André Thomas dans ’article

‘L ’atrophie olivo-ponto-cérébelleuse’ (Dejerine J, 1900):

‘M. Déjerine et André Thomas, en s appuyant sur deux observations personnelles, dont une
suivie d’autopsie et d’un minutieux examen histologique, ont isolé une variété d’atrophie du
cervelet qu’ils ont séparée de [’hérédo-ataxie cérébelleuse de Marie. Anatomiquement cette
atrophie olivo-ponto-cérébelleuse est caractérisée, comme son nom l’indique, par I’atrophie
de [’écorce cérébelleuse, des olives bulbaires et de la substance grise du pont, par la
dégénérescence totale du pédoncule cérébelleux moyen et par la dégénérescence partielle du
corps restiforme, par l’intégrité relative des noyaux gris centraux : c’est une atrophie primitive,
degénérative et systéematique, ni scléreuse ni inflammatoire. Cliniquement, elle est moins bien
caractérisée : elle se manifeste en effet par le syndrome commun a toutes les atrophies
cérébelleuses : elle présente comme caractéres particuliers de n’étre ni héréditaire, ni
familiale, ni congénitale et de survenir a un dge avancé. Son étiologie est obscure : elle rentre

dans le cadre des atrophies cellulaires primitives.

Symptomes : Si les observations connues d‘atrophie du cervelet different assez sensiblement
par des particularités anatomiques pour qu ‘on puisse les différencier, elles présentent entre
elles les plus grandes analogies au point de vue clinique. Elles ont toutes une symptomatologie
cérébelleuse plus ou moins complexe, mais | ‘atrophie olivo-ponto-cérébelleuse est celle oti | ‘on
observe avec la plus grande pureté le syndrome cérébelleux causé par la perte de la faculte

d‘association des mouvements. Caractérisé par des troubles des mouvements dans la station




debout et dans la marche, avec intégrité relative des mouvements isolés (les membres, lorsque
le corps repose dans des conditions telles que l‘effort pour maintenir I’équilibre est réduit au
minimum, ce syndrome ne difféere pas de celui que nous avons déja décrit. Nous allons revoir
rapidement ses caracteres. Dans la position assise, les pieds reposant sur le sol, le corps
présente des oscillations variables, latérale ou antéro-postérieure, si le dos n‘est pas appuyé ;
ces oscillations s’exagerent si le malade remue les membres inférieurs, dont les mouvements
sont lents, hésitants, accompagnés de tremblements ; cependant les mouvements élémentaires
des divers segments de ces membres s'exécutent a peu prés normalement. Les membres
inférieurs sont agités de tremblements. Les malades se mettent debout avec difficulté : il leur
faut un appui et ils cherchent, en écartant les jambes a augmenter leur base de sustentation,
pour maintenir leur équilibre en se levant. Dans la station debout, le malade a la position
classique du cérébelleux. Les jambes écartées, il oscille et finirait par tomber s ‘il n‘a pas de
soutien a sa portée. Il ne peut se tenir sur une jambe. L instabilité est exagérée lorsqu’on veut
faire exécuter au malade un mouvement passif, qu ‘on le pousse latéralement, en avant ou en
arriere. Dans la marche, la titubation devient plus évidente encore : le cérébelleux écarte les
jambes, il maintient son équilibre avec effort et souléve brusquement le pied qu'il repose de
méme, ne faisant que de petits pas. Il festonne et suit une ligne brisée : en un mot, il présente
la démarche que nous avons décrite, a type plus ou moins ébrieux. Suivant la période de la
maladie | ‘asynergie musculaire est évidente, sans étre aussi prononcée que dans les lésions du
cervelet ou [ ‘on trouve a la fois des phénomeénes de destruction et de compression du tissu de
l'organe. Les mouvements des membres supérieurs sont a peu prés normaux, quoique lents, le
malade étant assis ou couché. Mais il peut exister une certaine maladresse au moment de saisir
l‘objet ou de l'incertitude des mouvements analogue a ce que l'on voit dans le tabes. Les
membres supérieurs sont agités de tremblements ; [‘écriture est toujours tremblée parfois
illisible. Les réflexes rotuliens ou autres sont aussi souvent normaux qu’exagérés. L ataxie
proprement dite fait défaut et la force musculaire est intacte. L ‘expression du visage est, dans
une observation, celle de |‘étonnement, dans une autre, celle de la niaiserie. La parole est
toujours altérée, elle est lente, scandée, nasonnée a des degrés divers. La sensibilité est intacte
dans tous ses modes : un des malades marchait sur du coton, il n’avait pas la sensation du sol.
Le signe de Romberg n'existe pas ; toutefois il pourrait se produire a la fin de la maladie. Les
organes des sens sont normaux : deux fois on reléve les secousses nystagmiformes des globes
oculaires. Le vertige n’a été signalé que dans un cas ou le malade présentait en outre une
lésion de [‘oreille. Les vomissements n‘ont pas été observés. L ‘état mental est celui des

cérébelleux en général, intelligence conservée et tristesse. Le syndrome cérébelleux était




associé, chez deux malades, dans un cas a une atrophie du membre supérieur droit et dans

l'autre a la sclérose en plaques.

Evolution : Le début, presque toujours lent et progressif. a lieu a un dge avancé, qui varie de
42 a 66 ans. Les malades ne présentent aucun antécédent héréditaire d‘ordre nerveux. En
géneral la faiblesse et l'incertitude de la marche marquent le déebut de [‘affection : dans un cas,
des étourdissements et la titubation survenue subitement furent les premiers symptomes. L ‘état
cerébelleux s ‘accentue peu a peu pour acquérir toute son intensité au bout d’'un temps plus ou
moins long. La durée totale de la maladie a été deux fois de sept ans, une fois de quatre ans,
une fois de deux ans et demi. La terminaison peut avoir lieu par mort subite, par une maladie

pulmonaire aigué ou par une autre maladie accidentelle.’

En 1925 Bradbury et Eggleston décriront trois cas ‘d’hypotension posturale’ présentant
également une anhidrose et plusieurs cas semblables ont été rapportés avant la publication en
1960 d’un papier de Shy et Drager (Shy and Drager, 1960). Dans cette étude ils, présentent
deux patients avec des symptomes de dysfonction du systéme nerveux autonome : hypotension
orthostatique, incontinence rectale et urinaire, anhidrose, atrophie de 1’iris, paralysie oculaire
externe, impuissance, vessie hypertonique et perte du tonus du sphincter rectal. Ces patients
partagent également comme caractéristiques la rigidité, des tremblements, une perte des
mouvements associés. L’autopsie d’un de leurs patients montrera une mort neuronale et une
gliose au niveau du striatum, de la SN, de I’olive bulbaire, du pont et du cervelet. Ces
caractéristiques pathologiques seront regroupées sous le nom de ‘syndrome de Shy-Drager’

(Quinn, 2015).

Enfin en 1961 Adams et al. publient ‘dégénérescences nigro-striées et cerebello-nigro-striées’

dont voici un extrait de description anatomique post-mortem d’un des trois cas présentés : ‘Le
locus niger est atteint gravement des deux cotés ainsi que toutes les formations pigmentaires
de la calotte pédonculaire et de la racine mésencéphalique du trijumeau. Cette lésion est, a
coté de celle du putamen et du pallidum, la plus importante. [...] Cette atrophie déborde, de la,
sur les systemes olfactivoseptaux, sur les pédoncules cérébelleux moyens, les noyaux du pont
et les olives bulbaires. Les parties dorso-latérales du corps de Luys, les formations de
Uhypothalamus postérieur, le cervelet, les noyaux dentelés et vestibulaires sont beaucoup plus
légerement altérés’. Les atteintes sont plus ou moins importantes au niveau olivo-ponto-
cérébelleux selon les cas mais tous présentent cette atteinte striato-nigrale qui se traduisait par

un syndrome parkinsonien. Ils précisent qu’il ne faut pas considérer ces cas uniquement comme




des syndromes parkinsoniens séniles car cela rentre en contradiction avec I’age des cas décrits

et I’'importance des atrophies extra-nigrales (Adams R, 1961).

Le terme ‘atrophie multisystématisée’ a été pour la premicre fois employé par Graham et
Oppenheimer en 1969 pour regrouper ces maladies présentant des combinaisons d’atrophies
neuronales d’intensités variables dans des régions cérébrales qui se recoupent, de maniére a
éviter la prolifération de nouveaux noms spécifiques pour chaque nouvelle combinaison

(Graham and Oppenheimer, 1969).

Néanmoins, di a la complexité des symptomes et du nombre de régions atteintes, le diagnostic
définitif de I’ AMS restera incertain jusqu’a la publication d’une étude par Papp, Kahn et Lantos
en 1989. Le lien est fait avec la découverte d’ICG dans les cerveaux de patients souffrant
d’atrophie olivo-ponto-cérébelleuse, du syndrome de Shy et Drager et de dégénérescence nigro-
strié¢ dans un grand nombre de structures touchées dans ces maladies (voir tableau ci-dessous,

d’apres (Papp et al., 1989)) mais pas chez les patients souffrant de diverses autres maladies

neurologiques.
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D’aprés Papp et al. J Neurol Sci 1989, image d’aprés Quinn J Neurol Neurosurg Psychiatry 1989

Cette présence d’ICG, dont le constituant principal est I’a-syn, devient le critére permettant de

diagnostiquer de maniére certaine en post mortem I’AMS.

1.2 Epidémiologie et étiologie

La prévalence de I’AMS est d’environ 2-5 cas pour 100 000 personnes (Chrysostome et al.,
2004, Bjornsdottir et al., 2013, Schrag et al., 1999), et son incidence est de 0,1 & 0,8 nouveaux
cas par an pour 100 000 personnes (Bjornsdottir et al., 2013, Bower et al., 1997, Winter et




al., 2010). Les premiers symptomes surviennent majoritairement dans la sixiéme décennie de
vie (Sakushima et al., 2015, Chrysostome et al., 2004, Bjornsdottir et al., 2013, Wenning
et al., 2013) et I’espérance de vie médiane, apres |’apparition des premiers signes, est estimée
a 6-10 ans (Chrysostome et al., 2004, Bjornsdottir et al., 2013, Wenning et al., 2013).
Lorsque les symptomes moteurs qui prédominent sont ceux qu’on retrouve dans la MP
(syndrome parkinsonien), ’AMS est classifié¢e comme AMS-P, et quand ils sont liés a une
prédominance de Iatteinte du systéme olivo-ponto-cérébelleux, I’AMS est classifiée comme
AMS-C. Bien que I’on classe les patients dans ces deux catégories, 54% des patients AMS-P
présenteraient des symptomes cérébelleux et 76% des patients AMS-C présenteraient
fréquemment des manifestations d’un syndrome parkinsonien (chiffres qui varient selon les
pays, voir la partie description clinique). Tous les patients présentent une dysfonction
autonome, car c’est un des critére du diagnostic clinique de ’AMS (Wenning et al., 2013,
Gilman et al.,, 2008). L’AMS-P est plus fréquente en FEurope (Figure 3, d’aprés
(Kollensperger et al., 2010)) et aux Etats Unis d’Amérique tandis que I’AMS-C est plus
fréquente en Asie. Le pronostic vital n’est pas influencé par le type d’AMS (Roncevic et al.,

2014, Watanabe et al., 2002).
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Figure 3 : Distribution des catégories cliniques de I’AMS en Europe et Israél

D’apres Kollensperger et al. Mov Disord 2010

L’AMS est une maladie idiopathique bien que quelques cas de transmission héréditaire aient
été relevés dans des familles américaines, japonaises et allemandes, aucune mutation
potentiellement responsable de la maladie n’a pu étre caractérisée. Un variant du géne COQ2
pourrait étre associé avec un risque accru de développer la maladie dans des cohortes d’Asie de
I’est, mais ces résultats n’ont pu étre retrouvés dans les pays occidentaux. Les mutations du
geéne codant la glucocérébrosidase, retrouvée dans la maladie de Gaucher, ont été associées au
variant MSA-C (Abati et al., 2018).




1.3 Description clinique et diagnostic

a) Les symptomes moteurs (parkinsoniens, cérébelleux et pyramidaux) :

Comme dit précédemment, la grande majorité des personnes atteintes de I’AMS développent

un syndrome parkinsonien ; selon une étude de 2005 et une étude de 2010, en Europe, [sraél

et les Etats-Unis d’Amérique, 87-96% des cas d’AMS présentaient des symptomes moteurs
parkinsoniens, incluant la bradykinésie (97-100% de ces patients), la rigidité (84-93%),
I’instabilité posturale (54-96%), les tremblements au repos (33-39%) et le blocage moteur

(38%) (Gilman et al., 2005, Kollensperger et al., 2010) :

La bradykinésie : la bradykinésie est définie par une lenteur des mouvements et est le
symptdme moteur le plus caractéristique de la MP. On utilise souvent ce terme en combinaison
avec I’akinésie et I’hypokinésie. L’akinésie est une raréfaction des mouvements spontanés (ex
les expressions faciales, diminution du clignement des yeux) et des mouvements associés (ex
balancement des bras lors de la marche). D’autres manifestations de 1’akinésie sont les
mouvements qui se figent et un temps prolongé pour initier une action. L’hypokinésie elle est
caractérisée par une amplitude de mouvements diminuée en plus de la lenteur associée, ce qu’on
retrouve par exemple dans la micrographie des patients lors de 1’écriture (Berardelli et al.,

2001).

Le syndrome parkinsonien entraine une difficulté a planifier, initier et exécuter un mouvement
volontaire et a accomplir des taches multiples et simultanées. D’autres manifestations sont la
salivation excessive causée par une déglutition altérée et une dysarthrie hypophonique (volume
vocal diminué, vitesse de parole augmentée, perte des intonations donnant une impression
monotone, modifications de la qualité de la voix). La bradykinésie est un des symptomes le plus
aisé a reconnaitre et est testée en faisant faire aux patients des mouvements rapides, répétitifs,

alternés des mains et des talons tout en observant la rapidité et ’amplitude (Jankovic, 2008).

Les tremblements : Le tremblement postural est le plus courant chez les patients AMS. Le

tremblement au repos serait présent chez un tiers des sujets souffrants d’AMS et peut exister en

combinaison, ou non, avec le tremblement postural. Il est asymétrique, posséde une fréquence
de 4 4 6 hertz et est généralement localisé dans la partie distale d’une extrémité. Le tremblement
cinétique est le tremblement qui apparait lors d’un mouvement volontaire et sa forme 1égére
serait présente chez quasiment tous les patients ayant un syndrome parkinsonien, mais sa
prévalence est difficile a mesurer di a sa définition relative (Kraus et al., 2006, Jankovic,

2008, Mailankody et al., 2017).




La rigidité : elle est définie par une augmentation du tonus musculaire au repos, une distension
réduite lors de mouvements passifs, une augmentation de la résistance lors de I’étirement et une
facilitation des réactions de raccourcissement musculaire. La rigidité est plus marquée dans les
muscles fléchisseurs que les muscles extenseurs. Les effets pathologiques de cette rigidité
seraient responsables de changements dans les propriétés mécaniques des articulations, des
tendons et des muscles. Ce symptdme peut étre associé a des sensations douloureuses, par
exemple au niveau des épaules ce qui est un des symptomes initiaux le plus courant mais est
souvent diagnostiqué comme de I’arthrite, une bursite ou comme une blessure des coiffes des

rotateurs (Jankovic, 2008, Magrinelli et al., 2016).

Les déformations posturales et I’instabilité posturale : la déformation axiale la plus courante
dans un syndrome parkinsonien est une posture voutée avec une flexion modérée des genoux
et du tronc ainsi que des coudes pliés. Une cyphose axiale (courbure convexe de la colonne
vertébrale), une flexion latérale du tronc et une inclinaison de la téte dans la méme direction
sont fréquentes a un stade avancé de la MP et plus précoce de I’AMS. Une courbure extréme
du tronc avec une flexion marquée du rachis thoraco-lombaire est nommée camptocormie et
cette condition est exacerbée au fil du temps et de la fatigue pendant la journée et durant la
marche. Elle est soulagée en position assise, couchée ou par une extension volontaire du tronc

grace a un support. (Figure 4-A, B, C, D, (Jankovic, 2008, Benatru et al., 2008)). Une autre

déformation est le syndrome de la tour de Pise et est caractérisé¢ par une courbure latérale

marquée du tronc particuliérement en position debout ou assise. Plus de 40% des sujets AMS

développent des déformations posturales (Palma et al., 2018).

Figure 4 : Déformations posturales et striatales induites par un syndrome parkinsonien

La camptocormie se manifeste par une flexion du tronc (A), que le patient peut corriger grace a un
support (B) ou en position couchée (C). Le syndrome de la tour de Pise lui est caractérisé par une
flexion latérale sévére du tronc et du cou (D). Déformations striatales des mains et des pieds (E, F).

D’apres (A, B, C) Jankovic. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2008, (D) Benatru et al. Neurophysiol
Clin 2008, (E) Ashour et al. Lancet Neurol 2005 et (F) Palma et al. Auton Neurosci 2018




Des déformations striatales des membres (fléchissement sévere des doigts et orteils) peuvent

aussi se développer chez certains patients (Figure 4-E. F d’apres (Palma et al., 2018, Ashour
et al., 2005)).

L’instabilité posturale est due a une dysfonction des réflexes posturaux. En dépit de la posture
courbée vers 1’avant, les patients atteints d’un syndrome parkinsonien ont une tendance a chuter
en arriere extrémement facilement par rétropropulsion si une force les entraine vers 1’avant. La
premicre chute intervient en moyenne 42 mois apres le diagnostic de la maladie dans I’AMS
(contre 108 mois dans la MP). Les chutes seraient dix fois plus fréquentes dans I’AMS que dans

la MP I’année suivant le diagnostic (Jankovic, 2008, Benatru et al., 2008, Tison et al., 2002).

Le blocage moteur : le blocage moteur (‘freezing’ en anglais) est un symptome que tous les
patients ayant un syndrome parkinsonien ne présentent pas. C’est une cause fréquente de chutes
car il peut intervenir lors de D’initiation de la marche (hésitation de départ), lors d’un
changement ou d’un choix de direction et quand le sujet se déplace dans des endroits étroits ou

dans des espaces treés ouverts (Jankovic, 2008).

Toujours selon les mémes études concernant 1’Europe, 1’Israé€l et les Etats Unis d’Amérique,

les symptomes cérébelleux sont présents chez 61-64% des patients. Un de ces symptomes se

traduit par une perte de coordination des mouvements nommée ataxie pour 73-90% de ces
patients au cours de la maladie, ce qui peut inclure une ataxie statique, c’est-a-dire une
démarche avec des jambes plus écartées (surface de sustentation plus grande, 86-90% des

patients qui présentent une ataxie) de manic¢re a conserver 1’équilibre, une ataxie cinétique

(difficulté a exécuter des mouvements fluides et précis des bras et des jambes, 78-86%), une

dysarthrie ataxique (controle des muscles de la phonation atteint, 69-79%) et un nystagmus

(mouvement involontaire saccadé du globe oculaire, 35-37%) (Gilman et al., 2005,

Kollensperger et al., 2010).

Un syndrome pyramidal est observé chez 28-50% des patients, ce qui se traduit par une hyper-

réflexie tendineuse et/ou un réflexe cutanée plantaire anormal (signe de Babinski) (Roncevic

et al., 2014, Kollensperger et al., 2010).




b) Les symptdmes non-moteurs et les causes de décés :

Les symptomes non moteurs peuvent étre les premicres manifestations de la maladie (pour 23
a 75% des patients selon différentes études) et apparaitre quelques années avant les
complications motrices (McKay and Cheshire, 2018, Colosimo, 2011, Jecmenica-Lukic et

al., 2012, Watanabe et al., 2002).

Dysfonction du systéme autonome :

Dysfonction uro-génitale : La dysfonction urinaire est présente chez 96% des patients AMS

et, dans une étude de 230 patients au Japon, 19% des sujets ont décrit un trouble urinaire comme
étant la seule manifestation initiale, avec 82% d’entre eux présentant une dysfonction de la
vessie au moment du diagnostic (les premiers symptdmes moteurs apparaissant avec une
moyenne de 2 ans aprés ces symptdmes autonomes) (Jecmenica-Lukic et al., 2012). Une
incontinence urinaire précoce, constante ou liée au stress, due a une vidange involontaire de la
vessie partiale ou totale est typique chez les patients AMS, mais pas les patients parkinsoniens
sauf pour certains dans les stades tardifs de la maladie (Colosimo, 2011). La dysfonction
génitale est le symptome non moteur initial le plus fréquent chez les individus de sexe masculin
(elle advient dans quasiment 100% des cas) et se traduit par une incapacité érectile et
¢&jaculatoire qui peut apparaitre entre 5 et 10 ans avant les premiers symptomes moteurs et est
souvent associé a la dysfonction de la vessie (McKay and Cheshire, 2018, Colosimo, 2011,
Jecmenica-Lukic et al., 2012). Chez les individus de sexe féminin elle se traduit par une perte
de la sensibilité du clitoris et des régions génitales internes et serait présente dans 47% des cas

d’ AMS-P selon une étude (contre seulement 4% des cas pour la MP) (Qertel et al., 2003).

Hypotension orthostatique : C’est une caractéristique clef de la dysfonction autonome de
I’AMS et est définie par une chute orthostatique (en position debout) de la pression sanguine
systolique supérieure a 20 mmHg et/ou diastolique supérieure a 10 mmHg. Cette dysfonction
peut rester asymptomatique malgré la diminution conséquente de la pression sanguine
systolique et diastolique et lorsqu’elle devient symptomatique se manifeste par des vertiges en
position debout, des douleurs au niveau de la nuque et des épaules, un flou visuel, voir des
syncopes (Colosimo, 2011). L’apparition symptomatique va souvent de pair avec celles des
troubles uro-génitaux. Une étude a déterminé 9% de cas présentant I”’hypotension orthostatique
comme un symptome clinique initial et au moment du diagnostic de I’AMS 30 a 68% des

patients présenteraient cette dysfonction.




Dysfonction respiratoire : Le stridor laryngé se manifeste par un bruit anormal causé par I’air

traversant la fente au niveau des cordes vocales de la glotte lors de I’inspiration. Le bruit causé
est 260-330 Hz supérieur a celui d’un ronflement ordinaire. Dans I’AMS, le son est
caractéristique et peut étre comparable a un bruit de ‘hennissement’. Le stridor intervient
souvent lors des phases de sommeil ce qui le rend difficilement remarquable par le sujet et est
la plupart du temps mis en évidence par la personne partageant le méme lit ou la famille. Le
stridor peut étre confondu avec un ronflement. Il est probablement dii & une dystonie des
muscles de la glotte qui s’aggrave au fur et & mesure que la maladie évolue. Il a été évalué
comme €étant un symptome initial pour seulement 4% des patients par une étude mais apparait
généralement avec une moyenne de 5,8 ans apreés les symptomes moteurs pour environ 34%

des patients AMS (Ozawa et al., 2016). L apnée obstructive du sommeil va souvent de pair

avec le stridor bien qu’ils ne partagent pas la méme pathophysiologie et est présente pour 15 a
69% des patients selon les différentes études (Ferini-Strambi and Marelli, 2012, Meissner et
al., 2014). Elle est due a une réduction du diametre des voies respiratoires supérieures au niveau
des cordes vocales, de I’entrée du larynx, de la base de la langue et du voile du palais. L’apnée

centrale du sommeil peut aussi étre observée et est due a une atteinte de certaines régions du

SNC contrélant la respiration autonome (inclus des groupes de neurones chémorécepteurs au
niveau du tronc cérébral). Ces atteintes se manifestent par une apnée centrale, une respiration
dite de Cheyne-Stokes pendant le sommeil (irréguli¢re, cyclique, composée d’un arrét d’une
quinzaine de secondes, suivi d’une reprise de mouvements respiratoires de plus en plus rapides
qui vont diminuer graduellement jusqu’au prochain arrét respiratoire) et des patterns de
respiration dysrythmiques. L’apnée centrale du sommeil est souvent observée dans les stades
avancés de I’AMS mais peut étre un symptome clinique initial dans de trés rares cas (Ferini-

Strambi and Marelli, 2012).

Troubles de I’appareil digestif : L’écoulement salivaire observé chez les patients présentant
un syndrome parkinsonien est probablement imputable a un trouble de la déglutition plutdt qu’a

une salivation excessive. Les troubles de la déglutition augmentent les risques d’accumulation

de fragments de nourriture, de salive et de sécrétions dans les voies aériennes en dessous des
cordes vocales (qui se ferment moins bien entrainant des fausses routes), ce qui peut créer des
pneumopathies. 50% des patients AMS auraient des difficultés a se nourrir, les étouffements et
la toux étant des phénomeénes courants. La constipation est un symptome trés fréquent dans
I’AMS, peut advenir de maniére précoce et causer une impaction fécale, une encoprésie et une

incontinence fécale (mais de maniere plus rare) (Mathias, 1996). Elle résulte probablement




d’un transit faible au niveau du colon, d’une diminution de la contraction phasique du rectum
et d’une faible tension abdominale (Colosimo, 2011). La constipation serait observable chez
plus de 50% des patients et la diminution de la vitesse de transit intestinal apparaitrait dans les

stades précoces de la maladie (Tanaka et al., 2012, Zhang et al., 2017).

Dysfonction sudomotrice : Elle est caractérisée par une diminution (hypohidrose) ou une perte
(anhidrose) de la sudation. La sudation thermorégulatrice serait altérée chez 95% des patients

avec une anhidrose globale pour 35% d’entre eux et régionale pour 38% (Coon et al., 2017).

Autres dysfonctions non-motrices :

Troubles du sommeil : Une réduction et une fragmentation du temps de sommeil sont

fréquemment rapportées par les patients AMS. Une difficulté a s’endormir est possiblement
liée a ’anxiété. On retrouve comme dans la MP le syndrome des jambes sans repos qui est
présenté par 23 a 28% des patients, la rigidité et la bradykinésie, avec I’impossibilité de se
retourner, ainsi que la nycturie (plus séveére que dans la MP) qui participent a la fragmentation

du sommeil. De méme, une somnolence diurne (qui a été observé chez environs 25 a 50% des

patients AMS) et des troubles comportementaux du sommeil (de 69 a 100% des patients) sont

des symptomes communs aux deux maladies et apparaissent souvent avant les symptomes

moteurs dans le cas de I’AMS (Ferini-Strambi and Marelli, 2012).

Troubles neuro-psychiatriques : 40 a 85% des patients seraient atteints de dépression légere
tandis qu’un tiers serait moyennement a fortement dépressif. L’anxiété affecterait 37% des
personnes atteintes de la maladie. Il semble que les patients AMS-P soient plus touchés par la
dépression et les patients AMS-C, par 1’anxiété bien que ces deux symptomes soient fortement
présentés quel que soit le type d’AMS. L’apathie est plus fréquente que chez les patients

parkinsoniens avec un taux de 65% en moyenne. Un syndrome dysexécutif affligerait jusqu’a

75% des patients, incluant un ralentissement de la vitesse de réflexion, des troubles de
résolution de probléemes et de la réflexion abstraite, des difficultés de fluence verbale et diverses
altérations de la flexibilité mentale, des mécanismes de 1’inhibition, de 1’attention et de la

mémoire de travail (Stankovic et al., 2014, Auzou et al., 2015).

Causes de déces :

Une analyse de 131 patients chinois décédés a rapporté 65,6% d’infections respiratoires, 14,5%
de morts subites, 9,2% de syndrome de glissement, 3,1% d’infections des voies urinaires et

2,3% de suicides (Zhang et al., 2018).




c¢) Diagnostic :

Le diagnostic de I’AMS est divisé en trois niveau de certitude que sont ; une AMS certaine

aprés examen des tissus cérébraux de patients AMS et découverte d’ICG, une AMS possible et

une AMS probable. Les critéres de ces différents diagnostics sont présentés dans la Figure S
(Krismer and Wenning, 2017).

Figure 5 : Diagnostic clinique et post mortem de I’AMS

D’aprés Krismer et al. Nat Rev Neurol 2017
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1.4 Pathophysiologie

a) Neurodégénérescence :

De nombreuses structures cérébrales présentent de la dégénérescence de la substance grise et/ou

de la substance blanche (avec des intensités différentes au cas par cas) dans I’AMS. Une partie

des structures présentant cette neurodégénérescence sont listées ci-dessous avec les symptomes

putativement associés (d’apres (Stankovic et al., 2014, Colosimo, 2011, Jecmenica-Lukic et

al., 2012)). La localisation de ces structures (sauf pour les structures du cortex cérébral) est

schématisée dans la Figure 6 (adapté de (Fanciulli and Wenning, 2015, Kuzdas-Wood et al.,

2014)) :

Regions presenting neurodegeneration
(cell or fibre type)

Putative related symptoms

Cerebral cortex

Primary motor cortex (pyramidal tract (da Rocha et
al., 2007))

Pyramidal signs

Orbitofrontal, midfrontal, temporomesial and insular
areas (grey matter (Brenneis et al., 2006))

Cognitive impairments

Frontotemporal region (white matter (Brenneis et al.,
2006))

Cognitive impairment

Striato-pallido-nigral system

Substantia nigra pars compacta (dopaminergic
neurons (Adams R, 1961))

Akinesia, rigidity, dysarthria, urinary dysfunction

Striatum (putamen, caudate nucleus) and globus
pallidus (medium spiny neurons, white matter
(Wenning et al., 2002))

Akinesia, rigidity, dysarthria, dystonia, impaired
response to levodopa, dysexecutive syndrome,
urinary disfunction

Olivopontocerebellar system

Inferior olive (GABAergic neurons (Sakurai et al.,
2002))

Ataxia

Pons: pontine nuclei, pontine micturition centre
(white matter, noradrenergic neurons, pontine
neurons (Brenneis et al., 2006, Kuzdas-Wood et al.,
2014))

Ataxia, urinary and respiratory dysfunction

Cerebellum: hemispheres and vermis (Purkinje cells,
grey matter, white matter (Brenneis et al., 2006))

Ataxia, urinary dysfunction, oculomotor disorders,
dysarthria, cognitive impairments




Hypothalamus

Suprachiasmatic nucleus (arginine-vasopressin
neurons (Ozawa et al., 1998))

Impaired circadian rhythm

Paraventricular nucleus (arginine-vasopressin neurons
(Benarroch et al., 2006a))

Impaired circadian rhythm, sleep apnoea, respiratory
arrhythmia, orthostatic hypotension

Autonomic brainstem nuclei

Pedunculopontine nuclei (cholinergic neurons
(Schmeichel et al., 2008))

Dystonia in vocal cord muscle during inspiration, rapid
eye movements sleep behaviour disorder, postural
instability

Laterodorsal nuclei (cholinergic neurons (Schmeichel
et al., 2008))

Dystonia in vocal cord muscle during inspiration

Periaqueductal grey system (catecholaminergic,
glutamatergic neurons (Benarroch et al., 2010))

Excessive daytime sleepiness, arousal disorders,
cardiovascular, respiration, pain modulation and
urinary dysfunction

Locus coeruleus (catecholaminergic neurons (Ling et
al., 2015))

Urinary dysfunction, anxiety, sleep disruption

Raphe nuclei (serotoninergic neurons (Kuzdas-Wood
et al., 2014))

Respiratory dysfunction

Medulla: ventrolateral medulla, rostral medullary
raphe nuclei, medullary cardiovascular centre
(catecholaminergic neurons, serotoninergic neurons
(Benarroch et al., 1998, Jecmenica-Lukic et al., 2012))

Orthostatic hypotension, impaired skin vasomotor
activity, respiratory dysfunction

Dorsal motor nucleus of the vagus (cholinergic
neurons (Benarroch et al., 2006b))

Urinary and gastrointestinal dysfunction

Nucleus ambiguous (cholinergic neurons (Benarroch et
al., 2006b))

Stridor, cardiovagal failure

Spinal cord

intermediolateral columns of the thoracolumbar cord
(preganglionic sympathetic neurons (Wenning et al.,
2012))

Orthostatic hypotension

Onuf’s and inferior intermediolateral sacral nuclei
((Wenning et al., 2012))

Urogenital and anal dysfunction

Tableau 2 : Régions atteintes par la neurodégénérescence dans ’AMS et symptomes associés

Symptomes d’apres Stankovic et al. Mov Disord 2014, Colosimo et al. Nat Rev Neurol 2011 et

Jecmenica-Lukic et al. Lancet Neurol 2012
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Figure 6 : Régions atteintes par la neurodégénérescence dans I’AMS

D’apres Fanciulli et al. N Engl J Med 2015, adapté grace a Kuzdas-Wood et al. Prog Neurobiol
2014

Les symptomes associés au syndrome parkinsonien sont causés par la dégénérescence de la
substance noire compacte (SNc) et du striatum. Cette voie striato-nigrale est essentielle au
contrdle des mouvements volontaires et fait partie d’un ensemble de structures inter
communicantes nommées ganglions de la base. Ces structures incluent la SNc et réticulée
(SNr), le striatum (composé du putamen et du noyau caudé), le cortex moteur, le globus pallidus

(externe et interne) et le noyau sous-thalamique (Figure 7A, d’apres (Redgrave et al., 2010)).

La substance noire (SN) est localisée au niveau du mésencéphale et doit son nom a la couleur
sombre de ses neurones synthétisant la dopamine (DA), qui tirent leur pigmentation de la
neuromélanine. La substance SNc est la partie ou se trouvent la grande majorité des corps
cellulaires des neurones dopaminergiques. Ces neurones projettent notamment sur le striatum
(Figure 7Ba, d’aprés (Dauer and Przedborski, 2003)) ou la DA libérée va activer les neurones

possédant les récepteurs dopaminergiques D1 ou D2 qu’on nomme medium spiny neurons.

En plus de la dégénérescence des neurones dopaminergiques la SNc (Figure 7Bb), qui est aussi
retrouvée dans la MP, dans I’AMS, les medium spiny neurons striataux sont également touchés
(Figure 7C, d’aprés (Ahmed et al., 2012)). De par cette dégénérescence striatale, les agonistes

dopaminergiques ou la L-Dopa utilisés dans la MP ont peu, voire aucun effet dans 1’AMS.

L’apparition précoce de symptomes autonomes dans la majorité des cas suggere que la
dégénérescence des régions associés advient tres tot dans I’AMS et il est difficile de déterminer
si les régions motrices dégénérent en paralléle ou plus tardivement car les analyses post mortem
de patients AMS précoce sont extrémement rares (McKay and Cheshire, 2018). [1 n’y a donc
pas de pattern de propagation théorique des lésions et de la dégénérescence dans I’AMS,
I’analyse étant rendue compliquée par le grand nombre de régions atteintes et la disparité de la

neurodégénérescence. Il est néanmoins supposé, du fait de la réponse partielle a la L-Dopa dans




les stades précoces des patients AMS-P et de la sévérité des 1ésions au niveau de la SNc, que la
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc adviendrait avant celle des neurones

striataux (medium spiny neurons) (Ozawa et al., 2004).

A _ - _ B

a) Normal b)Parkinson’s
Disease

Caudate

—Indirect
pathway

Dopamine GABA Glutamate
= » —_—

Normal

Figure 7 : Représentations simplifiées des interactions des structures des ganglions de la base

Schématisation du circuit des ganglions de la base lors du contréle des mouvements volontaires (A)
et de la voie striato-nigrale chez le sujet sain (Ba) ou atteint de la MP (Bb). Représentation de la
dégénérescence du putamen chez le sujet AMS (C). GPi/GPe : globus pallidus interne/externe, STN :
noyau sous thalamique, VTA : aire tegmentale ventrale.

D’aprés Redgrave et al. Nat Rev Neurosci 2010, Dauer et al. Neuron 2003, et Ahmed et al.
Neuropathol and Applied Neurobiol 2012




b) Description et topographie des Iésions :

Bien que les ICG soient les principales 1€sions retrouvées dans I’AMS, il y a également des
inclusions neuronales cytoplasmiques, nucléaires et neuritiques d’a-syn mais dans une mesure
bien moindre. Les inclusions cytoplasmiques neuronales possédent une composition
immunohistochimique et une ultrastructure virtuellement identique a celle des ICG tandis que
les inclusions nucléaires neuronales sont un réseau moins dense et irrégulier de fibrilles et leur
faible nombre est possiblement lié a la neurodégénérescence séveére impliquée dans 1’AMS
(Yokoyama et al., 2001, Nishie et al., 2004). Les ICG mesurent entre 20 a plus de 30nm, sont
formés de filaments tubulaires paralleles qui s’étendent dans les prolongements des
oligodendrocytes et possédent un ‘noyau’ de 10nm fortement concentré en a-syn, ce noyau
étant lui-méme composé de fibrilles de 3 a 6nm soupconnés d’étre des oligomeres d’a-syn. La
partie externe des agrégats est constituée d’un groupe hétérogéne de protéines et de molécules,
comprenant, entre autres (Wenning et al., 2008), de 1’a-syn non agrégée et les protéine p25a,
tau, ubiquitine, tubuline, Cdk5 et MAP2 (Gai et al., 2003, Valera and Masliah, 2018). On
retrouve également une augmentation massive de 1’a-syn (monomérique et de haut poids
moléculaire) au niveau des membranes cellulaires dans le putamen, la SN et la substance
blanche de la capsule interne, avec une déplétion de la forme monomérique cytosolique dans le
putamen (Tong et al., 2010). Il est possible que I’expression de 1’a-syn soit augmentée au
niveau des oligodendrocytes ou de maniere globale dans I’AMS, ce qui pourrait expliquer la
présence des agrégats, mais le peu d’études réalisées sur le sujet ne permettent pas d’affirmer

cela de maniére catégorique (Asi et al., 2014, Brudek et al., 2016, Djelloul et al., 2015).

Les ICG sont retrouvés dans la majorité des régions du SNC et n’ont généralement pas une
distribution groupée (en cluster) comme pour les LBs dans la MP (Armstrong et al., 2006).
Les ICG sont plus présents dans la substance blanche et sont prédominants au niveau des fibres
reliant le striatum au globus pallidus, la capsule interne, la capsule externe, le corps calleux, la
commissure antérieure, le tractus cortico-pontin, le faisceau pyramidal, la substance blanche
cérébelleuse et la substance blanche subcorticale des lobes pariétaux, (régions pré-motrices et
motrices) et du lobe frontal (aire motrice corticale supplémentaire). Dans la substance grise, les
ICG ont une forte densité de distribution au niveau du striatum (la partie dorsolatérale du
putamen étant la plus sévérement touchée dans I’AMS), le globus pallidus et 1’olive bulbaire.
Trés peu d’ICG sont en revanche retrouvés dans le noyau sous-thalamique, le pédoncule
cérébral supérieur, le cortex cérébelleux, le noyau dentelé et la colonne dorsale de la moelle

épiniére (Inoue et al., 1997). La densité des l1€sions serait corrélée positivement avec la sévérité




de la dégénérescence observée dans le systéme striato-nigral et olivo-ponto-cérebelleux, les
régions les plus affectées par la neurodégénérescence étant la SN (AMS-P) et le vermis
cérébelleux (AMS-C) (Ozawa et al., 2004). 11 est difficile de déterminer si les ICG sont en
partie responsables de la pathologie ou si ils en sont une conséquence, mais certains variants
AMS tres rares et agressifs (appelés ‘minimal change MSA’) présentent une dégénérescence
limitée a certaines zones (SNc et locus coerruleus par exemple) qui est plus faible que pour les
cas d’AMS classique avec une distribution des ICG qui elle est comparable a celle retrouvée
dans une AMS classique, ce qui pourrait indiquer que la présence des ICG serait a I’origine des
symptdmes qu’on retrouve dans ces cas, avant qu’il n’y ait aucune perte neuronale (il n’est
toutefois pas exclu que cela soit dii a d’autres phénomeénes pathologiques) (Ling et al., 2015).
De plus dans de trés rares cas d’analyse de tissus cérébraux de sujets agés sains, des ICG ont
été retrouvés, ce qui pourrait indiquer que la formation des ICG serait antéricure a la
neurodégénérescence (Fujishiro et al, 2008). C’est pour ces raisons que I’AMS est

soupconnée d’étre, de manicre primaire, une oligodendrogliopathie (Wenning et al., 2008).

¢) Démyélinisation et altérations oligodendrogliales :

Les oligodendrocytes, ainsi que les microglies, ont été caractérisés en histologie par Pio del Rio
Hortega en 1921 grace a un marquage utilisant du carbonate d’argent. Leur nombre important
dans la substance blanche et leur apparition pendant le développement au méme moment que
la myélinisation des axones a rapidement permis de faire le lien entre la my¢éline (déja connue
depuis 1858, mais considérée comme une substance constituée de corps gras, située autour des
axones et sécrétée dans le milieu extracellulaire) et ce nouveau type cellulaire. En 1954, Betty
Ben Geren utilisant la microscopie électronique découvre que la myéline est une extension de
la membrane des cellules de Schwann dans le systéme nerveux périphérique et il sera confirmé
par la suite que ce role est affecté¢ aux oligodendrocytes dans le SNC. La my¢line est donc
constituée de plusieurs couches de méme épaisseur provenant de la méme membrane
oligodendrogliale enroulée sur elle-méme autour d’un axone. Sa fonction est d’isoler
¢électriquement la membrane axonale sauf sur de petites portions de 1 a 2 pm nommées neeuds
de Ranvier (ou la concentration des canaux ioniques est forte), ce qui permet une diffusion plus
rapide de I’influx nerveux (ce qui est décrit comme une conduction saltatoire car le potentiel
d’action ‘saute’ de nceud en nceud). La myéline est ce qui donne sa couleur a la substance
blanche et est composée a 40% d’eau (pour comparaison 80% pour la substance grise), le reste

étant formé a 70-80% de lipides et de protéines dont la protéine basique de la myéline (MBP)




et la protéine protéolipidique (PLP) qui sont les plus abondantes. Du fait de sa composition
lipidique contenant beaucoup d’acides gras saturés a longues chaines, des glycosphingolipides
et environ 40% de cholestérol (avec une demie vie de 7 a 8 mois) et ses protéines qui comptent
parmi celles qui possedent une trés longue durée de vie, la myéline est extrémement stable. La
plupart des oligodendrocytes générent entre 20 et 60 prolongements qui vont myéliniser les
axones sur une longueur de 20 a 200 um, pouvant parfois s’enrouler plus de cent fois sur eux-
mémes. Plusieurs étapes complexes sont nécessaires a 1’oligodendrocyte pour myéliniser un
axone ; brievement, les cellules précurseuses des oligodendrocytes (OPCs) proliférent d’abord
dans la substance blanche avant de migrer, puis elles ciblent et reconnaissent 1’axone a
my¢éliniser. L’OPC va alors se différencier en oligodendrocyte myélinisant (Simons and Nave,
2015). Selon son stade de maturation et sa fonction (qui n’est pas réduite a la myélinisation),
I’oligodendrocyte va présenter un profil morphologique et d’expression protéique différent

(voir Figure 8 ci-dessous d’aprés (Amaral et al., 2016)).
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Figure 8 : Profil d’expression des génes des différents stades de maturation des oligodendrocytes

D’aprés Amaral et al. Adv Neurobiol 2016




En plus d’augmenter la vitesse de 1’influx nerveux, la structure de la gaine de myéline préserve
I’intégrité de 1’axone en limitant ’acceés des métabolites de I’espace extracellulaire. Des
expériences menées chez la souris montrent que certaines modifications de la structure de la
myéline (en altérant I’expression des protéines qui la composent) peuvent induire une
détérioration du transport axonal, une dégénérescence tardive des axones et pour certaines étre
léthales. Le métabolisme énergétique des axones des neurones myélinisés semble en partie 1ié
a celui des oligodendrocytes. En effet les oligodendrocytes peuvent internaliser le glucose
provenant de la circulation sanguine et/ou indirectement via les astrocytes et libérer les produits
de la glycolyse (pyruvate/lactate) dans 1’espace entre 1’axone et la gaine de myéline. Ces
produits peuvent étre captés par 1’axone via les transporteurs monocarboxylate (MCT). Le
lactate peut ensuite étre utilisé localement par la mitochondrie pour produire de I’ATP. 11 est
difficile d’estimer 1I’importance de I’apport oligodendroglial sur le métabolisme axonal, mais
une diminution de 50% du transporteur MCT1 est suffisante pour déstabiliser le maintien sur

le long terme des axones myélinisés (Simons and Nave, 2015).

Papp et Lantos avec la découverte des ICG ont également constatés que la myéline est altérée
(diminution du marquage Luxol Fast Blue en histologie) dans plusieurs régions du SNC dans
les cas d’AMS (voir tableau 2 pour plus de précision) (Papp et al., 1989). Une perte sévere de
my¢éline semble étre présentée par environs 50% des patients AMS, de maniére prédominante
pour I’AMS-C (Ishizawa et al., 2008). Dans ces zones de dégénérescence on retrouve une
diminution de moiti¢ de la quantité de certaines protéines composant la myéline telles que la
sphingomy¢éline, les sulphatides et la galactosylceramide (Don et al., 2014). Des modifications
de la protéine MBP rencontrées uniquement dans les cas de démyélinisation sont ¢galement
fréquemment observables (Matsuo et al., 1998). Dans I’AMS, certaines protéines associées a
la my¢line, comme la protéine MBP ou p25a, sont relocalisés de maniére anormale dans le
cytosol et le noyau, parfois de maniére précoce précédant I’apparition d’ICG (Song et al., 2007,
Ota et al., 2014). Une hypothése est que cette relocalisation est a 1’origine de la forme dilatée
du corps cellulaire des oligodendrocytes caractéristique de I’AMS. On observe une
augmentation de la protéolyse mais aussi une accumulation de la protéine MBP dans ces
oligodendrocytes (Bleasel et al., 2014). La perturbation de 1’interaction myéline-axone est
putativement une des causes de la neurodégénérescence dans I’AMS, mais d’autres mécanismes

pathologiques interviennent également.




d) Inflammation :

Parmi les cellules gliales, la microglie intervient dans les mécanismes de défense immunitaire
et de phagocytose dans le SNC. Les astrocytes quant a eux sont des cellules impliquées dans de
nombreux mécanismes physiologiques tels que le maintien de la barriére hémato encéphalique,
de ’homéostasie ionique et sont un des acteurs majeurs de la synapse tripartite. Lors d’une
altération de 1’homéostasiec du SNC (corps étranger, 1ésion...) ces deux types cellulaires
peuvent présenter un phénotype pro-inflammatoire adapté a [’¢limination des tissus
endommaggs et des corps étrangers mais qui peut étre délétére et promouvoir la mort cellulaire
s’il est chronique (Jakel and Dimou, 2017). L’astrogliose et la microgliose (prolifération,
changement morphologique et activation pro-inflammatoire) ont ét¢ mise en évidence dans de
nombreuses régions cérébrales ou on retrouve de la neurodégénérescence dans I’AMS, pour
n’en citer que quelques-unes : le putamen, la SN, le noyau caud¢, le cortex moteur, le noyau
pédonculopontin, le locus coeruleus, la substance blanche cérébelleuse, la couche de cellules
de Purkinje du cervelet, le noyau du nerf vague ainsi que divers noyaux autonomes (Adams R,
1961, Shy and Drager, 1960, Probst-Cousin et al., 1998, Wenning et al., 1995, Watanabe
et al., 2002). L’astrogliose serait corrélée avec la sévérité de la neurodégénérescence (Ozawa
et al., 2004), tandis que la microglie serait trés présente dans les faisceaux de substance blanche
connectés au cervelet et les systémes moteurs extrapyramidaux (ou la phagocytose de la
myéline a déja été¢ observée) et positivement corrélée a la charge d’ICG (toujours dans ces
structures) (Ishizawa et al., 2004). 11 semble que la proximité des astrocytes avec les ICG soit
corrélée a leur activation pro-inflammatoire (Radford et al., 2015). 11 est supposé¢ qu’une
inflammation chronique prend place dans I’AMS et qu’elle participerait a la dysfonction

oligodendrogliale, la démy¢élinisation et la neurodégénérescence.

e) Altération des mécanismes de dégradation protéiques :

-Le systéme ubiquitine-protéasome : c’est le mécanisme le plus commun lors de la dégradation

de protéines solubles au niveau cytoplasmique, nucléaire et du réticulum endoplasmique. Le
protéasome est une petite organelle circulaire possédant un site catalytique ou les protéines sont
dégradées en peptides et des sous unités régulant 1’entrée des protéines et I’activation du site
catalytique (Ebrahimi-Fakhari et al., 2012). Le mécanisme d’adressage d’une protéine pour

étre dégradée par le protéasome nécessite différentes réactions enzymatiques impliquant des




monomeéres d ubiquitine (une petite protéine globulaire trés stable) et est décrit dans la Figure

9 d’aprés (Tu et al., 2012).
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Figure 9 : Le systéeme ubiquitine-protéasome

L’ubiquitine est activée par la liaison a E1 qui la transfére a E2. E3 interagit avec E2 et forme la
chaine d’ubiquitine au niveau de la protéine cible. La protéine est ensuite dégradée par le protéasome
26S reconnaissant la signature de la chaine d’ubiquitine. Ub : ubiquitine, E1 : enzyme d’activation
de I’'ubiquitine, E2 : enzyme conjugué a 1’ubiquitine, E3 : ubiquitine ligase.

D’apres Tu et al. Int J Clin Exp Pathol 2012

Le fait que les ICG soient fortement ubiquitinylés (Pountney et al., 2005, Probst-Cousin et
al., 1996) a poussé la recherche a s’intéresser a une possible dysfonction du systéme ubiquitine-
protéasome dans I’AMS. Ainsi une modification de 1’expression des sous-unités constituant le
protéasome dans la SN a été mise en évidence dans le tissu post-mortem de patients AMS
(Bukhatwa et al., 2010). De plus son activité semble Iégérement diminuée dans le striatum
(Furukawa et al., 2002). Une inhibition de I’activité du protéasome in-vitro sur des neurones
corticaux est suffisante pour induire la formation d’agrégats cytoplasmiques ubiquitinylés
contenants de I’a-syn (bien qu’elle ne soit ni agrégée, ni ubiquitinylée) et la mort cellulaire

(Rideout and Stefanis, 2002).

-Le systéme autophagie-lysosomes : Les lysosomes sont des vésicules de 0,2 & 0,5um ayant
une membrane lipidique simple qui contiennent diverses protéases, hydrolases, lipases et
glycosidases. Les conditions de dégradations des divers substrats sont assurées par une

régulation du pH acide via des pompes a protons ATP dépendantes (Ebrahimi-Fakhari et al.,




2012). Les différentes voies adressant les substrats dégradés au niveau du lysosome, dont fait

partie ’autophagie, sont décrites dans la Figure 10, d’aprés (Dehay et al., 2013).
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Figure 10 : Les voies de dégradations par le lysosome

Plusieurs voies de dégradation incluant I’endocytose, la phagocytose et I’autophagie convergent vers
le lysosome. Différents types d’autophagies existent tel que la micro-autophagie impliquant
I’invagination de la membrane du lysosome séquestrant et dégradant directement des régions
entiéres du cytoplasme (organelles et protéines comprises). Lors de la macro-autophagie, qui peut
étre sélective de certains substrats marqués ou non spécifique en englobant une partie du cytosol, les
composants a recycler sont confinés dans des vésicules formées de doubles membranes lipidiques
nommées autophagosomes qui vont ensuite fusionner avec le lysosome. L’autophagie médiée par
les protéines chaperonnes est spécifique de certaines protéines marquées qui sont directement
transférées dans le lysosome via les canaux LAMP-2A par un mécanisme impliquant les
chaperonnes incluant I’Hsc70. ATP13A2 est une ATPase transmembranaire lysosomale.

D’aprés Dehay et al. Mov Disord 2013

Dans I’AMS, au niveau de la substance blanche cérébelleuse, I’expression des protéines
GABARAPLI et GATE16 impliquées dans la formation des autophagosomes est diminuée
tandis que les enzymes lysosomales cathepsine A et D sont, elles, plus fortement exprimées
(Tanji et al., 2013). De plus LC3 et AMBRAI, des protéines clefs dans la régulation de
I’autophagie, colocalisent fortement avec les ICG (Schwarz et al., 2012, Miki et al., 2018).
Une étude récente a montré que certains micros ARNs régulant I’autophagie (let-7b, miR-101
et miR-34c) ont une expression différente dans le putamen des patients AMS comparativement

aux sujets sains (Valera et al., 2017). Cette méme étude décrit les autophagosomes de patients




AMS comme étant plus gros et possédants plus d’inclusions denses en microscopie

¢électronique.

Il est possible que ces deux systémes connus pour réguler la dégradation de 1’a-syn (Xilouri et

al., 2016) soient altérés, ce qui participerait a son agrégation et a la formation d’ICG.

f) Résistance a ’insuline :

L’insuline est une hormone produite par les cellules B du pancréas qui est majoritairement
connue pour son action hypoglycémiante via 1’activation de récepteurs responsables du
transport du glucose de la circulation sanguine au compartiment intracellulaire. Elle peut
traverser la barriere hémato encéphalique (Schwartz et al., 1991) a I’aide de transporteurs en
suivant un gradient de concentration saturable (Banks et al., 1997) et étre diffusée au niveau
du SNC. Des expériences in-vitro sur des cultures neuronales ont démontrées que 1’insuline
promeut la survie cellulaire (Mielke et al., 2006), le maintien des connexions synaptiques (Man
et al., 2000) et le développement dendritique (Govind et al., 2001). In-vivo, I’insuline améliore
la mémoire a long et court terme chez le rat (Dou et al., 2005) et la souris (Marks et al., 2009)

et est essentielle a la formation de certains circuits neuronaux (Chiu and Cline, 2010).

Chez les patients atteins de maladies neurodégénératives telles que la MP ou la maladie
d’Alzheimer, il y a une diminution de la sensibilité de la voie de signalisation intracellulaire de
I’insuline (récepteurs moins disponibles, acteurs de la voie inhibés par phosphorylation) qu’on
nomme résistance a 1‘insuline. Chez les animaux modélisant ces pathologies, 1’insuline, le
facteur de croissance de I’insuline (IGF-1) et le glucagon like peptide 1 (GLP-1), activant des
récepteurs différents mais dont les voies de signalisation intracellulaires sont interconnectées
(Figure 11, d’apres (Bassil et al., 2014)) ont montrés des effets neuroprotecteurs (Bassil et al.,
2014).

Dans I’AMS, on retrouve cette résistance a I’insuline (mesurée par la phosphorylation
inhibitrice de la protéine IRS-1 en Ser312) au niveau des neurones et des oligodendrocytes des
patients et du striatum d’animaux modélisant certains aspects de la pathologie. Cette résistance
a l’insuline est atténuée par un analogue de GLP-1, ce qui diminue également la
neurodégénérescence dans ce modele (Bassil et al., 2017). Cette altération du métabolisme
cellulaire n’a pas encore ¢été analysée en profondeur et pourrait étre impliqué dans la

dysfonction oligodendrogliale et neuronale.
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Figure 11 : Les voies de signalisation cellulaires de I’insuline, IGF-1 et GLP-1
D’apreés Bassil et al. Prog Neurobiol 2014

g) Cascade d’événements pathologiques dans I’AMS : ou en sommes-nous ?

La cascade d’événements entrainant la neurodégénérescence est encore méconnue et
hypothétique du fait de la complexité des phénoménes pathologiques. On pense aujourd’hui
que I’AMS est une oligodendrogliopathie primaire et qu’une des premiéres conséquences de la

pathologie est I’agrégation de 1’a-syn dans les oligodendrocytes (voir ‘b) Topographie et

description des 1ésions’). L’expression basale d’a-syn étant faible au niveau des

oligodendrocytes, la raison de son accumulation est soumise a débat ; une étude a montré une
surexpression de I’ARNm de I’a-syn dans les oligodendrocytes en post mortem chez les patients
AMS (Asi et al., 2014) (contrairement a des études antérieures (Miller et al., 2005, Jin et al.,
2008, Ozawa et al., 2001)). Une autre hypothése est que I’a-syn produite par les neurones
pourrait étre captée par les oligodendrocytes via 1’endocytose, ceci étant appuyé par des

expériences in-vitro et in-vivo (Reyes et al., 2014, Lee et al., 2008), bien qu’il n’y ait pas




d’agrégation similaire aux ICGs (Valera and Masliah, 2018). Cela semble indiquer que les
oligodendrocytes sont capables, en situation physiologique, de ménager et dégrader 1I’a-syn
captée depuis le milieu extra cellulaire et qu'une dysfonction inconnue altérant ces mécanismes
pourrait étre a 1’origine de 1’agrégation. Précédant I’accumulation d’a-syn, la relocalisation de
la protéine p25a dans le soma a pu étre observée avec une modification morphologique typique
de celle retrouvée dans les oligodendrocytes présentant des ICG (gonflement du soma). P25a
stimulerait en outre 1’agrégation de 1’a-syn et sa relocalisation serait responsable de la
dégradation de la protéine MBP avec qui elle interagit en conditions physiologiques (Song et
al., 2007). Plusieurs études suggérent que I’a-syn pathologique est capable d’engendrer un
environnement propice a la neuroinflammation (voir partie ‘2 a-Synucléine’) et dans le modéle
de souris PLP-syn surexprimant I’a-syn dans les oligodendrocytes, I’apparition de
I’inflammation est corrélée a la neurodégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc
(Stefanova and Wenning, 2016). L’inflammation chronique et la dysfonction
oligodendrogliale seraient alors impliquées dans la neurodégénérescence (Figure 12, d’apres

(Stefanova and Wenning, 2016)).
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D’apres Stefanova et al. Neuropathol Appl Neurobiol 2016
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1.5 Prise en charge clinique

Dans les stades les plus précoces de la maladie, les symptdmes moteurs parkinsoniens peuvent
parfois étre atténués par la L-Dopa (précurseur de la dopamine), dont I’effet est bénéfique pour
environ 31% des patients pour une durée moyenne de 3,5 ans. Les traitements symptomatiques
pharmacologiques existants sont listés dans le Tableau 3 (d’aprés (Maass et al., 2016)).
Associé a un traitement médicamenteux, I’hypotension peut étre amoindrie par des bas de
contention élastiques, une diéte riche en sel, une hydratation importante, des repas fréquents
mais en faibles quantités, une surélévation de la téte durant le sommeil et des précautions pour
passer a 1’état debout. Dans de trés rares cas (si le patient a un stridor en journée ou les cordes
vocales immobilisées), une trachéotomie peut étre envisagée (Maass et al., 2016). Les
stratégies thérapeutiques ciblant les différents phénomeénes pathologiques de I’AMS ont
montrés qu’ils pouvaient infléchir le cour de la maladie dans des modéles précliniques, mais
dans la majorité des cas, échouent a induire un effet en phase clinique (voir Tableau 4, d’aprés
(Stefanova and Wenning, 2016)). La pathologie étant diagnostiquée lors de ’apparition des
symptomes moteurs, la neurodégénérescence est déja avancée, ce qui limite 1’effet potentiel des
stratégies thérapeutiques. La recherche de biomarqueurs pour détecter précocement I’AMS est
donc une nécessité, ensemble avec le développement de biomarqueurs du pronostic qui

pourraient également servir comme criteére de jugement des essais cliniques a venir.




Parkinsonism Levodopa (3-4 x 100-200 mg) (evidence level 2-, recommendation grade B)
Amantadine (3 x 100-200 mg); (evidence level 1-, recommendation grade 0)
Dopamine agonists (no evidence, recommendation grade 0)
Physical therapy (no evidence, recommendation grade 0)

Dystonia Botulinum toxin A: (evidence level 3, recommendation grade 0)
Cerebellar ataxia No drug treatment option available
Physical therapy (no evidence, recommendation grade 0)
Autonomic failure Orthostatic hypotension Ephedrine (3 x 15-45 mg) (evidence level 3,
recommendation grade 0)
Midodrine (3 x5-10 mg) (evidence level 1+,
recommendation grade A)
Fludrucortisone (1-3 x 0,1 mg) (evidence level 3,
recommendation grade 0)
L-threo-DOPS (100, 200 and 300 mg, twice daily)
(evidence level 1, recommendation grade B)
Postprandial hypotension Octreotide (25-50 mg s.c. 30 min before meals)

Urge incontinence

Incomplete bladder emptying

(evidence level 2—, recommendation grade 0)
Oxybutinin (2-3 x 2.5-5 mg) (evidence level 4,

recommendation grade 0)
Self-catheterization or suprapubic catheter

Constipation Macrogol 3350 (evidence level 4,
recommendation grade 0)
Nocturnal polyuria Desmopressin (10-40 pg spray, 100-400 pg
tablets) (evidence level 3, recommendation
grade 0)
Erectile dysfunction Sildenafil (50 mg p.o.) (evidence level 1,
recommendation grade 0)
Cave: Orthostatic dysfunction
Inspiratory stridor Ventilation by continuous positive airway pressure (CPAP)
Depression Selective serotonine reuptake inhibitors (evidence level 1, recommendation grade 0)

Evidence level 1=randomized controlled study (studies); 2 =case-control study (studies); 3 = non-analytic case study (studies); 4 =expert
opinion; recommendation grade A =strongly recommended [should]; B = recommended; 0 = no recommendation [can]

Tableau 3 : Les traitements symptomatiques dans I’AMS
D’aprés Maap et al. Curr Treat Options Neurol 2016
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D’apreés Stefanova et al. Neuropathol Appl Neurobiol 2016

Therapy Targel(s)

o-Synuclein MSA model

Efficacy in w-Synuclein
MSA maodel(s)

Clinical trial

Neuronal and
glial proliferation

Recombinant human
growth hormone

Minocycline Microglial
activation
Riluzole Cell death
Autologous MSCs Unclear
(intravenous and
intraarterial)
Lithium a-gynuclein
Rifampicin o-synuclein
Rasagiline Cell death
Fluoxetine Neurvinflammation,
Oligodendroglial
dysfunction
MP’O inhibitor Microglial
(AZD3241) activation
Active immunization a-synuclein
(AFFITOPE
PDO1A; PDO3A)
Autologous MSCs Unclear
(intrathecal)

n.a.

PLP-a-synuclein
[57]

PLP-a-synuclein
[110]

MBP-a-synuclein
[113]

PLP-a-synuclein
+ 3NP [115]

MBP-a-synuclein
[117]

PLP-a-synuclein
+ 3NP [58,118]

MBP-a-synuclein
[119]

PLP-a-synuclein
[110]

n.a.

Suppression of microglial
activation, neuroprotection
in early disease stage

Modulation of
neuroinflammatory
responses; mild nigral
neuroprotection

Reduced a-synuclein load,
reduced astrogliosis,
neuroprotection

Neuroprotection and
functional improvement
in carly discase stage

Modulation of trophic factor
support, improved
neurogenesis, reduced
astrogliosis, ameliorated
demyelination, reduced
a-synuclein aggregation,
neuroplotection and
functional improvement

Suppression of microglial
activation, reduced
a-gynuclein aggregation,
neuroprotection
and fanctional improvement
in early disease stage
Suppression of microglial
activation but no
neuroprotection
nor functional improvement
in advanced disease

Reduced a-synuclein load,
reduced demyelination,
neuroprotection, functional
improvement

Modulation of
neurcinflammatory
responses; mild nigral
nearoprotection

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;

Primary end-point: UPDRS
(Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale)-
total, autonomic testing;

Result: Ineflfective [107]

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;
phase III study

Primary end-point: Change of
[IMSARS (IInified Multiple
System Atrophy Rating Scale}-IT

Resull: Suppression of microglial
activation, but no change of
symptom severity [108]

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;
phase III study

Primary end-point: survival

Result: No effect on survival
and motor decline [109]

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;
phase 11 study

Primary end-point: Change
of UMSARS-total

Result: Slowed disease
progression [111],
safety concerns

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;
phase 11 study

Primary end-point: frequency
of severe AE

Result: Discontinued due to
safety concerns [112]

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;
phase I study

Design: Randomized,
double-blind, placebo-
controlled; phase [T study

Primary end-poini: Change
of UMSARS-total

Result: No change in
outcome measures [116]

Design: Randomized, double-
blind, placebo-controlled;
phase II study

Primary end-point: Change

of UMSARS-II
Result: pending

Design: Randomized, double-
blind, parallel group;
phase II study

Primary end-pointi: safcty,
tolerability and effect on
microglia activation via
PET imaging

Result: Ongoing

Design: A randomized, placebo-
controlled, parallel group,
patient-blind, phase 1 study;

Primary end-point: Safety
and immunological/
therapeutic activity

Result: Ongoing

Design: Open label; Single group
assignment, phase [ study

Primary end-point: Safety/
Efticacy

Resuli: Ongoing




1.6 Modélisation animale de I’atrophie multisystématisée

Les premiers modeéles animaux tentant de reproduire certaines caractéristiques de ’AMS se
sont focalisés sur la neurodégénérescence des régions atteintes. Ces modéles consistent en
I’injection de toxines dans le striatum et la substance noire ou en intrapéritonéal comme la 6-
Hydroxydopamine (entrainant la mort des neurones dopaminergiques de manicre spécifique),
I’acide quinoléique (agoniste des récepteurs NMDA entrainant des effets déléteres), 1’acide 3-
nitropropionique (bloquant la chaine de respiration mitochondriale) et le 1-méthyl-4-phényl
pyridinium (bloque la chaine de respiration mitochondriale, réduit les niveaux de dopamine).
L’intérét de ces modeles est la neurodégénérescence importante provoquée qui est utile pour
analyser et traiter les symptomes moteurs causés, mais contrairement aux modeles
transgéniques ils ne modélisent pas les Iésions retrouvées dans I’AMS. Ces derniers
surexpriment 1’a-syn humaine sous le contrdle de promoteurs oligodendrogliaux tels que ceux
des génes MBP, PLP ou CNP. Cela entraine 1’agrégation de la protéine dans les
oligodendrocytes et pour les modeles MBP et PLP induit la mort neuronale (Tableau S, d’aprés
(Fernagut and Tison, 2012)). Ces mode¢les sont utiles pour étudier la cascade d’événements

pathologiques putative impliquée dans la dégénérescence.

Nigral Striatal Behaviour
cell loss cell loss

Stereotaxic rat models

6-OHDA followed by QA >90% 56% Bilateral paw reaching deficit

QA followed by 6-OHDA >90% 85% Bilateral paw reaching deficit

QA+6-OHDA 15% 27% Abolition of drug-induced rotations
Bilateral paw reaching deficit

3-NP 45% 76% Bilateral paw reaching deficit

MPP+ 48% 47% Abolition of drug-induced rotations

Bilateral stepping deficits
Systemic models
Non-human primate

MPTP followed by 3-NP 70-90% 35-45% Levodopa unresponsive parkinsonism,
transient hind limb dystonia

Mouse
MPTP followed by 3-NP 44% 43% | locomotor activity
3-NP followed by MPTP 26% 54%
MPTP+3-NP 26% 36% | locomotor activity, | rotarod, | pole

tnat

oL

T transgenic mouse models (oligodendroglial
expression of human wild-type alpha-

synuclein)
PLP promoter 23% — | hindlimb stride length
MBP promoter ~40% ~40% | rotarod and pole test
CNP promoter — — | rotarod
Dual-hit mouse models
PLP+3-NP ~50% ~50% | locomotor activity, pole test
MBP+3-NP >70% 60% | pole test

Tableau 5 : Modéles animaux présentant certaines des caractéristiques de ’AMS

D’aprés Fernagut et al. Neuroscience 2012




Chacun de ces modéles présente des avantages et des inconvénients et il est nécessaire d’en

développer de nouveaux de maniére a étudier les différents aspects pathologiques de I’AMS.

On peut voir que la seule surexpression de 1’a-syn est capable d’induire la mort neuronale dans
certains modéles transgéniques et de nombreuses données tendent a indiquer que cette
surexpression et 1’agrégation de I’a-syn auraient des propriétés déléteres sur la physiologie

cellulaire.

2 L’a-Synucléine

2.1 Role physiologique

En 1993, une protéine est découverte chez I’homme dans les plaques amyloides de la maladie
d’Alzheimer (Ueda et al., 1993) et est identifiée comme homologue de I’a-syn connue chez le
rat et la raie ¢électrique (Torpedo) 1’année suivante (Jakes et al., 1994). Son géne SNCA est
localisé sur le chromosome 4q21 (Spillantini et al., 1995). Elle est exprimée de manicre
prédominante dans le SNC, notamment dans le néocortex, I"hippocampe, la SN, le thalamus et
le cervelet. Sa localisation cellulaire est majoritairement pré-synaptique bien qu’on en retrouve
dans le noyau et le cytosol. C’est une petite protéine acide de 140 acides aminés composée de
trois domaines que sont : 1’a-hélice N-terminale ayant une affinité pour les lipides (1-60), le
domaine central ayant une affinité pour les amyloides (61-95) et la queue C-terminale acide
(96-140) (Emamzadeh, 2016). Elle peut soit adopter une conformation a-hélicoidale
lorsqu’elle est associée avec des phospholipides, soit une conformation non repliée dans le
cytosol (Ahn et al., 2002) et a une affinité d’interaction avec les lipides et membranes contenant
des acides gras insaturés, ayant des petits groupes anioniques et une forte courbure (Wang et

al., 2010).

Les roles de 1’a-syn restent encore largement énigmatiques, mais de par sa localisation
présynaptique préférentielle ainsi que son interaction avec les membranes, la recherche s’est
rapidement intéressée a son implication possible dans les mécanismes relatifs au trafic des
vésicules synaptiques. Elle interagit avec de nombreuses protéines synaptiques dont Rab3
(impliquée dans la régulation de I’exocytose de neurotransmetteurs et hormones) (Chen et al.,
2013), la synaptobrevine-2 (qui fait partie de la famille des protéines SNARE, qui ont un role

important dans les processus de fusion et trafic membranaire) (Burre et al., 2010), la synapsine-




3 (qui est associée a la surface des vésicules synaptiques et module la libération des
neurotransmetteurs) (Zaltieri et al., 2015), divers transporteurs de neurotransmetteurs tels que
VMAT2 (transporteur de monoamines dont la dopamine, la noradrénaline et la sérotonine)
(Guo et al., 2008) et les transporteur de dopamine et de sérotonine (Swant et al., 2011, Butler
et al., 2015, Wersinger et al., 2006). Elle a la capacité d’induire la courbure (Varkey et al.,
2010) et moduler la composition membranaire (Madine et al., 2006). Cela laisse supposer que
I’a-syn aurait un rdle dans la scission des membranes lipidiques et dans la biogénése
membranaire. L’a-syn promeut la formation du complexe SNARE via son activité chaperonne
et un triple knockout des formes a/B/y-synucléine entraine une mort prématurée chez la souris
(Burre et al., 2010) ainsi qu’une modification de la concentration des protéines synaptiques,
de la taille et la structure de la synapse (Burre, 2015). Elle est associée aux vésicules du pool
de réserve synaptiques, et elle aurait un role dans I’arrimage membranaire et la recapture des
neurotransmetteurs de ces vésicules en cas de stimulation prolongée (Figure 13, d’aprés
(Lashuel et al., 2013)). Les knockout individuels des trois membres de la famille des
synucléines ne sont pas létaux, ce qui semble indiquer que les synucléines ne sont pas
essentielles a la machinerie de neurotransmission mais pourraient contribuer a la maintenance
sur le long terme de la fonction synaptique (Chandra et al., 2004). L’effet de I’a-syn sur la
libération des neurotransmetteurs est controversé car certaines études ont montré un effet
potentiateur de la transmission synaptique, d’autres un effet inhibiteur ou encore aucun effet
apparent (Burre, 2015). De par son affinité avec les transporteurs des catécholamines, il est
possible que I’a-syn ait un réle dans la modulation de leur libération et peut étre de leur
biogéneése également, ceci étant appuyé par le fait qu’elle inhibe I’expression et 1’activité de la
tyrosine hydroxylase (TH) impliquée dans la synthése de la dopamine (Baptista et al., 2003,
Perez et al., 2002). La déplétion de I’a-syn in-vitro augmente 1’autophagie, ce qui suggére

qu’elle aurait un réle régulateur de ce mécanisme (Winslow and Rubinsztein, 2011).

Comme dit précédemment, 1’expression de I’a-syn dans les oligodendrocytes est soumise a
débat ; il semble qu’elle soit tres faible voire nulle pour les oligodendrocytes matures, mais plus
importante dans les progéniteurs oligodendrogliaux (Djelloul et al., 2015) impliquant qu’elle

pourrait avoir un role dans le développement oligodendroglial.

Si I’absence d’a-syn n’a qu’un faible impact pathologique dans la majorité des modéeles

animaux, il en va autrement de sa surexpression et de son agrégation (Burre, 2015).
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2.2 Role pathologique

L’a-syn existe sous différentes conformations, les isoformes monomériques cytosoliques et
membranaires peuvent subir des changements structurels drastiques entrainant la formation
d’assemblages oligomériques riches en feuillets f (Dehay et al., 2015). La région centrale de
I’a-syn (résidus 61-95) est impliquée dans la formation des feuillets f (Emamzadeh, 2016) et
posséde un motif extrémement hydrophobe (Lashuel et al., 2013). Les études in-vitro montrent
que la conformation de I’a-syn est dépendante d’un équilibre dynamique ou les monomeres
peuvent s’agréger tout d’abord en plusieurs petites espéces oligomériques stabilisées par les
interactions des feuillets B, puis en protofibrilles insolubles de plus haut poids moléculaire pour
enfin polymériser en fibrilles amyloides (Figure 14, d’aprés (Dehay et al., 2015)).
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Figure 14 : Etapes théoriques de la formation des formes agrégées de I’a-syn
D’apres Dehay al. Lancet Neurol 2015




11 est difficile de déterminer quelles formes oligomériques de 1’a-syn sont les plus toxiques et
lesquelles sont responsables des divers phénomeénes pathologiques décrits plus bas, mais
certaines ¢études suggerent une toxicité plus prononcée des petites espéces oligomériques
(Cremades et al., 2012, Ingelsson, 2016, Winner et al., 2011), et le role pathologique ou
protecteur des formes agrégées comme les LB et le ICG reste débattu (Tanaka et al., 2004).

L’a-syn retrouvée dans les agrégats présente diverses modifications post-traductionnelles dans
les synucléinopathies telles que des hyperphosphorylations (au niveau de la Ser129 par
exemple), des oxydations et des troncations qui pourraient potentialiser la formation d’espéces

oligomériques toxiques (Lashuel et al., 2013, Fujiwara et al., 2002, Fujishiro et al., 2008).

La neurodégénérescence peut étre induite dans divers modeles animaux surexprimant I’a-syn
humaine que ce soit au niveau des neurones dopaminergiques avec des modeles viraux (Van
der Perren et al., 2015), ou au niveau des oligodendrocytes avec des modéeles transgéniques
(voir modélisation animale de I’AMS). Les agrégats d’a-syn peuvent directement causer la
dysfonction neuronale et I’apoptose (Volpicelli-Daley et al., 2011, Desplats et al., 2009, Lee
et al.,, 2005); des ¢études in-vitro et in-vivo ont montrées que la surexpression d’a-syn
oligodendrogliale pouvait avoir un réle dans l’activation de diverses voies apoptotiques
(Kawamoto et al., 2008, Kragh et al., 2013), et entrainerait une diminution de 1’expression de
facteurs neurotrophiques (Ubhi et al.,, 2010). Cette surexpression induirait également un
ralentissement de la maturation des oligodendrocytes, une diminution de la quantité des
constituants de la myéline comme CNPase et MBP et des altérations morphologiques (Ettle et
al., 2014), ce qui pourrait expliquer le plus grand nombre de progéniteur oligodendrogliaux
retrouvés dans le striatum de patients AMS (May et al., 2014). L’a-syn cytosolique ne
polymérise qu’en présence de fractions membranaires et cette polymérisation protofibrillaire
crée des lésions membranaires in-vitro responsables de libération non physiologique de
neurotransmetteurs depuis les vésicules synaptiques. Elle est également responsable de
I’induction de I’apoptose via la dépolarisation de la membrane mitochondriale (Emamzadeh,
2016) et augmente par ailleurs la perméabilité des lysosomes (Dehay et al., 2015) ; or on
retrouve une fraction importante d’a-syn agrégée au niveau des membranes cellulaires dans
I’AMS (Tong et al., 2010). Les formes oligomériques sont capables d’inhiber 1’arrimage des
vésicules synaptiques a la membrane contrairement a la forme monomérique (Dehay et al.,

2015).




L’a-syn inhibe la macroautophagie in-vitro et in-vivo lorsqu’elle est surexprimée a un stade
précoce de la formation des autophagosomes (Winslow et al., 2010), de plus les formes
agrégées similaires aux LBs résistent a la dégradation et altérent également la macroautophagie
in-vitro (Tanik et al., 2013). Les formes oligomériques sont ¢galement capables de perturber

I’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (Lashuel et al., 2013).

L’a-syn peut induire de nombreuses réponses inflammatoires in-vitro et in-vivo (Fellner et al.,
2011). La mise en contact de cellules microgliales avec 1’a-syn entraine la libération de
molécules pro-inflammatoires de maniére dose dépendante (Klegeris et al., 2008, Su et al.,
2008). Les formes agrégées et nitratées d’a-syn induisent une réponse inflammatoire et la mort
neuronale dans les co-cultures de neurones-microglies mésencéphaliques (Zhang et al., 2005,
Reynolds et al.,, 2008). La neurotoxicit¢ de I’a-syn shr les co-cultures neuronales
dopaminergiques est associée a la production d’espéces réactives a 1’oxygene par les microglies
indiquant une implication du stress oxydant (Zhang et al., 2005). L’a-syn monomérique
augmente la phagocytose microgliale d’une maniére dose dépendante, tandis qu’elle I’inhibe
sous sa forme agrégée (Park et al., 2008). En dehors des expériences sur les cultures cellulaires,
les données in-vivo renforcent I’idée d’un effet pro-inflammatoire de 1’ a-syn. Sa surexpression
seule engendre une activation microgliale et une stimulation du systéme immunitaire adaptatif
dans un modé¢le animal viral de la MP (Theodore et al., 2008). Le modéle PLP-syn développe
une microgliose chronique région spécifique qui est corrélée a la perte neuronale progressive

de la SNc (Stefanova et al., 2007).

En plus de ses effets déléteres, il semble que 1’a-syn ayant une conformation pathologique ait
la capacité de se propager depuis différents types cellulaires (Valera and Masliah, 2018). Ainsi
in-vitro les agrégats d’a-syn peuvent se transmettre de neurones a neurones (Lee et al., 2012,
Desplats et al., 2009), de neurones aux cellules astrogliales et oligodendrogliales (Reyes et al.,
2014, Lee et al., 2010), et des oligodendrocytes aux astrocytes (Valera et al., 2014), causant
la dysfonction neuronale, 1’apoptose et la neuroinflammation (Klucken et al., 2012, Valera et
al., 2014, Lee et al., 2010, Volpicelli-Daley et al., 2011). L’apparition de LB a pu étre observée
chez les patients atteints de MP qui ont recus des greffes neuronales (Li et al., 2008, Kordower
et al., 2008), mais il convient de rester prudent sur les conclusions a tirer de ces rares cas ainsi
que des différentes expériences, car si la présence d’agrégats a pu étre causée par la propagation
de I’a-syn, il est également possible que I’environnement pathologique ait induit I’agrégation

directement au niveau de ces neurones (Dehay et al., 2015, Walsh and Selkoe, 2016).




La découverte des nombreux aspects pathologiques de la surexpression et I’agrégation de I’a-
syn pousse la recherche a s’intéresser de plus en plus a I’exploration de nouvelles stratégies

empéchant cette agrégation (Figure 15, d’apres (Lashuel et al., 2013)).
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Figure 15 : Stratégies visant a diminuer I’agrégation d’a-syn
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OBJECTIFS DE LA THESE
D ————————————

Le manque de traitements modifiant la progression de la maladie engendre un besoin urgent de
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques dans I’AMS et pour explorer ces stratégies
thérapeutiques en phase pré-clinique, des modeles animaux reproduisant au mieux différents
aspects de la maladie sont nécessaires. De par 1’aspect foudroyant de I’ AMS, il existe également
une nécessité de découvrir des marqueurs biologiques pour aider au diagnostic et pronostic,

ainsi qu’a I’évaluation de 1’efficacité dans des essais thérapeutiques a venir.

Ma theése est une approche multifactorielle dont les objectifs ont été, en premier lieu, de
développer de nouveaux modéles animaux reproduisant certains aspects de la maladie par une
approche virale jusqu’ici peu développée dans le cadre de I’AMS, explorer dans un second
temps des voies thérapeutiques en ciblant I’agrégation de I’a-syn et la résistance a I’insuline, et

enfin d’analyser des biomarqueurs d’intéréts sur des échantillons de patients AMS.

Nous avons donc utilisé une approche de surexpression via un vecteur comprenant le géne de
I’a-syn humaine sous le contréle d’un promoteur oligodendroglial chez le rat et le singe. Cette
construction intégrée a un adénovirus a été injecté au niveau du striatum de ces deux modéles
animaux. Nous avons suivi chez le modéle de rat 1’effet de cette surexpression sur le
comportement moteur 3 et 6 mois aprés I’injection, la spécificité de [’expression
oligodendrogliale, la neurodégénérescence ainsi que 1’agrégation pathologique de I’a-syn. Pour
le modéle primate nous avons déterminé la spécificité de I’expression de 1’a-syn

oligodendrogliale.

Dans un second temps nous avons étudié I’effet de trois stratégies thérapeutiques ciblant divers
phénoménes pathologiques retrouvés dans I’AMS sur le modéle de souris transgénique PLP-

synucléine (PLP-syn) :

°Le but du premier projet est de déterminer si la levée de I’inhibition du complexe mammalian
target of rapamycine (mTOR) sur I’autophagie peut induire une amélioration des phénomeénes
pathologiques retrouvés chez la souris PLP-syn (neurodégénérescence et agrégation). Nous
avons pour cela administré la rapamycine (inhibiteur de mTOR) dans la nourriture de ce modele
transgénique sur une période de 4 mois. Nous avons également voulu confirmer I’inhibition de

I’autophagie sur des échantillons de tissus cérébraux de patients AMS.




°Le second projet consiste a tester 1’effet de l’injection intrapéritonéale du nilotinib, un
traitement indiqué dans les cas de leucémies my¢loides chroniques mais qui a aussi montré des
effets sur I’agrégation de 1’a-syn et la diminution de la mort neuronale chez des modéles murins
de la MP, sur le modéle PLP-syn et de déterminer si sa cible, la kinase cABL, présente des

modifications au niveau du tissu cérébral des patients AMS.

°La dernicre stratégie thérapeutique consiste a agir sur la résistance a I’insuline, retrouvée chez
le modele PLP-syn, par une approche d’injection virale au niveau du striatum. L’adénovirus
utilis€ porte une construction exprimant un micro ARN inhibant la traduction de la kinase
GRK2 (miARN GRK?2) connue pour son effet métabolique et son implication dans la résistance
a I’insuline dans le cadre du diabéte. De la méme maniére, nous avons analysé les effets de cette
inhibition sur les différents aspects pathologiques du modé¢le PLP-syn et également exploré la

résistance a I’insuline sur du tissu cérébral de patients AMS.

Le troisiéme projet de ma thése a pu étre réalisé grace a une bourse IDEX de I'université de
Bordeaux qui m’a permis de travailler en collaboration avec le service neuropathologie de
I’université de Gottingen en Allemagne et de déterminer grace a la technologie SIMOA s’il y
avait des différences de concentration de plusieurs biomarqueurs dans le sérum et dans le
liquide céphalo-rachidien de patients AMS et a corréler ces différences avec les données

cliniques.

Au cours de ma thése, j’ai pu travailler sur les diverses étapes de la recherche a visée
thérapeutique, de la modélisation animale a la phase pré-clinique, puis a 1’évaluation de fluides
biologiques de patients AMS dans le but de développer des biomarqueurs pour le pronostic et

I’évaluation de I’efficacité dans des essais thérapeutiques a venir.
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Partie 1 : Modélisation animale de PAMS <@+ \L‘ %

La surexpression de I’a-synucléine oligodendrogliale médiée par un vecteur

viral modélise certains aspects de I’atrophie multistématisée

Fares Bassil, PhD,"" Paul A. Guerin, MS,"*" Nathalie Dutheil, PhD,"? Qin Li, PhD,>*
Matthias Klugmann, PhD,> Wassilios G. Meissner, MD, PhD ®,"267 Erwan Bezard,
PhD,!>34t and Pierre-Olivier Fernagut, PhD!2+*

++: Contribution équivalente.

Contexte : Dans ’AMS, certains modeles de souris transgéniques surexprimant I’o-syn
humaine au niveau des oligodendrocytes montrent une agrégation pathologique de 1’a-syn ainsi
qu’une neurodégénérescence modérée. Ces modeles sont utiles pour explorer les phénomeénes
cellulaires pathologiques putativement impliqués dans I’AMS mais ne présentent pas une
dysfonction motrice et une neurodégénérescence importante comme celles retrouvées chez les

modéles basés sur I’inoculation de toxines neuronales.

Les virus adéno-associés permettent une transduction performante des constructions génétiques
qu’ils transportent et ont ét¢ utilisés dans le cadre de la MP pour générer de nouveaux modeéles
rongeurs récapitulants certains aspects clefs de la maladie, notamment une forte
neurodégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc au cours du temps et une
agrégation de la protéine a-syn. Cette approche virale a également été utilisée chez des modeles
de primate non humains et a pu recréer une agrégation pathologique ainsi qu’une

neurodégénérescence des neurones dopaminergiques.

Dans le but de générer un modele de rat AMS présentant les mémes caractéristiques de
dégénérescence forte et d’agrégation pathologique que les modéles viraux de la MP, nous avons
injecté un adénovirus a vecteur AAV1/2 recombinant portant le promoteur oligodendroglial
MBP contrélant I’expression de 1’a-syn humaine au niveau du striatum de rats Sprague-Dawley
adultes. En paralléle, nous avons injecté ce méme virus au niveau du putamen d’un modele de

primate non humain Macaca fascicularis.

Nous avons pu montrer chez le modele de rat une dysfonction motrice ainsi qu’une

neurodégénérescence progressive des neurones de la SNc¢ et du striatum accompagné de




I’acumulation d’a-syn agrégée insoluble et phosphorylée. Chez le modele primate le virus s’est
propagé dans une partie du putamen mais présente une spécificité oligodendrogliale plus faible

que le modéle murin.
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ABSTRACT: Background: MSA is a fatal neurodegen-
erative disorder characterized by a combination of autonomic
dysfunction, cerebellar ataxia, and L-dopa unresponsive par-
kinsonism. The hallmark of MSA is the accumulation of a-
synuclein, forming cytoplasmic inclusions in oligodendro-
cytes. Adeno-associated viruses allow efficient targeting of
disease-associated genes in selected cellular ensembles and
have proven efficient for the neuronal overexpression of a-
synuclein in the substantia nigra in the context of PD.
Objectives: We aimed to develop viral-based models of
MSA.

Methods: Chimeric viral vectors expressing either
human wild-type a-synuclein or green fluorescent pro-
tein under the control of mouse myelin basic protein
were injected in the striatum of rats and monkeys. Rats
underwent a longitudinal motor assessment before his-
topathological analysis at 3 and 6 months.

Results: Injection of vectors expressing a-synuclein in
the striatum resulted in >80% oligodendroglial

~

selectivity in rats and >60% in monkeys. Rats devel-
oped progressive motor deficits that were L-dopa unre-
sponsive when assessed at 6 months. Significant loss
of dopaminergic neurons occurred at 3 months, further
progressing at 6 months, together with a loss of striatal
neurons. Prominent a-synuclein accumulation, including
phosphorylated and proteinase-K-resistant a-synuclein,
was detected in the striatum and substantia nigra.
Conclusions: Viral-mediated oligodendroglial expression of
a-synuclein allows replicating some of the key features of
MSA. This flexible strategy can be used to investigate, in
several species, how a-synuclein accumulation in selected
oligodendroglial populations contributes to the pathophysi-
ology of MSA and offers a new framework for preclinical val-
idation of therapeutic strategies. © 2017 International
Parkinson and Movement Disorder Society

Key Words: multiple system atrophy; oligodendro-
cytes; alpha-synuclein; rat; animal model
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MSA is a sporadic adult-onset neurodegenerative disor-
der leading to severe disability and death after 6 to 9 years
from symptom onset.! MSA has a prevalence of 2 to 5 in
100,000>° and is characterized clinically by a variable
combination of dysautonomia, parkinsonism, and cerebel-
lar symptoms. Two forms of MSA are recognized based
on the predominant motor syndrome: MSA-P (parkinso-
nian subtype) and MSA-C (cerebellar subtype). Contrary
to Parkinson’s disease (PD), parkinsonism in MSA is either
unresponsive or only transiently responsive to levodopa.'
There is no treatment option to significantly alleviate
symptom severity or to slow down disease progression.*

MSA is characterized by neurodegeneration affecting the
substantia nigra pars compacta (SN), the striatum (MSA-
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P), and the olivopontocerebellar system (MSA-C). In both
MSA-P and MSA-C, degeneration also affects the brain-
stem, including chemosensitive respiratory neurons,’
pre-Botzinger complex,® and serotonergic neurons in the
raphe and ventrolateral medulla.” MSA is a
“proteinopathy,” as shown by the accumulation of mis-
folded proteins forming cytoplasmic aggregates. Specifi-
cally, MSA is characterized by the presence of
argyrophilic oligodendroglial cytoplasmic inclusions
(GClIs) containing a-synuclein (a-syn), which are the
hallmark of the disease.® While protein aggregates occur
mostly in neurons under the form of Lewy bodies in PD
and dementia with Lewy bodies, MSA is characterized
by the preferential aggregation of a-syn in oligodendro-
cytes, but neuronal inclusions similar to Lewy bodies are
also frequently found.’

Currently available animal models of MSA encompass
symptomatic toxin-based models in mice, rats, and non-
human primates (replicating the combined degeneration
of the SNc¢ and striatum, but not the oligodendroglial
accumulation of a-syn) as well as three transgenic mouse
models with constitutive expression of human a-syn (ha-
syn) in oligodendrocytes under the control of the proteoli-
pid promoter,'® 2, 3’—cyclic nucleotide 3’-phosphodiester-
ase,'’ and myelin basic protein (MBP)'? (for review, see a
previous work'?. These models recapitulate the accumula-
tion of insoluble ha-syn, motor impairments, and neuro-
degeneration, providing evidence that constitutive
oligodendroglial ha-syn overexpression can induce sec-
ondary neurodegeneration, even if cell loss is quite moder-
ate compared to human disease. Whether de novo
expression of ha-syn in oligodendrocytes in an adult brain
can induce key features of MSA has not yet been shown.

Viral vectors expressing ha-syn in specific brain
structures are currently widely used for modeling of
PD in rodents and nonhuman primates and recombi-
nant adeno-associated virus (AAV) vectors have high
transduction efficiency and allow recapitulating some
of the progressive neuropathological changes observed
in idiopathic PD,'*'5 suggesting that this approach
could be worthwhile for MSA. We here assessed the
efficacy of recombinant AAV1/2 vectors and the MBP
promoter'® to induce oligodendroglial ha-syn expres-
sion following striatal delivery to adult rats and non-
human primates. We show that this strategy leads to
gradual and 1-dopa-unresponsive motor deficits,
together with the accumulation of insoluble and phos-
phorylated ha-syn and progressive neurodegeneration
in the SNc and striatum.

Materials and Methods

Animals

All experiments were performed in accord with the
European Union directive 2010/63/EU on the protec-
tion of animals used for scientific purposes. Rodent

experiments were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of Bordeaux (CES50-France)
under the license 5012099-A. Male Sprague-Dawley
rats (n=27; Charles River Laboratories, Saint-
Germain-Nuelles, France) weighting 200 g at the begin-
ning of the experiment were housed 2 per cage in a
temperature-controlled room under a 12-hour light/
dark cycle with free access to food and water.

Nonhuman primate experiments were performed in
an Association for Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care-accredited facility following
acceptance of study design by the Institute of Lab Ani-
mal Science (Chinese Academy of Science, Beijing,
China). Two male macaque monkeys (age, 6 years;
weight = 5.9 £ 0.4kg; Macaca fascicularis; Beijing,
People’s Republic of China) were housed in individual
cages allowing visual contacts and interactions with
other monkeys in adjacent cages. Food and water
were available ad libitum. Animal care was supervised
daily by veterinarians skilled in the health care and
maintenance of nonhuman primates.

Plasmids

To generate the pAAV-MBPprom-asyn-WPRE con-
struct containing the 1.3-kilobase murine MBP promoter
and AAV2 inverted terminal repeats (ITRs), the ha-syn
complementary DNA was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using pAAV-SynP-asyn-WPRE (SnaSW)
as a template.'” The resulting PCR fragment was used to
replace EGFP in pAAV-MBPprom-EGFP-WPRE.!
Because long-term accumulation of green fluorescent
protein (GFP) may be associated with cellular toxicity in
vulnerable cells, we used GFP fused with a peptide
degron that allows targeting to the proteasome, thereby
avoiding the accumulation of GFP.'® To generate the
pAAV2-MBP-GFPdegron-WPRE construct, the same
PCR based strategy was used with pEGFP-CL1 as a
template.'®

AAV Vector Production

Chimeric AAV1/2 vectors containing the capsid
proteins of AAV1 and AAV2 were produced by
polyethylenimine-mediated transfection of low-passage
HEK-293T /17 cells (catalog number: CRL-11268;
ATCC, Manassas, VA). The AAV expression plasmid was
cotransfected with the adeno helper pAd Delta F6 plasmid
(catalog number: PL-F-PVADF6; Penn Vector Core, Phila-
delphia, PA) and both Rep2/Cap2 and Rep2/Cap1 expres-
sion plasmids at equal ratios.””?° AAV vectors were
purified as previously described.*! Titrations were per-
formed at the transcriptome core facility (INSERM U862,
Bordeaux, France). The genomic titer (vector genome per
mL, vg/mL) was determined by quantitative real-time
PCR with primers specific for the AAV2 ITRs (forward
5'-GGAACCCCTAGTGATGGAGTT-3; reverse 5'-CGG
CCTCAGTGAGCGA-3').** Purity assessment of vector
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stocks was estimated by loading 10 puL of vector stock on
10% sodium dodecyl sulfate acrylamide gels; total pro-
teins were visualized using the Krypton Infrared Protein
Stain (Life Technologies, Carlsbad, CA).

AAV Injection

Under sterile conditions, rats were anesthetized with
isofluorane and secured in a stereotaxic frame (David
Kopf Instruments, Tujunga, CA). All rats were
injected bilaterally in the striatum (anteroposterior
[AP]: + 0.68; mediolateral [ML]: + 3.5; dorsoventral
[DV]: —4.7; in millimeters; from bregma and pial sur-
face) with a total of 10pL of viral vector containing
GFP-degron (2.53 X 10" vg/mL; n=13) or ha-syn
(2.33 X 10"? vg/mL; n = 14) as previously described.?*"
25 Briefly, a Hamilton syringe with a 33-Ga needle
was used for AAV delivery (5 pL per site) at a rate of
0.5uL per minute using a Kopf microinjector. The
needle was left in place for 5 minutes after injection to
minimize the backflow of the viral solution. Under
sterile conditions, striatal stereotactic delivery of viral
vector in monkeys was conducted under isoflurane
anesthesia as previously described.”*** The Horsley-
Clarke stereotaxic technique, coupled with ventricu-
lography, was used to determine the position the puta-
men. A total volume of 50 pL of viral vector
containing ha-syn (2.33 X 10"® vg/mL) was injected
unilaterally into each animal (25 pL per side at two
sites: AP, —=1 and -2.5; ML, + 14; DV, 3; in mm from
anterior commissure) with a Hamilton syringe
mounted into a microinjector system.

Stepping Test

Forelimb akinesia was assessed using the stepping
test.>® Briefly, animals were gently held and conducted
over a 90-cm distance to allow forehand followed by
backhand steps count. Performances were evaluated
over two daily sessions on 4 consecutive days. The
average number of forelimb steps was averaged over
the last three sessions for each time point.

Adhesive Removal Task

After conducting the last stepping test, 6-month-old
rats were isolated in their home cage for sensorimotor
integration assessment. Briefly, a small circular piece
of adhesive paper (1.2-cm diameter) was applied to
the tip of the snout. Latencies to remove the stimulus
were recorded.

Tissue Processing

Rats were deeply anesthetized with sodium pento-
barbital (100 mg/kg, intraperitoneally) and transcar-
diacally perfused with 0.9% saline followed by 4%
paraformaldehyde (PFA). Monkeys were euthanized
by sodium pentobarbital overdose (150 mg/kg,
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intravenously) and perfused transcardiacally with
0.9% saline + 1% heparin followed by 4% PFA.
Brains were extracted, postfixed overnight in 4% PFA,
cryoprotected in 20% sucrose, 0.1 M of phosphate-
buffered saline (PBS), frozen on isopentane, and stored
at —80°C until sectioning. Then, 40 um free-floating
coronal sections were collected for histopathological
analysis.

Histopathological Analysis and
Immunofluorescent Labeling

To assess the presence and solubility of a-syn inclusions
in oligodendrocytes, sections were first incubated with
and without proteinase-K at 10 pg/mL (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) for 10 minutes at room temperature (RT) as
previously described.?”*® Proteinase-K—treated and non-
treated adjacent sections were then processed for a-syn
immunohistochemistry using the primary antibody
against ha-syn (MJFR-1; 1:6,000; Abcam, Cambridge,
MA) as previously described.?®

Striatal and nigral sections were incubated overnight
with the primary antibody against NeuN (1:500;
Millipore, Billerica, MA) or tyrosine hydroxylase
(1:10,000; Millipore). For staining revelation, the
HRP EnVision polymer system followed by DAB as
substrate (Dako, Glostrup, Denmark) was used. Nissl
counterstaining was performed with 0.1% cresyl
violet.

To asses a-syn phosphorylation, striatal sections
from three representative levels (anterior, medial, and
posterior) and two representative nigral levels (ante-
rior and medial) were incubated with a-syn serine 129
phosphorylation (1:1,000; Abcam) and revealed as
described above.

For double immunofluorescence, free-floating sec-
tions were incubated for 30 minutes in Target
Retrieval Solution 1 X concentrate (Dako) at 80°C to
unmask antigenic sites. Sections were then transferred
for 30 minutes at RT in a blocking solution containing
1:50 bovine serum albumin (BSA) and 0.3% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS, then incubated over-
night with mouse anti-Olig2 (oligodendrocyte lineage
transcription factor 2;1:1,000; Millipore), anti-GST-nt
(glutathione S-transferase pi; 1:500; BD Biosciences,
San Jose, CA), anti-NeuN (neuron nucleus; 1:500;
Millipore), tyrosine hydroxylase (1:4,000; Millipore),
or glial fibrillary acidic protein (GFAP)/S100 (1:1,000
[Millipore] and 1:1,000 [Abcam]) all diluted in PBS
containing 1:500 BSA and 0.3% Triton X-100. After
three washes in PBS, sections were incubated with
goat anti-mouse Alexa Fluor 488 coupled (1:400;
Abcam) for 30 minutes at RT. Finally, after three
washes, sections were incubated with rabbit anti-ha-
syn (MJFR-1; 1:6,000; Abcam) or anti-GFP (1:1,000;
Invitrogen, Carlsbad, CA), then with goat anti-rabbit
Alexa Fluor 568 coupled (1:400; Abcam).
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FIG. 1. Oligodendroglial selectivity of MBP-driven a-syn expression in rat. (A
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Quantitative Analysis

For striatal NeuN, SNc¢ tyrosine hydroxylase (TH),
and Nissl counts, stereological sampling was per-
formed using Mercator Pro V6.5 software (Explora
Nova, La Rochelle, France). Following delineation of
the striatum and SNc at 5 X objective as described pre-
viously,?”** counting was performed at 40 X objective.
Guard zones of 1.5 um ensured the exclusion of lost
profiles on the top and bottom of the section sampled.
Analysis of the number of immunofluorescent cells
was performed using Morphostrider (Explora Nova).
For colocalization analysis, 12 pictures were taken for
each ha-syn-injected rat respectively from three stria-
tal sections (anterior, medial, and posterior) and anal-
ysis was done using Image] software (v1.47; National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Quantitative
analysis was carried out on all images, and results are
expressed as a proportion of immunopositive cell type
colocalizing with a-syn over total a-syn stained cells.

Statistical Analysis

Data were analysed with two-way analysis of vari-
ance with experimental group (ha-syn and GFP) and
time (3 and 6 months) as between-subject factors.
Upon significant main effects, post-hoc analyses were
performed using Fisher’s least significant difference

test. All data are presented as mean * standard error of
the mean. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism (version 6.02; GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA) and R software (multiple spearman
correlations; R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). The level of significance was set at
P <0.05.

Results

Oligodendroglial selectivity of MBP-Driven
Expression

To assess the cellular pattern MBP-driven expres-
sion of ha-syn, double immunofluorescence was per-
formed with a-syn coupled either with olig2
(oligodendrocytes), NeuN (neurons), and GFAP
(astrocytes; Fig. 1). Consistent with previous find-
ings,'® counts of double-stained cells revealed that
MBP-driven expression of ha-syn resulted in prefer-
ential expression in oligodendrocytes (83.8%; Fig.
1A-C,]), with minimal neuronal expression (11.2%;
Fig. 1D-F,]), whereas almost no expression was
detected in astrocytes (0.12%; Fig. 1G-]). Analysis of
the extent of striatal ha-syn expression revealed that
59.3% of the total striatal volume contained ha-syn-
positive oligodendrocytes (Fig. 1K).
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FIG. 2. Effects of oligodendroglial overexpression of a-syn on motor and sensorimotor performances. (A) Longitudinal assessment over 6 months of
motor performances, with the stepping test demonstrating significant motor impairments from 2 months onward in AAV-MBP-ha-syn rats (P <0.05;
*P<0.01; **P<0.0001 vs. baseline performance; *P<0.05; *P<0.01; **#P<0.0001 AAV-MBP-ha-syn vs. AAV-MBP-GFP; ®P<0.01 for AAV-MBP-
ha-syn at 2 vs. 5 months). (B) Effect of L-dopa on stepping deficits at 6 months showing no improvement of stepping performances in AAV-MBP-
ha-syn (****P <0.0001 vs. AAV-MBP-GFP). (C) Sensorimotor impairment in AAV-MBP-ha-syn as shown using the adhesive removal test (P <0.01).

Oligodendroglial Overexpression of ha-syn
Leads to Progressive Motor Deficits and
Altered Response to L-dopa

Oligodendroglial expression of ha-syn resulted in
progressive stepping deficits with a significant effect of
ha-syn  (F(1,136)=83.52; P <0.0001), a significant
effect of time (F4,136)= 13.34; P <0.0001), and a sig-
nificant ha-syn X time interaction (Fg,136) = 6.71;
P <0.0001; Fig. 2A). Post-hoc analysis revealed signif-
icant motor deficits in AAV-MBP-ha-syn compared
with their baseline performance from 2 months
onward (P <0.0001; Fig. 2A) and motor deficits wors-
ened during follow-up (2 vs. 5 months; P <0.01; Fig.
2A). Evaluation of the effect of 1-dopa performed at 6
months revealed that these stepping impairments were
not alleviated by r-dopa (F(124)=0.91; P=0.35; Fig.
2B). The motor response to a sensory stimulus
assessed using the adhesive removal test at 6 months
revealed that AAV-MBP-ha-syn rats were significantly
slower than AAV-MBP-GFPdeg rats to remove the
adhesive (P < 0.01; Fig. 2C).

Oligodendroglial Overexpression of ha-syn
Leads to a Progressive Degeneration of Dopa-
minergic Neurons in the Substantia Nigra

Stereological counts of TH-immunopositive neurons
indicated that intrastriatal injection of AAV-MBP-ha-
syn induced a loss of nigrostriatal dopaminergic neu-
rons (Fig. 3A), with a significant effect of ha-syn
(Fl123y=953.93; P<0.0001), and a trend for an
ho-syn X time interaction (F 3 =3.35; P=0.07).
Post-hoc analysis indicated a 51gn1ﬁcant reduction of
the number of TH-immunopositive cells at 3 months
(—41.7%; P <0.001; Fig. 3A) and 6 months (-66.5%;
P <0.0001; Fig. 3A) in AAV-MBP-ha-syn compared
with  AAV-MBP-GFPdeg rats. The number of
TH-immunopositive cells was also further reduced in
AAV-MBP-ha-syn at 6 months compared with

3 months (P <0.05; Fig. 3A). Stereological counts of
Nissl-stained neurons confirmed that the reduced num-
ber of TH-immunopositive cells was attributable to
neuronal loss (Fig. 3B) with a significant effect of
ha-syn (F(123=62.35; P<0.0001) and a trend for
an effect of time (F1.3=2.97; P=0.09). Post-hoc
analysis indicated a significant reduction of the num-
ber of Nissl-stained neurons at 3 months (-42.4%;
P <0.001) and 6 months (-63.4%; P <0.0001) in
AAV-MBP-ha-syn rats, as well as a reduction of num-
ber of Nissl-stained neurons in AAV-MBP-ha-syn at 6
months compared with 3 months (P <0.05). Total
nigral cell counts positively correlated with the num-
ber of adjusting steps in the stepping test at 3 and 6
months  (R*=0.62; P<0.05 and R*=0.91;
P <0.001).

Oligodendroglial Overexpression of ha-syn
Leads to a Delayed Degeneration of Striatal
Neurons

Stereological counts of NeuN-immunopositive neu-
rons revealed that AAV-MBP-ha-syn induced a loss of
striatal neurons with a significant effect of ha-syn
(Fi123)=8.96; P<0.01) and a trend for an effect of
time (F123=3.88; P=0.06; Fig. 3). At 3 months
postinjection, cell counts were not significantly
reduced in AAV-MBP-ha-syn compared with AAV-
MBP-GFPdeg rats (-7.8%). At 6 months, post-hoc
analysis indicated a significant reduction of the num-
ber of NeuN-immunopositive cells in the striatum of
AAV-MBP-ha-syn compared with AAV-MBP-GFPdeg
rats (=23.1%; P < 0.01) and with AAV-MBP-ha-syn at
3 months (P <0.05; Fig. 30). There was a positive
correlation between striatal and nigral cell counts
(R*=0.54; P<0.01), indicating that rats with the
highest magnitude of nigral loss had the largest striatal
degeneration.
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FIG. 3. Effect of oligodendroglial overexpression of a-syn on nigral and striatal neurons. (A) Stereological counts of TH-immunopositive neurons in the
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jection in the SN of AAV-MBP-GFP (C,E) and AAV-MBP-ha-syn rats (D,F). Scale bar = 400 um (C-F). (G-N) Representative images of NeuN immunostai-
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hei-syn rats at 3 and 6 months postinjection. *P<0.05; **P<0.01. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Oligodendroglial Overexpression of ha-syn Leads
to the Accumulation of Insoluble and Phosphory-
lated ha-syn in the Substantia Nigra and Striatum

Striatal injection of AAV-MBP-ha-syn led to a promi-
nent expression of ha-syn in the striatum, corpus cal-
losum, and SN (Fig. 4). ha-syn oligodendrocytes were
also observed in the motor cortex and globus pallidus.
Adjacent sections were processed for ha-syn immunohis-
tochemistry after proteinase-K treatment to reveal insol-
uble ha-syn. In the striatum, although proteinase-K also
decreased ha-syn immunoreactivity (F(124) = 49.48;
P <0.0001), the remaining staining was 67.8% at 3
months and 46% at 6 months. ha-syn-immunopositive
oligodendrocytes and white matter bundles could still be
detected following proteinase-K (Fig. 4B,D). In the SN,
prominent ha-syn immunoreactivity was also signifi-

cantly reduced following proteinase-K treatment
(F(1,24)=23.15; P<0.0001), but remained detectable

(28.5% remaining staining at 3 months and 20.8% at 6
months; Fig. 4G,]I). Sparse GFP-positive cells were
detected in the SN of rats injected with AAV-MBP-GFP.
Stereological counts revealed 1,306 = 389 GFP-positive
cells, indicating a small uptake of the viral vector at the
level of striatal dopaminergic terminals resulting in the
expression of the transgene in 7% of nigral neurons in
AAV-MBP-GFP-injected rats (Supporting Fig. 1). How-
ever, the extent of ha-syn expression and accumulation
in the SN (Fig. 4F-1I) largely exceeds that of GFP (Sup-
porting Fig. 1) and thus suggests that a majority of nigral
ha-syn may stem from the uptake of ha-syn expressed
by striatal oligodendrocytes. There was a positive corre-
lation between proteinase-K-resistant ha-syn staining
intensity in the SN and striatum (R* = 0.65; P < 0.05).
Immunostaining against a-syn phosphorylated at serine
129 (p-a-syn) was performed in the SN and striatum using
an antibody that recognizes both phosphorylated rodent
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and ha-syn (Supporting Fig. 2). Accordingly, p-a-syn was
detected both in AAV-MBP-GFPdeg and AAV-MBP-ha-
syn rats. However, AAV-MBP-ha-syn rats displayed
increased p-a-syn staining in the SN (Fj4)=11.83;
P <0.01) at 3 months compared with AAV-MBP-GFPdeg
(P < 0.01). In the striatum, there was a significant effect of
ha-syn (F124y=9.83; P <0.01), with increased p-a-syn
staining at 3 and 6 months in AAV-MBP-ha-syn com-
pared with AAV-MBP-GFPdeg (P < 0.05). Similar to
results obtained with ha-syn, the magnitude of p-a-syn
accumulation in the SN is compatible with the uptake of
ha-syn or p-a-syn by striatal dopaminergic terminals.
There was a positive correlation between nigral and stria-
tal (R*=0.58; P<0.01), striatal and corpus callosum
(R*=0.68; P <0.0001), and nigral and corpus callosum
(R*=0.58; P<0.01) p-a-syn levels, indicating that the
most severely affected animals displayed a high burden of
p-a-syn in all investigated areas.

Oligodendroglial Overexpression of ha-syn in
the Macaque Putamen

Injection of AAV-MBP-ha-syn in the macaque puta-

men led to a detectable expression of ha-syn (Fig. 3).

Double immunofluorescence was performed with «-
syn coupled either with GST-n or NeuN to assess the
cellular pattern of MBP-driven expression of ha-syn.
Counts of double-stained cells revealed that MBP-
driven expression resulted in the expression of ha-syn
in oligodendrocytes (60.4%) and neurons (39.6%).
Within the injected area, 39.8% of GST-n-positive
cells and 8.7% of NeuN-positive cells were positive
for ha-syn.

Discussion

AAV-mediated overexpression of wild-type or
mutated ha-syn in neurons has proven to be a robust,
disease-relevant, and reproducible way of modeling PD
in rodents and nonhuman primates.'**° However, its
usefulness for developing experimental models of
other synucleinopathies, such as MSA, had not been
evaluated. Here, we demonstrate that targeted expres-
sion of ha-syn in oligodendrocytes leveraging selectivity
of the mouse MBP promoter utilizing AAV-mediated
somatic gene transfer is a valid strategy for modeling
MSA by inducing progressive motor impairments,
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neurodegeneration in the SN, and striatum together
with the accumulation of insoluble and phosphorylated
ha-syn.

Viral-mediated expression of ha-syn under the con-
trol of the mouse MBP promoter resulted in a high
selectivity (>80%) of oligodendroglial expression of
ha-syn in rats, consistent with the selectivity previ-
ously achieved in mice using the same promoter.'®3!
In macaque monkeys, AAV-MBP-ha-syn was still able
to preferentially drive ha-syn expression in oligoden-
drocytes, albeit to a lower extent (>60%). Even
though MSA is defined as an oligodendroglial synu-
cleinopathy, the presence of neuronal accumulation of
a-syn  has historically been described,**??  but
remained largely overlooked until a recent study dem-
onstrated that neuronal cytoplasmic a-syn inclusions
are widespread and systematically found in MSA.”

AAV-mediated expression of ha-syn in oligodendro-
cytes led to the development of progressive motor

deficits 2 months following intrastriatal AAV injec-
tions and gradually worsening over the 6-month dura-
tion of follow-up. This longitudinal analysis of motor
behavior defines the rate of progression of motor
impairments in this model and provides useful infor-
mation for future studies aiming at counteracting
a-syn-induced oligodendroglial accumulation and neu-
rodegeneration. Stepping performances correlated with
nigral, but not with striatal, cell counts, suggesting
that nigral degeneration is the main contributor to
these motor impairments. Importantly, we also dem-
onstrate a lack of response to 1-dopa in AAV-MBP-
ha-syn-injected rats, a key feature of parkinsonism in
MSA associated with the loss of striatal medium spiny
neurons,”* indicating that this model may be useful to
investigate the therapeutic potential of nondopaminer-
gic options to alleviate motor symptoms.

The progression of neurodegeneration at both sides
of the nigrostriatal pathway was different, with
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significant neuronal loss at 3 months occurring only in
the SNc¢ and combined SNc and striatal degeneration
at 6 months. Such dissociation between the progres-
sion of pre- and prosynaptic degeneration of the
nigrostriatal pathway is consistent with clinical find-
ings of a significant, but transient, therapeutic benefit
of L-dopa in 30% to 50% of MSA patients' and sug-
gesting that substantial nigral degeneration can occur
before significant striatal neuron loss as observed in
some MSA patients. This disconnection between the
onset and rate of nigral and striatal degeneration
also indicates that dopaminergic neurons are more
vulnerable than striatal medium spiny neurons to
ha-syn-induced neurodegeneration.

Importantly, striatal injection of AAV-MBP-ha-syn
was able to induce a widespread synucleinopathy in
the striatum, white matter, and SN. Prominent ha-syn
immunoreactivity was observed in the striatum and
SN 3 months after AAV-MBP-ha-syn and remained
persistent at 6 months, indicating sustained expression
of the transgene. Moreover, a substantial proportion
of ha-syn was insoluble, as assessed using previous
incubation with proteinase-K, and the amounts of ha-
syn and proteinase-K resistant ha-syn were positively
correlated in the SN. Significant amounts of ha-syn
phosphorylated at serine 129 were also detected in the
SN and striatum at 3 and 6 months, indicating that
this post-translational modification of ha-syn exten-
sively found in GCIs***¢ is largely recapitulated in
this AAV model. However, available antibodies do
not discriminate between human and rodent p-a-syn
and thus do not allow concluding about the endoge-
nous or human origin of p-a-syn. Interestingly, sub-
stantial accumulation of ha-syn and p-a-syn was
found in the SN following striatal injection of AAV-
MBP-ha-syn. We did observe sparse GFP immunore-
activity in the SN of AAV-MBP-GFP-injected rats,
suggesting that uptake of AAV1/2 by striatal dopami-
nergic terminals can occur. Stereological counts of
GFP-positive cells in  AAV-MBP-GFP-injected rats
revealed that the transgene was expressed in 7% of
nigral neurons. Considering the magnitude of neurode-
generation in AAV-MBP-SYN-injected rats (—-42.4% at
3 months and -63.4% at 6 months), such nigral
expression of the transgene is unlikely to play a major
role in neurodegeneration. Given that there is a small
expression of ha-syn in the SN, it is impossible to esti-
mate how much of the nigral a-syn comes from nigral
transgene expression versus transfer from striatal oli-
godendrocytes. However, the extent of a-syn immuno-
reactivity in the SN (Fig. 4) largely exceeds that of
GFP immunoreactivity (Supporting Fig. 1), thus sup-
porting the suggestion that most of the nigral a-syn
may essentially (although not exclusively) come from
striatal oligodendrocytes. Such a scenario is compati-
ble with the demonstrated capacity of overexpressed
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ha-syn to propagate within the brain through anatomical
connections®”*® and suggests that the oligodendrocyte-
to-neuron propagation may be involved in the pathogen-
esis of MSA.

This AAV-based approach expands the currently
limited range of preclinical models of MSA by allow-
ing, for the first time, to target the expression of ha-
syn in oligodendrocytes in the adult rat brain. We fur-
ther demonstrate that such an AAV-mediated
approach may be usable in nonhuman primates and
provide the first description of AAV-mediated trans-
gene expression in oligodendrocytes in the nonhuman
primate that was achieved by the use of a cellular pro-
moter. However, longitudinal studies must be per-
formed to determine the progression of behavioral
deficits and MSA-like pathology in this species. AAV-
mediated expression of ha-syn in oligodendrocytes in
adult rats offers a flexible strategy able to recapitulate
various aspects of MSA pathology and progression.
Such a model enables studying the consequences of
adult-onset ha-syn expression in oligodendrocytes fol-
lowing normal development. While the present strat-
egy of intrastriatal injection is mainly relevant to
MSA-P, simultaneous multisystem injections will allow
inducing a full-blown pathology, discrete injections in
selected brain nuclei affected in MSA can allow inves-
tigating the underlying mechanisms of neuronal dys-
function and degeneration, as well as their respective
contribution to the symptomatology of the disease
without putative confounding effects of other dysfunc-
tional systems. This AAV-based model will be useful
for investigating the pathophysiology of MSA and for
developing currently lacking symptomatic or disease-
modifying therapeutic strategies. @
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Supplementary material

Supplementary Figure 1: transgene expression in the substantia nigra following intrastriatal injection

of AAV-MBP-GFP.

A, B. Representative images of GFP immunoreactivity in the substantia nigra following intrastriatal
injection of AAV-MBP-GFP. C-E. Double immunofluorescence for GFP (C) tyrosine hydroxylase (D)

demonstrating expression in a subset of nigral neurons (E). Scale bar: 500 um (A, B), 25 um (C-E).
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Supplementary Figure 2: Effect of oligodendroglial overexpression of a-syn on phosphorylated o-syn

(p-a-syn) in the striatum and substantia nigra.

A-D. p-o-syn immunostaining in the striatum of AAV-MBP-GFP (A, C) and AAV-MBP-ho-syn rats
(B, D). Scale bar = 100 pm. E. Quantification of p-a-syn signal intensity in the striatum. *, p<0.05. F-
I. p-a-syn immunostaining in the substantia nigra of AAV-MBP-GFP (F, H) and AAV-MBP-ha-syn
rats (G, I). Scale bar = 300 um. J. Quantification of p-a-syn signal intensity in the substantia nigra. **,

p<0.01.




En résumé : Apres injection du vecteur viral dans le striatum des rats, I’a-syn sous le controle
du promoteur MBP est exprimée préférentiellement au niveau des oligodendrocytes (83%).
Dans le putamen du modéle primate la spécificité oligodendrogliale est de 60,4%. Dans le
mode¢le de rat la surexpression de I’a-syn oligodendrogliale est responsable du développement
progressif d’une dysfonction motrice mesurable par le test de stepping deux mois apres

I’injection virale. Six mois apres ’injection, la L-Dopa ne modifie pas le comportement moteur.

A trois mois post injection nous avons déterminé chez le rat une dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la SNc¢ de 41%, qui est encore aggravée a six mois post injection (66%).
S’il n’y a pas d’effet sur les neurones striataux trois mois aprés 1’inoculation virale, a six mois

23% d’entre eux ont dégénérés.

Trois mois aprés l’injection nous avons mesuré la présence d’a-syn agrégée résistante a la
protéinase K (PK) dans le striatum et la SNc. Il y a une augmentation significative de la forme
phosphorylée pathologique de 1’a-syn (Ser129) a trois et six mois dans le striatum et a trois

mois uniquement dans la SNc des rats MBP-syn.

La dégénérescence nigrale chez le rat corréle positivement avec I’aggravation de la dysfonction

motrice.




Partie 2 : Approches thérapeutiques

Nous avons utilisé le modele de souris transgénique PLP-syn pour explorer trois différentes
stratégies thérapeutiques ; ce modele est présenté en détail plus bas. Les méthodes utilisées pour
les trois études sont identiques, a quelques détails prés qui seront précisés (les différents
anticorps utilisés en Western Blot selon les cibles des traitements, les statistiques pour les
différents projets ainsi que le matériel d’enregistrement utilis€é pour déterminer le
comportement moteur) et sont donc communes pour cette seconde partie. Ce travail n’a pas été
effectué seul, les projets étant partagés avec Miguel Lopez Cuiiia également étudiant en thése ;
nous avons travaillé de concert pour 1’analyse du comportement moteur des animaux et tandis
que je me chargeais de la partie immunomarquages sur sections flottantes, il a de son c6té fait
toute la partie Western Blot. Comme nous n’étions pas habilités a manipuler des échantillons
humains, Marie-Laure Arotcarena a pris en charge la partie Western Blot pour 1’analyse du tissu

cérébral de patients AMS et de témoins.

Modéle animal

Ce mode¢le de souris a été développé par Philip Kahle a Munich et sur-exprime 1’a-syn sous le
contréle du promoteur oligodendroglial PLP. Il développe une dysfonction motrice légére et
progressive (Fernagut et al., 2014) ainsi qu’une dysautonomie progressive (Boudes et al.,
2013, Flabeau et al., 2014, Hartner et al., 2016, Kuzdas et al., 2013, Stemberger et al.,
2010). La dysfonction motrice chez ce modele est bien évidente aprés 12 mois de vie chez la
souris PLP-syn comparé a la souris PLP-Wild Type (fond C57BL6, qu’on nommera
simplement WT) lorsqu’on mesure le nombre d’erreurs lors du test de la traversée d’une poutre
(voir matériel et méthodes ci-dessous) (Fernagut et al., 2014, Refolo et al., 2018). En
revanche, les résultats sont variables si on regarde les différentes études menées avant 12 mois

de vie (Bassil et al., 2016, Bassil et al., 2017).

Les dysfonctions motrices et autonomes sont couplées a une neurodégénérescence modérée et
progressive des neurones dopaminergiques de la SN¢ entre 2 et 4 mois de vie (Bassil et al.,
2016, Refolo et al., 2018), une neurodégénérescence des neurones striataux plus tardive a partir
de un an de vie et une neurodégénérescence de plusieurs centres autonomes cérébraux a
différents ages (Stefanova and Wenning, 2015). Parall¢lement, une accumulation de formes

agrégées insolubles et hyperphosphorylées (S129) de I’a-syn dans les oligodendrocytes (Refolo




et al., 2018, Kahle et al., 2002) ainsi qu’une activation des processus neuroinflammatoires

(Stefanova et al., 2007) se développe chez ce modéle.

Dans les différentes stratégies thérapeutiques présentées, nous avons souhaité interférer avec la
perte des neurones dopaminergiques de la SNc qui intervient entre 2-4 mois de vie. Les souris
traitées ont donc été sacrifiées avant d’atteindre 1’age d’un an mais nous avons tout de méme

étudié leur comportement moteur par le test de traversée d’une poutre.

C’estun modele présentant plusieurs des phénomenes pathologiques retrouvés dans I’AMS, qui
a donc de nombreux avantages malgré les lacunes relatives aux modéeles transgéniques (voir
Introduction, L’atrophie multisystématisée, Partie 1.6 Modélisation de 1 atrophie
multisystématisée).

Dégénérescence des neurones

dopaminergiques de la SNc
A‘ . IR T

Pathologie amorcée a 6 semaines de vie

Bysfonction mokrice (2geve Souris transgénique C57BL6|PLPA-ha-syn

Figure 16 : Mécanismes pathologiques examinés chez le modéle PLP-syn pour les
différentes approches thérapeutiques étudiées au cours de la thése




Matériel et méthodes

Tissu cérébral humain

Les analyses ont été effectuées sur des échantillons de tissu du cortex frontal, du putamen et du
pont, issus de la cérébrothéque nationales (GIE Neuro-Ceb, Paris) et dont certains ont été
prélevés au Centre de Référence Maladie Rare AMS du CHU de Bordeaux. Les caractéristiques

des sujets AMS et contrdles sont données dans le Tableau 6.

n°cas Diagnostic neuropathologique
1 MSAp (avec stimulation sous thalamique)
2 MSAp
3 MSAp
4 MSAp
5 MSAp
6 MSAp
7 MSAp
8 Témoin
9 Témoin avec lésions Alzheimer stade Il de Braak
10 Témoin
11 Témoin avec lésions Alzheimer stade Il de Braak
12 Témoin
13 Témoin avec angiopathie amyloide sévere

sexe
M

LTS

age en années
54
64
60
57
75
78
77
84
79
69
83
80
78

thérapeutique

Dpm = délai de prélévement post mortem

Tableau 6 : Caractéristiques des sujets controles et AMS étudiés dans la partie stratégie

Analyse du comportement moteur des souris PLP-syn

Le test de traversée d’une poutre a été utilisé pour analyser le comportement moteur des souris
PLP-syn (Fleming et al.,, 2013). Bri¢vement, ce test permet d’enregistrer et de compter
ultérieurement le nombre d’erreurs commises par les souris traversant une poutre d’un meétre
de long, couverte par une grille (voir Figure 16). Les résultats sont calculés par le ratio d’erreurs
faits par pas. L’enregistrement a ét¢ fait avec une caméra JVC Everio GZ-MG630 pour les

¢tudes rapamycine et nilotinib et avec une Gopro 5 heroes permettant une analyse en slow

motion pour I’étude GRK2.

dpm
5h15
6h30
nd
7h
72h
48h
39h
15h30
nd
6h30
21h
4h
23h




Prélévement du tissu cérébral murin

A la fin de la période de traitement (voir plan de 1’étude pour chacune des différentes stratégies
thérapeutiques), les souris ont ét¢ anesthésiées avec une dose 1étale de pentobarbital (100mg/kg
en intrapéritonéal). Les souris ont été perfusées en intracardiaque avec une solution saline a
0,9%. Les cerveaux ont été prélevés et coupés entre les deux les hémispheres. L’hémisphere
gauche a été directement congelé pour des analyses biochimiques, tandis que I’hémisphére droit
a été post-fixé dans une solution de paraformaldéhyde a 4% pendant 5 jours, cryo-protégé dans
une solution de sucrose a 20% (dilué dans du PBS 0,1%), gelé dans de I’isopenthane

(SNAPFROST, Excilone) et conservé a -80°C pour I’analyse immunohistologique.

Analyses biochimiques des échantillons

Extraction et quantification protéique. 1’extraction protéique des échantillons de tissus
humains a été effectuée a 4°C en utilisant ImL de tampon RIPA (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150
mM NaCl, 1.0% Triton X-100, 0.5% Na-deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate) avec une
pastille inhibitrice des protéases (Complet Mini, Roche Diagnostics). Apres 20 min d’extraction
a 4°C, les lysats protéiques ont été centrifugés a 14000 rpm, 15 min, 4°C. Le surnageant a
ensuite été collecté et un test utilisant I’acide bicinchoninique (BCA) a permis de déterminer la

quantité protéique présente dans chaque lysat, qui ont été conservés a -80°C.

L’extraction protéique du tissu de striatum de souris a été effectuée de la méme maniére mais
avec un tampon d’extraction RIPA différent (10mM Tris-HCI, 500mM NaCl, 0.5mM 1,4-
Dithiothreitol, 0.5mM acide ethylenediaminetetraaceti, 1% N-Lauroylsarcosine (Sarkosyl)),
complété avec une pastille inhibitrice des phosphatases et des protéases (ThermoFisher

Scientific).

En se basant sur la concentration protéique totale mesurée par le test BCA, des ‘aliquots’ de
lysat tissulaire ont été¢ préparés pour chaque patient et souris dans du tampon Laemmli (Tris-

HCI 25mM pH=6.8, Glycerol 7.5%, SDS 1%, DTT 250mM and Bromophenol Blue 0.05%).

Western Blot. Pour les échantillons humains, 40pg de protéines par analyte (sauf pour LC3,
10pg) ont été séparés par SDS-PAGE et transférés sur une membrane de nitrocellulose.
L’incubation avec I’anticorps (AC) primaire a été effectuée durant une nuit a 4°C. Les AC

primaires utilisés sont listés ici : anti-LC3 lapin (1 : 1000, N100-2220, Novus Biologicals©),




anti-mTOR lapin (1 : 1000, 2972S ; Cell Signaling Technology), anti-p70S6 Kinase lapin (1 :
1000, 92028, Cell Signaling Technology), anti-Phospho-p70 S6 Kinase lapin (Thr389) (1 :
1000, 92058, Cell Signaling Technology), anti-GRK?2 lapin (1 : 1000, ab153712, Abcam).

Pour les échantillons de souris, 20ug de protéines ont été séparés par SDS-PAGE avant d’étre
transférés sur une membrane de nitrocellulose. L’incubation avec I’anticorps (AC) primaire a
été effectuée durant une nuit a 4°C. Les AC primaires utilisés sont listés ici : anti-a-syn humaine
souris (1: 2000, 4B12, ThermoFisher), anti-cAbl totale lapin (1: 1000, PA1-46467,
ThermoFisher), anti-GRK2 souris (1: 1000, sc-13143, Santa Cruz Biotechnology), anti
phospho-IRS1 Ser307 lapin (1 : 2000, PA1-1054, Thermofisher).

Un AC Anti-actine souris (1 : 5000, Sigma) a été utilisé pour contrdler les niveaux de protéines
chargées en Western Blot. La révélation de I’ AC secondaire approprié, couplé a la péroxidase,
a ¢té effectuée en utilisant un kit Super Signal West Pico Chemiluminescent (Immobilon
Western, Chemiluminescent HRP substrate, Millipore). Les images ont été acquises en
chémiluminescence grace au systtme ChemiDoct+XRS system measurement (BioRad).

L’intensité des bandes a été quantifiée via le programme ImageJ.

Analyses histopathologiques des échantillons de souris

Marquage immunohistochimique TH et Nissl des neurones de la SNc. Aprés un lavage au PBS
0,1M (PBS), les coupes de 40um de la SNc ont été incubées dans une solution de citrate x1
(pH=6, Dako Target Retrieval Solution, dilu¢ dans de I’eau distillée) et chauffées a 80°C
pendant 30min pour effectuer un démasquage antigénique. Les sections ont ensuite été lavées
trois fois au PBS et incubées avec une solution de peroxyde d’hydrogene a 0,3% (dilution PBS)
pendant 10min de maniére a inhiber les péroxydases endogénes. Aprés trois rincages les coupes
ont été incubées avec une solution a 2% d’albumine sérique bovine (BSA), 0,3% Triton X-100
(dilution PBS, solution de blocage) pendant une heure a température ambiante (Tamb). Aprés
cela les sections ont été transférées dans I’ AC primaire anti TH mAB 318 (Millipore, 1 : 4000,
dilution PBS, 1% BSA, 0,3% Triton X-100, solution d’incubation) toute la nuit & Tamb. Apres
trois ringages, les coupes ont été incubées avec le polymeére Dako Envision anti souris pendant
30min, rincées a nouveau trois fois, puis révélées avec le kit DAB de Dako en suivant les
instructions du fournisseur. Enfin, les sections ont été montées et séchées sur des lames

gélatinées, immergées toute une nuit dans une solution composée a 50% d’éthanol absolu et




50% de chloroforme, et marquées avec une solution de crésyl violet (marque les noyaux

cellulaires) aprées plusieurs ringages a 1’éthanol et au xylene.

Marquage immunofluorescencent de [’a-syn résistante a la protéinase K dans le striatum des
souris PLP-syn. Apres trois ringages les coupes de striatum ont été incubées pendant 10min a
Tamb dans une solution a 10mg/mL de protéinase-K (Sigma, dilution PBS). Les sections ont
ensuite été transférées dans deux bains d’eau distillée et deux bains de PBS pendant 10min a
Tamb pour inhiber I’effet de la protéinase K. Aprés cela, les coupes ont été immergées dans la
solution de blocage (30min a Tamb) puis dans I’AC primaire anti a-syn humaine lapin MJFR1
(1:10 000 dans la solution d’incubation, toute la nuit a Tamb). Aprés trois ringages les coupes
ont été incubées avec I’AC secondaire chévre anti-lapin 568 (1 : 400, Alexa Fluor) pendant
deux heures a Tamb, rincées trois fois dans une solution de PBS et montées sur lames avec un

milieu de montage Vectashield + dapi.

Analyses. Une série de SNc (1/4, permettant le comptage de 5 sections) a été utilisée par animal
pour le comptage stéréologique des neurones TH et Nissl. Le quadrillage des sondes
stéréologiques a été effectué avec le programme Mercator Pro V6.5 (Explora Nova) couplé a
un microscope Leica DM-6000B. Aprés délinéation de la SNc a I’objectif x5, le comptage a été

fait a I’objectif x40 (Fernagut et al., 2014).

Pour le marquage immunofluorescent de 1’a-syn, une coupe de striatum a été utilisée par
animal. Six captures par striatum de souris du marquage immunofluorescent dans des zones
précises ont été prises a 1’objectif x20 et le nombre de cellules positives a I’a-syn a été¢ compté

en utilisant le programme ImageJ.

Statistiques

Pour les comparaisons entre deux groupes avec une distribution normale, un #-test a été utilisé,
dans le cas échéant un test de Mann Whitney a été utilisé. Pour la comparaison d’un nombre de
groupes supérieur a deux, une one-way Anova, si approprié, suivie d’un test post hoc de
Bonferroni est effectuée dans le cas d’une distribution normale et un test de Kruskal-Wallis, si
approprié, suivi d’une comparaison multiple de Dunn dans le cas d’une distribution non-
gaussienne. Pour une comparaison a deux facteurs, une two-way Anova a été utilisée, si

approprié, suivie d’un test post hoc de Bonferroni.




1) Rapamycine

Contexte : Les formes oligomériques de I’a-syn sont soupgonnées de médier des effets toxiques
au niveau de plusieurs composants et fonctions cellulaires tels que la membrane, le recyclage
des vésicules synaptiques, le stress oxydant, le systéme ubiquitine protéasome, la voie
autophagie-lysosome et également d’avoir un réle dans D’activation de processus pro-
inflammatoires et apoptotiques, la mort neuronale et la dysfonction oligodendrogliale (veoir
Introduction, 2.2).

Diverses altérations de 1’expression de protéines et de micro ARNs impliqués dans la voie ou
bien la régulation de I’autophagie ont été recensées au niveau du tissu cérébral des patients
AMS, ce qui laisse penser que I’atteinte de la voie autophagie-lysosome contribue
potentiellement au processus neuropathologique. L’a-syn étant en partie dégradée par cette
voie, ces altérations pourraient étre a 1’origine d’un cercle vicieux d’accumulation et de

potentialisation de la toxicité de I’a-syn (voir Introduction, 1.4, e)).

mTORCI1 est un complexe protéique clef régulant la synthése des protéines et inhibant
I’autophagie (Jung et al., 2010). L’inhibiteur de mTORCI1, la rapamycine, a montré des effets
neuroprotecteurs dans plusieurs mod¢les de souris de la MP (Bove et al., 2011), ou elle allege
la perte des neurones dopaminergiques ainsi que I’agrégation de 1’a-syn et augmente
I’autophagie (Crews et al., 2010, Dehay et al., 2010, Malagelada et al., 2010, Santini et al.,
2009).

Dans cette premiére partie, nous avons mesuré certaines protéines clefs de la voie autophagie-
lysosome dans le tissu cérébral de patients AMS par rapport a un groupe témoin. Nous avons
¢galement déterminé 1’effet de I’administration journaliére de rapamycine via la nourriture, sur

la perte neuronale et 1’agrégation de I’a-syn dans le modéele de souris PLP-syn.




Plan de I'étude:

Dans un premier temps, des lysats protéiques issus de tissus cérébraux de patients AMS
(putamen) ont ét¢ analysés en Western Blot pour mesurer les niveaux de protéines liées a la
voie autophagie-lysosome (mTOR, LC3-I et LC3-II protéines dont le ratio refléte 1’activation
de I’autophagie et p70S6, une kinase activée par mTOR via phosphorylation en Thr389
(Harada et al., 2001)).

Dans un second temps, la rapamycine a été administrée aux souris PLP-syn via la nourriture, a
une dose de 14 mg/kg de nourriture, qui a été choisie en accord avec les précédentes
publications (Fok et al., 2014, Harrison et al., 2009). En parall¢le, deux groupes contrdles de
souris PLP-wild-type (WT) et PLP-syn ont re¢u une alimentation standard. La dicte a débuté 6
semaines apres la naissance des animaux de maniére concomitante a I’apparition des premicres
altérations neuropathologies (agrégation de I’a-synucléine notamment). Le comportement
moteur a été analysé par le test de traversée d’une poutre (voir matériel et méthodes p72)
avant le début de la dic¢te (baseline), puis a deux et quatre mois aprées le début du traitement.
Les animaux ont ensuite été euthanasiés par injection 1étale de pentobarbital sodique, une moitié
du cerveau est utilisée pour 1’analyse immunohistochimique (perte des neurones de la SNc et
analyse de 1’accumulation de [’a-syn) et biochimimique (Western Blot de [’a-syn
monomérique). Les données n’étant pas distribuées normalement, nous avons utilisé des tests

non paramétriques.
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Diet beginning

1 2months : 2 months

—> —>

Analyse post-mortem :

' ' -Perte neuronale
_PLP-Syn + standard food n=7 -Agrégation pathologique de I'a-syn

- -Marqueurs de l'autophagie

PLP-Syn + Rapa 14 mg/kg, n=9

WT + standard food n=8

Beam test Beam test Beam test
baseline perfusion




Les niveaux de mTOR sont diminués et ceux de LC3-II augmentés dans le putamen des
patients AMS

Les niveaux des protéines ont ét¢ mesurés en Western Blot et normalisés avec ’actine (sauf
dans le cas du ratio LC3-II/LC3-I). Les unités sont arbitraires les sujets AMS étant comparés

aux sujets contrdles (100%).

La quantité de protéine mTOR (Figure 17 A) est diminuée de 95,3% chez les patients AMS
(test de Mann Whitney, p=0,035, Figure 17 B) en comparaison aux sujets controles.

Le ratio LC3-1I/LC3-I (Figure 17 C) est 8,1 fois plus élevé chez les patients AMS comparé aux
sujets controles (test de Mann Whitney, p=0,022, Figure 17 D), ceci étant di a la forte
augmentation de la quantité de protéines LC3-II chez ces patients (niveaux 11,7 fois plus élevés,

test de Mann Whitney, p=0,022, Figure 17 E).

S’il n’y a pas de différences significatives entre les groupes concernant les niveaux de la

protéine totale p70S6 kinase (Figure 17 F et Figure 17 H) ainsi que de sa forme phosphorylée

(Figure 17 G et Figure 17 1), le ratio phospho-p70S6/p70S6 totale est lui 3,4 fois plus élevé

chez les patients AMS (test de Mann Whitney, p=0,014, Figure 17 J).
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Figure 17 : Mesures par Western Blot de protéines participant a la voie autophago-
lysosomale chez les patients AMS

Images représentatives des niveaux de protéines striatales chez les patients AMS et les sujets
contrdles en Western Blot (A, C, F et G). Mesures des niveaux de mTOR (B), de LC3-I et LC31I
(D et E) et de la forme totale de la kinase p70S6 (H), de sa forme phosphorylée (I) et du ratio
des deux (J). Les mesures sont en unités arbitraires, les niveaux sont normalisés avec 1’actine et
exprimés en pourcentage en comparaison au groupe de sujets controles, mis a part le ratio LC3-
II/LC3-1. Les barres d’erreurs sont représentées en SEM, sujets AMS (n=7) et sujets contrdles
(n=6). *p<0,05, analyse de Mann Whitney.




La rapamycine n’entraine pas de modification du comportement moteur

La comparaison entre les groupes par two-way Anova a un temps donné (baseline, 2 mois et 4
mois) n’est pas significative ; il n’y a donc pas de différence comportementale, que ce soit entre
les groupes ayant recu la nourriture standard (WT vs PLP-syn) ou les groupes ayant regu la

nourriture standard et le groupe PLP-syn ayant recu la rapamycine pendant 4 mois (Figure 18).

0.3
o -~ WT + standard food
s - PLP + standard food
n
» 0.21 -+ PLP + Rapa 14
£
@
2 01
®
[+'4
0.ﬂ T 1 T
.5;\‘(‘& <§r= §e
) 6\0 6\0
< 1 =

Figure 18 : Analyse du comportement moteur du test d’une traversée d’une poutre des
souris PLP-syn et WT soumises ou non a une diéte rapamycine

Les enregistrements ont été faits avant le début de la dicte (baseline), deux et quatre mois apres
le début de la dic¢te. L’analyse a été effectuée en two-way Anova.

La rapamycine induit une protection partielle des neurones dopaminergiques de la SN¢
chez les souris PLP-syn

Nous avons déterminé D’effet de la rapamycine sur la dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la SNc qui apparait normalement entre 2 et 4 mois de vie chez le modéle
PLP-syn. Nous avons également compté le nombre de neurones positifs a la contre coloration
au crésyl violet (Nissl), qui marque les noyaux (les noyaux des cellules gliales sont écartés lors
du comptage par leur morphologie qui différe). Ce comptage des neurones n’exprimant pas la
TH permet de déterminer dans le cas d’une diminution du nombre de neurones
dopaminergiques si nous avons une mort de ces neurones ou bien si ceux-ci n’expriment
simplement plus la TH (nous nous attendons dans ce cas-1a a une augmentation du nombre de

neurones n’exprimant pas la TH).

Une analyse de Kruskal-Wallis pour la comparaison entre les groupes du nombre de neurones

dopaminergiques, des neurones n’exprimant pas la TH et la somme des deux a montré une




différence significative (respectivement H=12,9 et p<0,05 — H=6,4 et p<0,05 — H=12 et p<0,05,
df=2).

Nous retrouvons une diminution de 29,5% du nombre de neurones dopaminergiques (TH)
caractéristique du modé¢le PLP-syn (Figure 19 B) en comparaison avec les souris WT (Figure
19 A) (p<0,005 post-hoc test de Dunn, Figure 19 D). Il n’y a pas de différences significatives
du nombre de neurones Nissl positifs entre les groupes (Figure 19 E). Si les souris PLP-syn
traitées avec la rapamycine (Figure 19 C) ne présentent pas une augmentation significative du
nombre de neurones TH positifs en comparaison aux PLP-syn ayant regu la nourriture normale,
elles n’ont pas un nombre de neurones dopaminergiques significativement différent en
comparaison au groupe WT ayant recu la nourriture normale (Figure 19 D), bien que la valeur
p soit trés proche de montrer une diminution (p=0,0502). Nous retrouvons ce cas de figure dans
le cas de I’addition des neurones TH positifs et Nissl positifs avec en revanche une valeur p
bien plus franche ne montrant pas de différence significative entre le groupe WT ayant recu la

nourriture normale et le groupe PLP-syn traité a la rapamycine (p=0,15) (Figure 19 F).
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Figure 19 : Illustration et comptage des neurones de la SN¢

Marquage des neurones dopaminergiques TH et contre coloration au crésyl violet des noyaux
cellulaires (coupes flottantes de souris 40um, images prise en zoom x5) chez le groupe WT +
nourriture standard (A), PLP-syn + nourriture standard (B) et PLP-syn + rapamycine 14mg/kg

Résultats des comptages stéréologiques des neurones TH (D), Nissl (E) et de la somme des deux
(F). Les barres d’erreurs sont représentées en SEM. **p<0,01, analyse de Kruskal Wallis et post-




La rapamycine induit une diminution des formes agrégées de I’a-syn dans le striatum des
souris PLP-syn

Les coupes de striatum des souris PLP-syn ont été traitées de manicre a éliminer les formes
d’a-syn non résistantes a la protéinase K. Le nombre de cellules positives a I’a-syn a été compté
en microscopie a fluorescence. En comparaison des souris ayant recu la nourriture normale
(Figure 20 A), les souris PLP-syn traitées a la rapamycine (Figure 20 B) présentent moins de

cellules positives a I’a-syn apres traitement a la protéinase K (-32,1% en moyenne, test de Mann

Whitney, p<0,05, Figure 20 C).
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Figure 20 : Illustration et comptage des cellules positives a I’a-syn dans le striatum des souris PLP-syn
aprés traitement a la protéinase K

Marquage en fluorescence de 1’a-syn sur des coupes striatales de souris PLP-syn ayant recu la nourriture
standard (A) ou la rapamycine (B). Coupes flottantes de 40um préalablement traitées a la protéinase K
(10pg/ml dans du PBS, 10 min a température ambiante), images prise en zoom x20. Résultat des comptages
des cellules positives a I’a-syn (C) dans 6 zones d’une coupe de striatum médian/animal en zoom x20. Les
barres d’erreurs sont représentées en SEM, PLP + nourriture standard (n=7) et PLP + rapa 14 (n=9). *p<0,05,
test de Mann Whitney.




La rapamycine ne modifie pas les niveaux d’a-syn monomérique chez la souris PLP-syn

Les niveaux d’a-syn monomérique ont été mesurés en Western Blot et normalisés avec 1’actine

(Figure 21 A). L’intensité des bandes a été comparé au groupe PLP-syn + nourriture normale.

1 n’y a pas de différence significative entre le groupe PLP-syn + nourriture normale et le groupe

PLP-syn + rapa 14 (test de Mann Whitney, Figure 21 B).
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Figure 21 : Mesures par Western Blot de I’a-syn monomérique dans I’étude rapamycine

Image représentative des niveaux de protéines striatales des souris PLP-syn et des souris WT
(A). Mesures des niveaux d’a-syn monomérique (B), des formes de haut poids moléculaire (C)
et de la p70S6K (D). Les mesures sont en unités arbitraires (A.U) et les niveaux sont normalisés
par rapport a un groupe de référence qui est le groupe PLP-syn + nourriture normale pour les
mesures d’a-syn et le groupe WT + nourriture normale pour la p70S6K. Les barres d’erreurs
sont représentées en SEM, WT + nourriture normale (n=7), PLP + nourriture normale (n=4),
PLP + rapa 14 (n=8). **p<0,01, analyse de Mann Whitney pour les mesures d’a-syn et de
Kruskal-Wallis pour la p70S6K.




En résumé : Les niveaux de mTOR sont fortement diminués dans le striatum des patients AMS
(95%) en comparaison aux sujets contrdles. En revanche, le marqueur des autophagosomes
LC3-II est 8,1 fois plus élevée chez les patients AMS et la kinase p70S6 est hyperphosphorylée

en Thr388, indiquant une activation accrue, ne passant probablement pas par mTOR.

La rapamycine ne modifie pas le comportement moteur des PLP-syn qui ne montrent pas

d’altérations motrices 4 mois aprés le début de la diéte en comparaison au groupe WT.

Le groupe PLP-syn ayant recu la nourriture normale présente une dégénérescence
caractéristique des neurones dopaminergiques de la SNc¢ (-29,5%) en comparaison au groupe
WT ayant recu la nourriture normale. Pour le groupe PLP-syn traité avec la rapamycine, il n’y
a pas de différence significative du nombre de neurones dopaminergiques en comparaison avec
le groupe PLP-syn + nourriture standard, mais il n’y a pas non plus de différence avec le groupe

WT + nourriture standard.

La rapamycine n’induit pas de modification de la quantit¢ d’a-syn monomérique dans le
striatum des souris PLP-syn, mais provoque en revanche une diminution de 32% du nombre de

cellules positives aux formes agrégées de 1’a-syn.




2) Nilotinib

Contexte : Le nilotinib est un inhibiteur de la tyrosine kinase cAbl utilisé pour le traitement de
la leucémie myéloide chronique ou une mutation induit la fusion pathologique de cAbl avec
une autre protéine et dérégule son activité kinase (Hantschel, 2012). I1 a ét¢ montré qu’il y a
une augmentation de la forme active de cAbl dans le striatum et la SNc des patients atteints de
la MP (Imam et al., 2011, Ko et al., 2010). Dans un mod¢le de souris surexprimant 1’a-syn
mutée au niveau de la SN, on retrouve une augmentation de la forme activée de cAbl. De plus,
I’inhibition de cAbl par le nilotinib induit la dégradation de 1I’a-syn par la voie autophagique et
diminue la mort des neurones dopaminergiques de la SNc¢ dans ce modele (Hebron et al.,
2013). L’a-syn est un substrat de cAbl qui catalyse sa phosphorylation au niveau de la tyrosine
39 (retrouvée dans la MP), ce qui potentialiserait son agrégation (Brahmachari et al., 2016).
Une premiére étude clinique ouverte chez 12 patients atteints de la MP ou de la DCL, montre
un potentiel effet sur 1’inactivation (phosphorylation) de la cAbl, mais ’effet sur les signes

cliniques reste inconnu (Pagan et al., 2016).

Pour cette étude, nous avons déterminé si ’administration journaliére de nilotinib par injection
intrapéritonéale pendant 3 mois pouvait diminuer I’agrégation de 1’a-syn dans le modéle PLP-

syn et atténuer la neurodégénérescence de la SNc.
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Nous avons administré le nilotinib par injection intrapéritonéale chez les souris PLP-syn a 6
semaines de vie, a une dose de 10mg/kg/jour, selon la publication précédente sur le modéle de
souris de la MP (Hebron et al., 2013), ainsi qu’une dose plus faible de 1mg/kg/jour afin de
déterminer si I’effet dépend de la concentration. Le nilotinib a été dilué dans une solution
constituée a 90% de DMSO et 10% d’eau distillée aux concentrations voulues et injecté tous
les jours sur une période de 3 mois (volume de 50uL/souris, la dose était ajustée selon la
moyenne du poids de chaque groupe chaque semaine). Les groupes placebos ont recu une
injection quotidienne de la solution de DMSO-eau distillée. Le comportement moteur a été
analysé par le test de traversée d’une poutre (voir matériel et méthodes p72) avant le début du

traitement (baseline), puis aprés chaque mois de traitement.

Les animaux ont ensuite été euthanasiés par injection létale de pentobarbital sodique ; aprés
perfusion cardiaque de solution saline, une moiti¢ du cerveau a été utilisé pour la partie
immunohistochimie (analyse de la dégénérescence des neurones de la SNc et analyse de

I’accumulation de I’a-syn) et I’autre pour la partie biochimie (Western Blot de I’a-syn et cAbl).

Le nilotinib n’entraine pas de modification du comportement moteur

La comparaison entre les groupes par two-way Anova n’est pas significative a un temps donné
(baseline, un mois, deux mois, trois mois) ; il n’y a donc pas de différence comportementale,
que ce soit entre les groupes ayant regu le placébo (WT vs PLP-syn) ou entre les groupes ayant

recu le placébo et les groupes PLP-syn ayant recu le nilotinib pendant 3 mois (Figure 22).
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Figure 22 : Analyse du comportement moteur du test d’une traversée d’une poutre des
souris PLP-syn et WT traitées ou non avec le nilotinib

Les enregistrements ont été faits avant le début (baseline) et un, deux et trois mois apres le début
du traitement. L’analyse a été effectuée en two-way Anova.

Le nilotinib n’a pas d’effet sur la dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la
SNe¢

Une one-way Anova pour la comparaison entre les groupes du nombre de neurones
dopaminergiques, des neurones n’exprimant pas la TH et la somme des deux a montré une
différence significative entre les groupes (respectivement F(3,30)=7, p<0,005 — F(3,30)=3,
p<0,05 — F(3,30)=10, p=0,0001).

Nous notons une diminution attendue de 24,6% du nombre de neurones dopaminergiques (TH)
chez les souris PLP-syn + placébo (Figure 23 A) en comparaison aux souris WT + placébo
(Figure 23 B) (p<0,05 test post-hoc de Bonferroni, Figure 23 E). L’administration de nilotinib
a la dose 1mg/kg (Figure 23 C) ou 10mg/kg (Figure 23 D) n’a pas d’effet sur cette
dégénérescence (Figure 23 E), et ne montre donc pas d’effet neuroprotecteur (Figure 23 G).

Le groupe de souris PLP-syn ayant recu une faible dose de nilotinib a montré une diminution
significative de 30,4% du nombre de neurones Nissl positifs en comparaison au groupe WT

ayant regu le placébo (p<0,05, test post-hoc de Bonferroni, Figure 23 F).
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Figure 23 : Illustration et comptage des neurones de la SNc des souris de I’étude nilotinib

Marquage des neurones dopaminergiques TH et contre coloration au crésyl violet des noyaux
cellulaires (coupes flottantes de souris 40pum, images prises en zoom X5) chez le groupe WT +
placébo (A), PLP-syn + placébo (B), PLP-syn + nilotinib dose 1mg/kg (C) et PLP-syn + nilotinib
dose 10mg/kg (D).

Résultats des comptages stéréologiques des neurones TH (D), Nissl (E) et de la somme des deux
(F). Les barres d’erreurs sont représentées en SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 One-way
Anova.




Le nilotinib ne modifie pas le nombre de cellules présentant des formes agrégées de I’a-

syn dans le striatum des souris PLP-syn

Les coupes de striatum des souris PLP-syn ont été traitées de maniére a éliminer les formes
d’a-syn non résistantes a la protéinase K. Le nombre de cellules positives a I’a-syn a été compté

en microscopie a fluorescence.

En comparaison des souris ayant été traitées avec le placébo (Figure 24 A), les souris PLP-syn
ayant regu une dose journaliere de Img/kg (Figure 24 B) ou 10mg/kg (Figure 24 C) ne

présentent pas un nombre différent de cellules positives a 1’a-syn apres traitement a la

protéinase K (one-way Anova, F(2,22)=2.3 et p>0,1, Figure 24 D).
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Figure 24 : Illustration et comptage des cellules positives a ’a-syn dans le striatum des souris PLP-syn
apreés traitement a la protéinase K

Marquage en fluorescence de I’a-syn sur des coupes striatales de souris PLP-syn ayant recu le placébo (A), une
dose de journaliere de 1mg/kg de nilotinib (B) ou une dose journaliére de 10mg/kg de nilotinib (C). Coupes
flottantes de 40um préalablement traitées a la protéinase K (10pug/ml dans du PBS, 10 min a température
ambiante), images prise en zoom x20. Résultat des comptages des cellules positives a I’a-syn (D) dans 6 zones
d’une coupe de striatum médian/animal en zoom x20. Les barres d’erreurs sont représentées en SEM, PLP +
placébo (n=8) et PLP + nilotinib dose 1mg/kg (n=8) et PLP + nilotinib dose 10mg/kg (n=9). One-way Anova.




Analyse des niveaux d’a-syn monomérique et de cAbl dans le striatum des souris de
I’étude nilotinib

Les niveaux des protéines ont ét¢ mesurés en Western Blot et normalisés avec 1’actine. Les
unités sont arbitraires (A.U) ; I'intensité des bandes est comparée a un groupe contrdle (le
groupe PLP-syn + placébo dans le cas des mesures de 1’a-syn et du groupe WT + placébo pour

la cAbl).

L’analyse de Kruskal Wallis montre une différence significative entre les groupes en ce qui
concerne les niveaux d’a-syn monomérique (H=1,4 et p<0,05, df=2). Les niveaux d’a-syn
monomérique (Figure 25 A) sont réduits de 24,8% (test post hoc de Bonferroni, p<0,05) pour
le groupe PLP-syn traité avec la plus forte dose de nilotinib en comparaison au groupe PLP-syn
ayant recu le placébo (Figure 25 B). Il n’y a pas de différence significative entre le groupe PLP-

syn ayant regu une faible dose de nilotinib et les autres groupes.

En ce qui concerne les niveaux de cAbl, une comparaison en one way Anova a montré une
différence significative entre les trois groupes (F(3,27)=3, p<0,05, Figure 25 C). Il y a une
diminution significative de quantité de cAbl totale pour le groupe PLP-syn ayant été traité avec
des doses de 10mg/kg/jour de nilotinib en comparaison au groupe PLP-syn ayant recu le

placébo (-52%, p<0,05).
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Figure 25 : Mesures par Western Blot des niveaux de la protéine cAbl et I’a-syn

Image représentative des niveaux de protéines striatales des souris PLP-syn et des souris WT
(A). Mesures des niveaux de 1’a-syn monomérique (B) et de cAbl (C) ; les mesures sont en
unités arbitraires (A.U) et les niveaux sont normalisés par rapport au groupe WT + placebo et
I’actine. Les barres d’erreurs sont représentées en SEM, WT + placebo (n=9), PLP + placebo
(n=6), PLP + nilotinib dose Img/kg (n=8) et PLP + nilotinib dose 10mg/kg (n=8). Analyse de
Kruskal-Wallis pour I’a-syn monomérique et one-way Anova pour la cAbl, *p<0,05




En résumé : Les souris PLP-syn ne présentent pas de modification du comportement moteur
en comparaison aux souris WT durant les trois mois de traitements. L’injection journaliére de
nilotinib a une dose de 1mg/kg et de 10mg/kg n’a pas d’effet sur le comportement moteur, n’a
pas d’effet neuroprotecteur sur la dégénérescence des neurones dopaminergiques retrouvée
dans la SNc du modele PLP-syn et ne modifie pas le nombre de cellules striatales positives a
I’a-syn agrégée. Les niveaux d’a-syn monomérique sont diminués de 24% dans le groupe de
souris PLP-syn ayant ¢été traitées avec une dose journaliere de nilotinib de 10mg/kg en
comparaison au groupe PLP-syn ayant regu le placébo. De plus ce méme groupe présente une
diminution de la quantité totale de cAbl de 52% en comparaison au groupe PLP-syn ayant regu

le placébo.




3) GRK2

Contexte : [’insuline présente des propriétés neuroprotectrices, et nous retrouvons dans la MP
et d’autres maladies neurodégénératives une inhibition de la sensibilit¢ de sa voie de
signalisation intracellulaire qualifiée de résistance a 1’insuline. Cette résistance a 1’insuline est
¢galement mesurable dans I’AMS (par la phosphorylation inhibitrice de la protéine IRS-1 en
position sérine 312) au niveau des neurones et des oligodendrocytes des patients et du striatum
du modele PLP-syn, ou elle peut étre diminuée grace a un traitement activant cette méme voie,

ce qui préserve les neurones dopaminergiques de la SN¢ (voir Introduction, 1.4, f)).

Les GRKs, pour G protein coupled kinases, sont une famille d’enzymes connues pour réguler
de multiples récepteurs couplés aux proté¢ines G (GPCR) qui sont des senseurs membranaires
ayant d’importants roles physiologiques. Lors de I’interaction des GPCRs avec leurs substrats,
leur domaine intracellulaire est phosphorylé par les GRKs, provoquant le recrutement de B-
arrestines entrainant 1’inactivation des récepteurs (Premont and Gainetdinov, 2007, DeWire

et al., 2007).

En plus de son effet sur les GPCR, GRK?2 phosphoryle et inhibe la protéine IRS-1 en Ser307
(équivalent souris de la Ser312 chez I’homme) in-vitro, induisant une résistance a 1’insuline

(Ciccarelli et al., 2011), voir Figure 26 d’apres (Mayor et al., 2011).
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Figure 26 :

G Protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2): A novel modulator of insulin resistance

Mayor et al. 2011




GRK2 est surexprimée dans des conditions pathologiques chez les individus présentant un
syndrome métabolique et chez les animaux modéeles de diabéte. 11 a été montré que I’inhibition
de la traduction de la protéine GRK2, ou son inhibition par un composé chimique in-vivo, in-
vitro et ex-vivo entraine une sensibilisation de la voie de signalisation de I’insuline (Usui et al.,

2004, Taguchi et al., 2012, Vila-Bedmar et al., 2015, Mayor et al., 2018, Rengo et al., 2015).

Pour ce projet, nous avons tout d’abord mesuré les niveaux de GRK2 dans diverses structures
cérébrales de patients AMS par Western Blot. Dans un second temps, nous avons déterminé
I’effet de la suppression génique de GRK2 par un micro ARN dans le mod¢le de souris PLP-

syn sur la résistance a I’insuline cérébrale et sur la dégénérescence des neurones de la SNc.

Plan de I'étude:

Dans un premier temps, nous avons déterminé par Western Blot s’il y avait une modification
des niveaux de GRK2 dans le cortex frontal (en tant que contrdle), dans le putamen et dans le

pont des patients AMS en comparaison a des sujets contrdles.

Des souris PLP-syn dgées de 6 semaines ont subi une injection stéréotaxique bilatérale au
niveau du striatum dorsal induisant la diffusion d’un adénovirus (AAV2/9) transportant un
vecteur permettant la surexpression du micro ARN dirigé contre GRK2 (miARN GRK2, n=12)
ou du micro ARN ayant une séquence randomisée comme contrdle (miARN scramble, n=12).
Les coordonnées d’injections sont, a partir du bregma et en mm: axe antéro postérieur +0,62,
axe dorso ventral -3,25 (depuis 1’0s cranien), axe médial latéral +2. Le volume d’injection est

de 2pL par hémisphére, les titres viraux étant supérieurs a 10'* genome containing particles.

Ces deux miARN sont sous le contrdle d’un promoteur ubiquitaire fort CMV et sont couplés a
I’expression de la protéine GFP permettant de suivre la diffusion virale. Le miARN GRK?2 a
été testé in-vitro dans le laboratoire ou il inhibe efficacement la synthése de la protéine GRK2

(voir Western Blot ci-dessous, le C+ étant le groupe de cellules controle).
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Le comportement moteur a ét¢ déterminé avec le test de traversée d’une poutre (voir matériel

et méthodes) avant I’injection virale (baseline) puis 2, 3 et 6 mois post injection.

6 weeks I day 6 months I day

"

PLP-Syn mice + miRNA scramble (12) or miRNA GRKZ (12)

Birth Beam Surgery Beam Perfusion
test test

A 6 mois post traitement, les animaux ont ét¢ euthanasiés par injection Iétale de pentobarbital
sodique et une moitié¢ du cerveau a été utilisée pour la partie immunohistochimie (analyse de la
dégénérescence des neurones de la SNc et analyse de la diffusion virale) et I’autre pour la partie
biochimie (Western Blot de I’a-syn, de GRK2 et de IRS-1 p307 cible de la résistance a

I’insuline).

Mesure de la protéine GRK2 dans le tissu cérébral de patients AMS

Les niveaux des protéines ont ét¢ mesurés en Western Blot et normalisés avec ’actine. Les

unités sont arbitraires, les sujets AMS étant comparés aux sujets controles.

Dans le cortex frontal, les niveaux de GRK2 (Figure 27 A) sont 2,4 fois plus ¢levés chez les
patients AMS que chez les sujets contrdles (test de Mann Whitney, p<0,05, Figure 27 B). Nous
observons un effet inverse dans le putamen (Figure 27 C) ou les niveaux de GRK2 sont 84,7%
plus faible chez les patients AMS en comparaison aux sujets controles (test de Mann Whitney,
p<0,05, Figure 27 D), tandis qu’il n’y a pas de différences significatives dans le pont (Figure
27 E et Figure 27 F).
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Figure 27 : Mesures par Western Blot des niveaux de la protéine GRK2 dans le tissu
cérébral de patients AMS

Images représentatives et mesures des niveaux de GRK2 chez les patients AMS et les sujets
contrdles en Western Blot dans le cortex frontal (A et B), le putamen (C et D) et le pont (E et
F). Les mesures sont en unités arbitraires, les niveaux sont normalisés avec I’actine et exprimés
en pourcentage en comparaison au groupe de sujets controles. Les barres d’erreurs sont
représentées en SEM, sujets AMS (n=7) et sujets contrdles (n=6). *p<0,05, analyse de Mann
Whitney.




Le comportement moteur n’est pas modifié par I'injection stéréotaxique du miARN
GRK2

La comparaison entre les groupes par two-way Anova a un temps donné (baseline, 2 mois, 3
mois et 6 mois) n’est pas significative, il n’y a donc pas de différence comportementale entre

les groupes de PLP-syn surexprimant le miRNA scramble ou GRK2 (Figure 28).

GRK 2 all timepoints
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Figure 28 : Analyse du comportement moteur du test d’une traversée d’une poutre des
souris PLP-syn ayant recu le miRNA scramble ou le miARN GRK2

Les enregistrements ont été faits avant (baseline), deux, trois et six mois aprés 1’injection
stéréotaxique. L’analyse a été effectuée en two-way Anova.

La surexpression du miARN GRK2 dans le striatum chez la souris adulte PLP-syn

entraine une modification du nombre de neurones dopaminergiques

Le comptage stéréologique montre que les souris surexprimant localement le miARN GRK2
(Figure 29 A) présentent une augmentation du nombre de neurones TH positifs et de neurones
n’exprimant pas la TH, respectivement +19,5% (p<0,05, unpaired t-test, Figure 29 B) et +
20,8% (p<0,05 unpaired t-test, Figure 29 C), en comparaison avec les souris ayant recu le
miRNA scramble (Figure 29 A). La surexpression du miARN GRK2 striatale semble donc

avoir un effet neuroprotecteur sur le modele de souris PLP-syn (Figure 29 D).
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Figure 29 : Illustration et comptage des neurones de la SNc des souris de I’étude GRK2

Marquage des neurones dopaminergiques TH et contre coloration au crésyl violet des noyaux
cellulaires (coupes flottantes de souris 40um, images prises en zoom x5) chez le groupe PLP-
syn + miARN scramble et PLP-syn + miARN GRK2 (A).

Résultats des comptages stéréologiques des neurones dopaminergiques (B), non
dopaminergiques (C) et de la somme des deux (D). Les barres d’erreurs sont représentées en
SEM. *p<0,05, **p<0,01, unpaired t-test.




Mesure de la surface de propagation virale dans le striatum des souris ayant recu le

miARN GRK2

Le vecteur viral coexprime la protéine fluorescente GFP avec les différents miARN, nous
permettant de visualiser et mesurer la propagation virale dans le striatum des souris PLP-syn en
microscopie par fluorescence. Une série de striatum a été utilisé par animal (7 a 8 coupes,

Figure 30) et la surface marquée par la GFP dans le striatum a été comparé a la surface totale

du striatum donnant un pourcentage de propagation. Le virus est exprimé en moyenne dans

48,4% du striatum.

Figure 30 : Illustration de la surface de propagation virale dans le striatum des souris
ayant recu le miARN GRK2

Les images ont été capturés en microscopie a fluorescence en prises multiples (mosaique) a
I’objectif x5 et sont ici arrangées dans le sens caudo-rostral.




Mesure des niveaux de GRK2, IRS-1pS307 et de I’a-syn monomérique des souris PLP-
syn du projet GRK2

Les niveaux de protéines mesurés en Western Blot ont été normalisés avec ’actine. Les résultats
sont arbitraires (A.U) et I’intensité des bandes est rapportée au groupe controle PLP-syn +

miARN scramble.

La mesure des niveaux de GRK2 dans le striatum montre une diminution de 21% de la quantité
de la protéine pour le groupe PLP-syn + miARN GRK2 en comparaison au groupe PLP-syn +
miARN scramble (unpaired t-test, p<0,05, Figure 31 A et D). Les niveaux de la forme

phosphorylée d’IRS-1pS307 sont également diminués de 37% dans ce groupe (test de Mann

Whitney, p<0,05, Figure 31 B et E). En ce qui concerne les niveaux d’a-syn monomérique, il

n’y a pas de différence entre les groupes (Figure 31 C et F).
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Figure 31 : Mesures par Western Blot de la GRK2, la phosphorylation de la protéine IRS-1
en Ser307 et ’a-syn monomérique dans les

Image représentative des niveaux de GRK2 (A), phospho IRS-1 en serine 307 (B) et de 1’a-syn
monomérique (C) des souris PLP-Syn ayant re¢u le miARN GRK2 ou le miARN scramble.
Mesures des niveaux de la protéine GRK2 (D), de la pIRS-1 S307 (E) et de synucléine
monomérique (F). Les mesures sont en unités arbitraires (A.U) et les niveaux sont normalisés par
rapport & un groupe de référence qui est le groupe PLP-Syn + miARN scramble. Les barres
d’erreurs sont représentées en SEM, PLP-Syn + miARN scramble (n=12) et PLP-syn + miARN
GRK2 (n=12). *p<0,05, test de Mann Whitney dans le cas d’une distribution ne passant pas le test
de normalité (c’est le cas pour IRS-1-pS307) et t-test non paramétrique dans le cas d’une
distribution normale.




En résumé : Les niveaux de GRK2 sont augmentés dans le cortex frontal (2,3 fois), fortement
diminués dans le putamen (84% de moins) et inchangés dans le pons des patients AMS en

comparaison aux sujets controles.

Nous n’avons pas montré¢ de dysfonction motrice par le test de traversé d’une poutre entre le
groupe PLP-syn ayant recu le miARN dirigé contre le GRK2 et le groupe ayant regu le miARN
scramble avec un suivi sur 6 mois post-injection. Les animaux PLP-syn injectés avec le miARN
GRK2 présentent un nombre de neurones TH et de neurones Nissl positifs significativement
plus élevé que le groupe ayant regu le miARN scramble (respectivement +19% et +20%). Le
miARN GRK couplé a I’expression de la GFP est exprimé dans 48% du striatum suite a
I’injection et la propagation du virus. Les niveaux de GRK2 sont réduits de 21% suite a
I’expression striatale du miARN GRK2 et il n’y a pas de modification de la quantité d’a-syn

monomérique dans le striatum entre les groupes.




Partie 3 : Recherche de potentiels biomarqueurs de ’AMS

Contexte : Comme nous avons pu le voir dans la partie dédi¢e a la présentation clinique, I’AMS
est une maladie neurodégénérative rare. Il existe des traitements symptomatiques mais aucun
ne permet de ralentir la progression de I’AMS. Son diagnostic repose sur la présence variable
d’un syndrome parkinsonien, d’un syndrome cérébelleux et d’une dysautonomie. Le diagnostic,
notamment de I’ AMS-P par rapport a la MP, peut étre un défi dans les stades précoces, sachant
que le pronostic des deux pathologies est trés différent. A ce jour, aucun biomarqueur n’est
validé pour le diagnostic ou le pronostic de I’AMS, limitant également les possibilités de suivi

objectif de I’efficacité de possibles traitements neuroprotecteurs dans des essais cliniques.

De par son importance dans I’AMS, I’a-syn a ét¢ mesurée dans le plasma et le liquide céphalo-
rachidien (LCR) dans plusieurs études. La majorité de ces études ont conclu a une diminution
des niveaux d’a-syn dans le LCR chez les patients AMS comparé aux patients controle dans le
(voir Tableau 7 A d’aprés (Laurens et al., 2015)). Des acteurs du systéme ubiquitine-
protéasome, qui est altéré dans I’AMS, ont également été mesurés. A cet égard 1’ubiquitine
hydrolase carboxy-terminale L1 (UCH-L1) est diminuée dans le LCR des patients AMS
(Mondello et al., 2014). Des marqueurs de la dégénérescence cellulaire comme la protéine tau,
impliquée dans I’assemblage des microtubules et qui a un role important dans le transport
axonal et la croissance des neurites, ont donnés des résultats variables (voir Tableau 7 B,
d’aprés (Laurens et al., 2015)). Le dosage de la chaine légére du neurofilament (NfL), un
¢lément structurel majeur des neurones et marqueur de la dégénérescence axonale, a montré
des résultats prometteurs dans plusieurs études ou il est systématiquement augmenté dans le
LCR (voir Tableau 7 C, d’aprés (Laurens et al., 2015)). Par ailleurs, une étude a montré une
augmentation des niveaux d’insuline dans le sérum des patients AMS comparé a un groupe

témoin (Pellecchia et al., 2010).




A/ a-Syn

B/ Tau

Study Assay Subjects (n=) Concentration MSA vs. controls /
in MSA patients  concentration
in ng/ml in controls
in ng/ml
Lee et al., 2006 ELISA Plasma MSA=38; PD=105; confrols=>51 0.078+0.004 1 /0.076+0.004
Mollenhauer et al., 2011 ELISA CSF Discovery cohort: MSA=29; 1.24 (0.69-6.18) | /1.73 (046-7.42)
PD=>51; controls=76
Validation cohort: MSA=15: 1.11 (023-2.00) |/222(095-6.07)
PD=273; controls=23
ELISA Plasma MSA=15; PD=273; 105 (4.4-19.0) — /126 (62-362)
controls=23
Wang et al., 2012 BBMA CSF Discovery cohort: MSA=16; 0.3340.12 1/0524013
PD=93; controls—=78
Validation cohort: MSA=25; 0.324+0.12 1 /04914018
PD=116; confrols=126
Shi et al., 2011 BBMA CSF MSA=32 (=50 years=28; 0304009 1 / age = 50 years=
>50years+Hbh<200=20) 0.49+0.17
PD=126 (>50 years=117;
=50 years+Hb<200=86)
controls=137
(=50 years=105;
=50 years-+ Hb<200=92)
Tateno et al., 2012 ELISA CSF MS5A=11; PD=11; controls=11 0.114+0.07 — /0.14£0.03
Hall et al,, 2012 BBMA CSF MSA—=48; PD=90; controls=107  56.0 (43.0-66.0) | /67 (51-85)
Aerts et al.,, 2012 ELISA  CSF MSA=47 (probable = 20, 25.0(17.0-320) - /250(18.0-42.0)
defined = 2); PD=58; controls=57
Sun et al,, 2013 ELISA Plasma MSA= 74 (MSA-P=30; 11.1(7.1-212) 1/6.8 (6.4-8.45)
MSA-C=44; possible=26,
probable=48); controls=90
Herbert et al., 2014 ELISA CSF MSA=23; PD=43; controls=57 263481 /3044191
Mondello et al., 2014  ELISA  CSF MSA=34; PD=52; controls=22 0.75 (0.69-1.01) |/1.31(094-15)
Foulds et al., 2012 ELISA (CSF MSA=8; PD=39; controls=20 380042400 = (1870412290
Magdalinou et al, 2015 ELISA CSF MSA=31; PD=31; controls=30 1347 1/ 1.782
(1.162-1.531) (1.516-2.048)
Study MSA patients (n=) Assay Level (ng/ml) MSA vs.
controls
Abdo et al., 2004 30 (probable=26) ELISA MSA-C = 0.242 -
MSA-P=15, MSA-C=14, (0.210-0.386)
both =1 MSA-P=0.259
(0.193-0.320)
Mollenhauer et al., 2007  MSA-P=12, MSA-C=6 ELISA 0.353 (0.255-0.450) —
Sussmuth et al., 2010 MSA-P = 11, ELISA MSA-C=0.239 T
MSA-C =14 (0.107-0.439)
MSA-P=0.220
(0.136-0.488)
Abdo et al., 2007a 19 ELISA 0.265 (0.207-0.320) T
(probable=16)
Shi et al., 2011 32 (=50 years + Hb<200=20) BBMA  0.0467+0.0189 o
Abdo et al., 2007b MSA-P=19 ELISA MSA-C=0.296+0.103 1
(probable=16, definite=1) MSA-P=0.2554-0.093
MSA-C=26
(probable=12, definite=3)
Mollenhauer et al., 2011 MSA-P=21, ELISA 0.147 (0.075-0.527)
(discovery cohort) MSA-C=8
Hall et al., 2012 48 BEMA 528 (316-770) —
Bech et al., 2012 10 ELISA ?
Herbert et al., 2014 23 (MSA+Hb<0.1pg/1=18) ELISA 0.2844-0.131 12
Magdalinou et al,, 2015 31 ELISA 0.275 (0.210-0.341) e
Herbert et al,, in press 27 ELISA 0.33540.164 T

(discovery cohort)




C/ NfL

Study Analyte  MSA patients (n=) Assay Level (ng/ml) MSA vs.
Controls
Holmberg et al., 1998 NFL MSA-P=5, ELISA 0924046 1
MSA-C=5
Holmberg et al., 2001 MSA-P =29, ELISA  0.86440.737
MSA-C =7
Abdo et al., 2007a 19 ELISA 0.0334 1
(probable=16, (0.0183-0.062)
defined=1)
Abdo et al, 2007b MSA-P =19 ELISA MSA-C= 1
(Probable=16, 0.04--0.025
defined=1) MSA-P=
MSA-C=26 0.039-4-0.024
(probable=12,
defined=3)
Petzold et al., 2009 baseline=42, ELISA  baseline=1.4
6 months=32, 6 months=1.36
12 months=20 12 months=1.42
Constantinescu et al., 2010b MSA-P =14, ELISA  baseline=1.207 1
MSA-C =7 (0.250-6.030)
12 months=1.250
(0.250-3.940)
Bech et al., 2012 10 ELISA  about 0.1
Hall et al., 2012 48 ELISA 4075 (2270-7105) 1
Magdalinou et al,, 2015 31 ELISA 3.024 1
(1.984-3.818)
Herbert et al., in press 27 ELISA  4.5484-3.206 1
Herbert et al., in press 25 ELISA  5.937+4.267 1
(validation cohort)
Brettschneider et al., 2006  NFH MSA-P =11, ELISA MSA-C=3.1 1
MSA-C=10 MSA-P=03
Abdo et al., 2007a 19 ELISA 0191 1
{0.123-0.283)
Abdo et al., 2007b MSA-P=19, ELISA MSA-C=0.24140.143 1
MSA-C=26 MSA-P= 0.2444-0.224
Petzold et al., 2009 baseline=42, ELISA  baseline=0.25 No comparison
6 months=32, 6 months=0.36
12 months=20 12 months = 0.41

D’aprés Laurens et al. Neurobiol Dis 2015

Tableau 7 : Résultat des mesures des niveaux d’a-syn (A), de tau (B) et du NfL (C) dans
différentes études comparant des sujets AMS a des sujets controles

Le travail effectué¢ a Gottingen m’a donné 1’opportunité de mesurer les niveaux d’a-syn,

d’hémoglobine, de tau, d’UCH-LI, de I’insuline et du NfLL dans le LCR et le sérum dans une

cohorte de patients AMS et de corréler ces résultats avec les données cliniques. Les resources

du laboratoire m’ont également donné I’occasion de mesurer la glial fibrilarry protein (GFAP,

composant des prolongements des astrocytes) et la protéine membranaire TREM?2 (connue pour




étre un facteur de risque dans la maladie d’ Alzheimer) bien que leurs niveaux n’ont jamais été

montrés comme altérés dans I’AMS.

Plan de I'étude:

Des échantillons (LCR et sérum) de 50 patients AMS dont 30 participants de 1’étude AFF009
(NCT02270489) et 20 de 1a cohorte BIOAMS (NCT01485549), ainsi que 9 témoins non atteins
de pathologies neurodégénératives de la cohorte BIOAMS ont été utilisés pour I’analyse. Les
échantillons ont été prélevés selon les procédures de la cohorte Parkinson’s Progression
Markers Initiative (PPMI) (https://www.ppmi-info.org/study-design/research-documents-and-
sops/). Les échantillons de la cohorte BIOAMS ont uniquement contribué au dosage du NfL.

Les différents marqueurs ont été mesurés soit par ELISA classique, soit par la technique Single
Molecule Array (SIMOA, entreprise Quanterix) qui est un test ELISA digital amplifiant
fortement le signal émis lors de la détection (1000 fois plus précis qu'un ELISA classique). La
technique SIMOA est automatisée et utilise des billes paramagnétiques de 2,7um de diamétre,
recouvertes d’immunocomplexes (approximativement 250 000 sites d’attachements par billes).
Environs 500 000 billes sont ajoutées pour un échantillon de 100puL, de manicre a ce que les
anticorps de capture sur les billes soient en nombre bien supérieur au nombre de molécules
cibles. Apres lavage, les billes liées aux molécules cibles ou non liés sont mises en présence
d’un anticorps biotinylé puis avec de la streptavidine couplée a la béta galactosidase. Chaque
bille est ensuite logée dans un puit unique sur une plaque de lecture et le substrat fluorescent
est ajouté. La détection est repérable méme s’il y a qu'une seule molécule liée a une bille. Un
ratio des puits émettant de la fluorescence sur le nombre total de puits est ensuite calculé pour

déterminer la concentration (voir figure ci-dessous).

Traditional (analog)

L eeee—

Simoa (digital)

Top, Analog measurements give increasing
intensity as the concentration increases. Bottom, In
contrast, digital measurements are independent of
intensity and simply rely on a signal/no signal readout.




Les marqueurs NfL, tau, UCH-L1 et GFAP ont été mesurés par la technique SIMOA tandis que
les autres analytes ont été mesurés par des tests ELISA classiques. Les taux sériques de tau et
UCH-LI n’ont pas pu étre mesurée par SIMOA car leur concentration étaient trop faible. De la

méme maniére les taux d’insuline n’ont pas pu étre mesurés dans le LCR en ELISA classique.

Les données cliniques des patients AMS ont été corrélées avec les mesures des différents
biomarqueurs. Ces données cliniques sont 1’age du patient, la durée de la maladie a partir de la
manifestation des troubles et les scores des deux premicres parties de 'UMSARS (échelle
d'évaluation unifiée de I’AMS, mesurant les difficultés avec les activités de la vie courante et

les troubles moteurs, voir matériel et méthodes).

Matériel et méthodes

Patients prenant part a ’étude et données cliniques

Nous avons analysé les niveaux de NfL dans le LCR et le sérum de 30 patients AMS de 1’¢tude
AFF009 (NCT02270489), 20 patients AMS probables de la cohorte BIOAMS (NCT01485549)
et 9 sujets contrdles neurologiques (pas de pathologie neurodégénérative) de la cohorte
BIOAMS. Nous avons, en plus du NfL, mesuré plusieurs biomarqueurs d’intérét dans le LCR
(a-syn, tau, GFAP, UCH-L1, TREM2 et I’hemoglobine) et le sérum (a-syn, GFAP, insulin,
TREM2 et hemoglobine) des patients de la cohorte AFF009. Ces mesures ont été corrélées avec
les données cliniques que sont : I’age des patients, la durée de la maladie, les parties I et IT de
I’¢chelle de notation unifiée de I’atrophie multisystématisée (UMSARS), dont les différents

items sont listés ci-dessous (Tableau 8, d’aprés (Wenning et al., 2004)).

UMSARS 1 UMSARS 2
1. Speech 1. Facial expression
2. Swallowing 2. Speech
3. Handwriting 3. Ocular motor dysfunction
4. Cutting food and handling utensils 4. Tremor at rest
5. Dressing 5. Action tremor
6. Hygiene 6. Increased tone
7. Walking 7. Rapid aliernating movementis
8. Falling of hands
9. Orthostatic symptoms 8. Fingertapping
10. Urinary function 9. Leg agility
11. Sexual funclion 10. Heel-Shin Test
12. Bowel [unction 11. Arising from chair
12. Posturc
13. Body sway
14. Gait

Tableau 8 : Liste des différents items de PUMSARS I et 11
D’aprés Wenning et al. Mov Disord 2004




Mesures du NfL, de tau, d’UCH-L1 et de GFAP dans le LCR et le sérum par la technique
SIMOA

Briévement, des billes paramagnétiques carboxylées recouvertes de différents AC (Neurology
4-Plex A NF-light®, Tau, GFAP, UCH-L1 kit, Quanterix Corp, Boston, MA, USA) ont été
incubées avec les échantillons dans 1’appareil Simoa HD-1 (Quanterix) ; le reste des étapes de
I’expérience est automatisé (voir plan de 1’étude). Les résultats sont interprétés par le biais de

courbes de calibrages provenant du kit.

Mesures par ELISA classiques

Pour I’a-syn et I’hémoglobine, des plaques 96 puits (MSD) ont été¢ incubées avec I’AC de
capture respectivement MJFR1 (Abcam, 3pg/mL dilution PBS, 30uL/puit) et A80-134A
(Bethyl laboratories, 1pg/mL dilution PBS, 30uL/puit), toute une nuit a 4°C. Apres trois
ringages PBS + 0,05% tween 20, les plaques ont été bloquées une heure & Tamb sous agitation
(300rpm) avec 1% de BSA (dilution PBS-tween) et lavées trois fois a nouveau. Apres
préparation des différentes courbes d’étalonnage, les échantillons, dilués en conséquence, ont
été chargés dans les puits en duplicats (25uL/puit), puis la plaque a été placée sous agitation
pendant une heure a Tamb. Une fois les rincages effectués, ’anticorps de détection Sulfo-Tag
a été ajouté, respectivement Synl (Transduction Labs, 1ug/mL dans du PBS-tween-1% BSA)
et A80-134A (Bethyl Laboratories, 1pg/mL dans du PBS-tween-1% BSA). Apres une heure
d’incubation sous agitation, la plaque a été rincée et la solution de détection ajoutée (MSD read
buffer dilluted twice in distilled water). La plaque a ensuite été lue par le Meso Scale Discovery

Sector Imager (MSD) et le signal mesuré a 620nm.

Pour I’insuline, un kit MSD K151BZC-1 a ét¢é utilisé ; le principe est le méme que le protocole
décrit ci-dessus, a la différence que les plaques fournies sont pré-recouvertes d’AC de capture
et que I’AC de détection est incubé en méme temps que les échantillons sur la plaque (pour une

incubation de 2h a Tamb).

Pour les expériences TREM2 des plaques ‘coatées’ a la streptavidine ont été utilisées. L’AC
anti TREM2 étant biotinylé, il se lie a la streptavidine apres incubation (BAF1828, R&D
systems, dilution 0,25ug/mL dans du PBS-tween + 0,25% BSA, 1 heure d’incubation a Tamb).
Aprées ajout des échantillons a mesurer (1 heure) et ringages (x3), les puits ont été incubés avec

I’AC de capture B-3 (Santa Cruz Biotechnology, 1pug/mL dans du PBS-tween + 0,5% BSA +




1pg/mL goat anti mouse IgG) pendant une heure et lus en utilisant le tampon de révélation dilué

deux fois.

Analyses statistiques

Pour la comparaison entre deux groupes avec une distribution non Gaussienne, un test de Mann
Whitney a été utilisé. L’association entre deux variables continues a été¢ déterminée avec des
tests de corrélation de Spearman. L’analyse statistique a été faite avec le logiciel Graphpad

Prism. Les données sont présentées en SEM ; un seuil de significativité de p<0,05 a été utilisé.

Résultats

Mesures de la concentration du NfL dans le sérum et le LCR des patients AMS et des

sujets controles

Les niveaux de NfL sont en moyenne 1,7 fois plus élevés dans le plasma des patients AMS en
comparaison avec les sujets contréle (Mann Whitney, p<0,01, Figure 32 A) et 3,7 fois plus
¢élevés dans le LCR (Mann Whitney, p=0,005, Figure 32 B).
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Figure 32 : Mesure de la concentration du NfL dans le sérum et le LCR des patients AMS
et des sujets controles

Les concentrations dans le plasma (A) et le LCR (B) sont en pg/ml, patients AMS (n=50), sujets
contréle (n=9). Les barres d’erreurs sont représentées en SEM. **p<0,01, test non paramétrique
de Mann Whitney.




Corrélations des données cliniques et des mesures des différents biomarqueurs du LCR

et du sérum de I’essai AFF009

Les différents biomarqueurs ont ét€¢ mesurés par SIMOA ou par ELISA classique et les relations
entre les différentes concentrations et les données cliniques ont été analysées par un test non

paramétrique de Spearman.

Information que nous retrouvons dans les deux tableaux (Tableaux 8 A et B) car il s’agit de

deux variables issues des données cliniques ; comme nous nous y attendions, il y a une forte

relation positive entre 'UMSARS I et TUMSARS II (p=0,01).

Pour I’a-syn, si nous avons une corrélation négative dans le LCR (Tableau 8 B) avec la durée
de la maladie (p<0,05) et "TUMSARS II (p<0,05), ce n’est pas le cas pour le sérum (Tableau 8
A). Dans le LCR, ’a-syn corréle de maniére positive avec les marqueurs TREM2 (p<0,001),
GFAP (p<0,05), tau (p<0,001) et UCH-L1 (p<0,05). Dans le sérum, 1’a-syn présente une forte
relation positive (p<0,001) avec les niveaux d’hémoglobine (Hb), mais pas avec d’autres

variables.

Dans le LCR, les concentrations de GFAP, NfL, tau et UCH-L1 sont toutes corrélées
positivement (p<0,001 dans chaque cas) ; dans le sérum, seuls les niveaux de NfL et de GFAP

sont corrélés positivement (p<<0,001).

Dans le LCR, le NfL ne corréle pas avec les données cliniques ; en revanche dans le sérum il y
a une corrélation positive avec la durée de la maladie (p<0,05) et TUMSARS 1 (p<0,05).

L’insuline a une relation inverse avec le NfLL et GFAP (p<0,05 dans les deux cas) dans le sérum.

GFAP est le seul biomarqueur a présenter une relation significative avec 1’age des patients
(relation positive dans le plasma p=0,001). TREM2 et tau sont corrélés positivement dans le

LCR (p<0,05).




Données exprimées en p value En jaune : corrélations positivesgllEn bleu : corrélations négatives

A
Age Duration UMSARS| UMSARS Il a-syn insulin TREM2

Age
Duration 0,581
UMSARS | 0,451 0,390
UMSARS II 0,612 0,152 0,001
a-syn 0,975 0,430 0,407 0,863
Hb 0,666 0,883 0,746 0,777 0,001>
insulin 0,449 0,268 0,431 0,895 0,789 0,685
TREM2 0,373 0,818 0,149 0,595 0,967 0,381 0,060
NfL 0,277 0,026 0,036 0,321 0,590 0,930 0,002 0,391
GFAP 0,001 0,748 0,159 0,153 0,984 0,633 0,027 0,236 0,001>

Age Duration UMSARS | UMSARS I Hb TREM2 NfL GFAP tau
Age
Duration 0,581
UMSARS | 0,451 0,390
UMSARS i 0,612 0,152 0,001
a-syn 0,575 0,033 0,395 0,030
Hb 0,320 0,323 0,505 0,488 0,149
TREM 2 0,654 0,144 0,907 0,608 0,001> 0,176
NfL 0,958 0,900 0,409 0,810 0,208 0,429 0,210
GFAP 0,087 0,398 0,837 0,736 0,014 0,240 0,055 0,001>
tau 0,468 0,316 0,776 0,300 0,001> 0,236 0,033 0,001> 0,001>
UCHL-1 0,093 0,780 0,355 0,863 0,025 0,129 0,153 0,001> 0,001> 0,001>

Tableau 8 : Relations entre les données cliniques et les biomarqueurs mesurés dans le
plasma et le LCR des patients AMS

Les valeurs dans les tableaux sont exprimées en valeur p et reflétent la force de la relation entre
deux variables. Les cellules colorées ont une valeur p inférieure a 0,05. La couleur jaune
correspond a une corrélation positive et la bleu a une corrélation négative. Le tableau A compare
les données cliniques avec les concentrations sériques des différents biomarqueurs et le tableau
B les concentrations du LCR. Les variables ont été mesurées str les 30 patients de I’étude
AFFO009 et corrélées par un test non paramétrique de Spearman. Hb = hémoglobine.




DISCUSSION
D ——————————




Le travail que j’ai effectué¢ en thése a I'institut des maladies neurodégénératives m’a permis
d’explorer différentes facettes de la recherche translationnelle que sont; la modélisation
animale, I’étude de nouvelles voies thérapeutiques en phase pré-clinique et 1’analyse de
biomarqueurs d’intérét pour le suivi clinique dans les échantillons biologiques de patients AMS.

L’ensemble de ces études s’inscrit dans un projet global visant a I’amélioration thérapeutique.

Dans la premicre partie de la discussion, nous récapitulerons les différents aspects du modele
murin et de primate non humain générés par inoculation de vecteur viraux permettant la
surexpression oligodendrogliale de 1’a-syn. Dans un second temps, nous discuterons les
modifications apportées par les différentes stratégies thérapeutiques ciblant I’agrégation de 1’a-
syn et la résistance a 1’insuline dans le mode¢le de souris PLP-syn. En parallé¢le, seront discutés
les résultats obtenus sur les échantillons de tissus cérébraux de patients AMS. En dernier lieu,
nous discuterons les corrélations obtenues entre les mesures des niveaux d’un set de

biomarqueurs d’intérét dans le LCR et le sérum de patients AMS avec leurs données cliniques.

Partie I : Effet de la surexpression olisodendrogliale striatale d’a-syn par une approche

virale dans un modéle murin et de primate non humain

Comme nous 1’avons vu dans I’introduction (voir introduction p45), I’inoculation de toxines
neuronales dans les modéles murins entraine une forte neurodégénérescence au niveau de la
SNc ou du striatum ainsi qu’une importante dysfonction motrice mais ne reproduit pas les
meécanismes pathologiques d’agrégation de 1’a-syn dans I’AMS. A D’inverse, les mod¢les
génétiques, comme le modele PLP-syn, présentent cette agrégation caractéristique mais n’ont
qu'une dégénérescence et une dysfonction motrice légére. Dans le cadre de la MP, des
approches virales de surexpression d’a-syn ont été menées et ont pour avantage d’induire une
plus forte neurodégénérescence tout en reproduisant I’accumulation pathologique de 1I’a-syn
(voir tableau 9, d’aprés (Van der Perren et al., 2015)). Cette stratégie a également montré des

résultats prometteurs chez le modele primate non-humain (Dehay and Fernagut, 2016).

En se basant sur les résultats obtenus dans le cadre de la modélisation de la MP, nous avons
utilis€ une approche virale de surexpression de 1’a-syn humaine oligodendrogliale dans le
striatum des rats et des primates non-humains macaca fascicularis. Les virus adéno associés
(AAV) présentent comme avantage d’étre sans danger et sont exprimés longtemps dans

I’organisme. Nous avons choisi ’AAV 1/2 comme vecteur car une étude a montré sa capacité




a induire une expression de la GFP sous le contréle du promoteur MBP avec une forte

spécificité oligodendrogliale et un volume de transduction important chez la souris (von

Jonquieres et al., 2013).

Table 2 Human o-synuclein viral vector-based rodent models

2-Synuclein Vector Promoter Species DN loss Time course %-SYN Ubig. phos. Motor L-dopa
system in SN aggregates S$129 phenotype reversible
First generation
WT, A53T (Kirik et al. 2002) rAAV2/2 CBA Rat 30-80 % 8-16 weeks Yes - - Mild -
A30P (Klein et al. 2002) rAAV2/2 CBA Rat 53 % 1 year Yes - - - -
WT, A30P, AS3T LV PGK Rat 24-35 % 20 weeks Yes No - - -
(Lo Bianco et al. 2002)
WT, A30P (Lauwers et al. LV CMV Mice  10-25 % 40-52 weeks Yes Yes - - -
2003)
WT, A53T (Kirik et al. 2003) rAAV2/2 CBA Prim. 30-60 % 16 weeks Yes - - Mild -
WT (Yamada et al. 2004) rAAV2/2 ND Rat 50 % 13 weeks Yes No Yes No/mild -
AS53T (Maingay et al. 2006) rAAV2/2 CBA Rat +40 % 14 weeks - - - - -
A30P (Lauwers et al. 2007) LV CMV Rat 21-52 % 46 weeks Yes Yes - Mild Yes
WT (St Martin et al. 2007, rAAV2/2 CBA Mice 25 % 24 weeks No - - - -
Theodore et al. 2008)
AS53T (Chung et al. 2009) rAAV2/2 Syn-1 Rat 35% 17 weeks - - - - -
Second generation
WT, A53T (Eslamboli et al, rAAV2/5 CBA Prim. AS53T 40 % 1 year Yes © Yes Yes  Moderate -
2007)
WT, S129D/A rAAV2/5 CBA Rat WT 60 % 26 weeks Yes - - - -
(Gorbatyuk et al. 2008) S129A 70 % 4 weeks
WT, A30P, S129D/A rAAV2/6 CMV Rat WT, A30P 20 % 8 weeks Yes © - Yes - -
(Azeredo da Silveira S129A 70 %
et al. 2009)
WT, S129D/A rAAV2/E CBA rat 26 % 6 weeks yes yes - = =
(McFarland et al. 2009a)
AS53T (Koprich et al. 2011) rAAV1/2 CBA rat 28 % 6 weeks yes @ - - mild -
WT, AS3T, A30P (Winner LV CMV rat 17-40 % 3 weeks - - - . -
et al. 2011), E46K, ESTK*,
E35K*
Third generation
WT (Decressac et al. 2012) rAAV2/6 Syn-1 rat 80 % 6-16 weeks  yes - yes  good yes
A53T (Van der Perren et al.  rAAV2/7 CMV/Syn-1  rat 80-90 % 4 weeks yes yes good yes
2014)
AS53T, WT (Oliveras- rAAV2/7 CMV/Syn-1 mice 82 % 8 weeks ves - yes  — -

Salvd et al. 2013)

Ubig ubiquitination; posph.§129 §129 a-synuclein phosphorylation; ND not described; prim primates; — not determined; * oligomeric mutants; @ proteinase
K-resistant aggregates; CBA chicken f-actin promoter; PGK phosphoglycerate kinase promoter; CMV cytomegalovirus promoter; Syn-J synapsin-1 pro-
moter; CMV/Syn! CMV enhanced synapsin 1 promoter

la MP

D’aprés Van der Perren et al. Curr Top Behav Neurosci 2015

Tableau 9 : Modéles murins viraux de surexpression de I’a-syn neuronale dans le cadre de

Suite a I’inoculation virale dans le striatum du vecteur MBP-ha-syn humaine, nous avons

mesuré chez le rat ’apparition d une dysfonction motrice (détectable a deux mois post-injection

par le test de stepping), s’aggravant progressivement (jusqu’a six mois post-injection, dernieres




mesures effectuées). A six mois post-injection, le traitement a la L-Dopa n’entraine pas

d’amélioration du comportement moteur.

L’a-syn sous le controle du promoteur MBP est exprimé de maniére préférentielle au niveau
des oligodendrocytes dans le striatum des rats (83%), bien qu’on retrouve une expression
neuronale faible de 11% (ce qui correspond aux résultats de 1’étude de von Jonquieres et al.
2013) et 59% du volume striatal est concerné¢ par la transduction virale. La présence
d’inclusions d’a-syn dans le corps cellulaire des neurones, mais en quantit¢é minime en
comparaison aux ICG, est une des caractéristiques de ’AMS (voir introduction p31), cette
aspécificité d’expression permet donc de recréer cette caractéristique particuliére. Dans le
putamen du modele macaque, la spécificité oligodendrogliale n’est que de 60%, 39% des
cellules positives a I’a-syn étant des neurones. Cette perte de spécificité est peut-étre due a

I’origine murine (souris) du promoteur MBP contrdlant I’expression de I’ a-syn humaine.

Trois mois apres ’injection le nombre de neurones TH positif dans la SNc¢ diminue de 41%,
cette diminution étant encore plus importante six mois aprés I’injection (66%). Une
dégénérescence plus tardive et moins importante (23%) des neurones striataux a également été
mesurée a six mois post-injection. Cette dégénérescence striatale est possiblement a 1’origine
de I’inefficacité de 1’administration de la L-Dopa sur le comportement moteur a six mois post
injection. De I’a-syn agrégée est retrouvée au niveau de la substance noire et du striatum trois
et six mois aprés l’injection virale, bien que dans la substance noire ces niveaux sont
extrémement faibles a six mois, ce qui peut &tre expliqué par la forte neurodégénérescence
mesurée a ce moment-la. La phosphorylation pathologique de I’a-syn en Serl29 (veir
introduction p49) est également augmentée dans le striatum et la substance noire des rats
MBP-ha-syn en comparaison aux rats MBP-GFP a trois mois post-injection et également a six
mois post-injection dans le cas du striatum. Encore une fois, la forte neurodégénérescence
retrouvée dans la SNc est potentiellement a 1’origine de la diminution des formes phosphorylées
de 'a-syn a six mois post-injection. La surexpression oligodendrogliale de I’a-syn a déja
démontré des propriétés délétéres (voir introduction p49), nous montrons ici qu’elle est
capable d’engendrer une neurodégénérescence de la voie striatonigrale dans un modéle de rat.
Le fait que la neurodégénérescence dans le striatum soit de plus faible amplitude et plus tardive
est possiblement li¢ a la vulnérabilité des neurones dopaminergiques de la SNc. En effet, chez
I’homme, la production de dopamine induit un stress oxydatif constant au niveau de ces

neurones, les rendant plus vulnérables aux perturbation de 1’homéostasie cellulaire (Sylvie




Delcambre, 2016). L’hypothése que pour certains patients AMS-P, la dégénérescence des
neurones de la SNc adviendrait avant celle des neurones striataux (voir introduction p29-30)
est en accord avec les résultats obtenus dans notre modele. Compte tenu du fait qu’un petit
nombre de neurones dopaminergiques (7%) dans la SNc sont positifs a la GFP dans le groupe
de souris MBP-GFP, il est probable que le virus ait un tropisme particulier pour les terminaisons
des neurones dopaminergiques projetant sur le striatum et soit capable d’infecter les corps
cellulaires dans la SNc de maniére rétrograde comme cela a été montré pour divers sérotypes
d’AAV (Albert et al., 2017). La diffusion de 1’a-syn pathologique (agrégée et
hyperphosphorylée) dans la SN a trois mois est potentiellement due a ce type de transport, mais
pourrait aussi étre la conséquence d’un transport antérograde des neurones GABAergiques
surexprimant I’a-syn (bien qu’en faible nombre) projetant sur la SNr. Compter le nombre de
cellules positives a 1I’a-syn humaine dans la SN avant 1’apparition de la neurodégénérescence
et le comparer au nombre de cellules positives a la GFP pourrait également nous permettre de

déterminer si, dans notre modele, I’a-syn possede la capacité de se propager.

Le modéle de rat généré par surexpression virale oligodendrogliale au niveau du striatum
récapitule plusieurs des caractéristiques retrouvées dans I’AMS-P, a savoir ; une dysfonction
motrice progressive, une surexpression et une agrégation pathologique de I’a-syn
oligodendrogliale couplée a une dégénérescence des neurones de la voie striatonigrale. Ce
modéle semble donc adapté a 1’étude de stratégies thérapeutiques symptomatiques,
neuroprotectrices ainsi qu’anti agrégatives, bien que des expériences complémentaires, visant
a caractériser plus précisément les différents mécanismes pathologiques retrouvés dans I’AMS,
doivent encore étre menées. Pour ce qui est du modéle de primate, le vecteur viral utilisé n’est
pas optimal pour une transduction efficace et sélective des oligodendrocytes, de plus une
analyse ultérieure a la publication de I’article n’a pas montré la présence d’a-syn au niveau de
la SN¢, ni de dégénérescence striatale ou nigrale. Bien que I’homologie du promoteur du géne
MBP soit forte entre la souris et I’lhomme (87%) (Wei et al., 2003), il est possible que ce ne
soit pas le cas pour le macaque ou que ce ne soit pas suffisant & assurer une transcription
spécifique par les oligodendrocytes. D’autres types d’AAV ayant montré un volume de
transduction important chez le primat non-humain pourraient ¢galement étre envisagés. Une
étude récente a par exemple utilisé un vecteur AAV infectant de maniére trés spécifique les
oligodendrocytes dans le striatum dans un modéle de rat et de primate et ce bien que 1’a-syn
humaine soit sous le contréle d’un promoteur ubiquitaire (Mandel et al., 2017), ce qui montre

I’importance du virus utilisé. En plus de présenter 1’agrégation pathologique de 1’a-syn




(phosphorylée en Serl29 et résistante a la protéinase K), ces deux modeles reproduisent
également la démyélinisation dans le striatum et une activation microgliale dans la substance
noire, deux phénomeénes clefs dans ’AMS qu’il pourrait étre intéressant d’étudier sur ces

modéles animaux.

Partie 11 : Etude de P’effet de stratégies thérapeutiques sur le modéle de souris PLP-syn

Comportement moteur des souris PLP-syn

Avant de voir plus en détail chacun des trois projets de la partie stratégies thérapeutiques, nous
allons revenir sur la mesure du comportement moteur chez les souris PLP-syn par le test de
traversée d’une poutre car les résultats sont communs aux trois études. Il est admis que les
souris PLP-syn présentent une altération motrice a 12 mois de vie, en revanche les études
menées avant cet dge ont montré des résultats variables (voir présentation du modéle p69).
Dans les différentes stratégies thérapeutiques présentées, nous avons souhaité interférer avec la
perte des neurones dopaminergiques de la SNc qui intervient entre 2-4 mois de vie. Les souris
traitées ont donc été respectivement sacrifiés a 22, 18 et 30 semaines de vie pour les études
rapamycine, nilotinib et GRK2. Nous n’avons pas noté de différences significatives entres les
groupes en ce qui concerne le nombre d’erreurs par pas avec ce test moteur avec des
enregistrements sur plusieurs mois. Il est possible que les différences dans les études effectuées
avant un an de vie viennent du type de test utilis¢, le matériel d’enregistrement ou encore la
méthode d’analyse statistique. En effet, dans ces études, 1’analyse est souvent effectuée en t-
test sans que le facteur temps soit pris en compte. En utilisant cette méthode, nous avons une
différence significative dans 1’étude GRK2 a 6 mois uniquement avec une trés faible valeur p
(p=0,048) mais nous n’avons pas de groupe WT contréle pour affirmer que le groupe PLP-syn
ayant recu le miARN scramble montre une altération motrice ou si le I’inoculation du miARN
GRK2 entraine une amélioration du comportement moteur supérieur au niveau basal. Il serait
intéressant de faire des tests moteurs mois aprés mois sur une durée d’un an pour déterminer

plus précisément 1’apparition de la dysfonction motrice.




Rapamycine

Comme nous I’avons vu dans I’introduction, des études montrent que les mécanismes de
dégradation protéiques sont modifiés dans I’AMS, et nous allons revenir plus en profondeur sur
les altérations de la voie autophagolysosomale. Cette voie est responsable de la dégradation de
protéines possédant une demie-vie élevée et méme d’organelles entiers dans le cas de la
macroautophagie. Ce mécanisme passe par la formation de structures lipidiques a doubles
membranes, appelées autophagosomes, dans lesquelles les protéines cibles vont é&tre
séquestrées et par la suite dégradés via la fusion des autophagosomes avec les lysosomes
provoquant I’activation d’hydrolases suite a la baisse de pH (Randall-Demllo et al., 2013). Le
complexe protéique mTORCI, qui est un senseur du métabolisme énergétique cellulaire, joue
un role central dans la régulation de la synthése protéique, de la synthése des acides aminés, de
la synthese lipidique mais aussi dans la régulation de 1’autophagie (Shimobayashi and Hall,
2014). Ainsi, dés lors que la cellule dispose des nutriments nécessaires a un métabolisme
anabolique, la forme active de mTORCI1 inhibe 1’autophagie. Dans un contexte ou les
nutriments sont limités, I’inhibition de mTORCI1 léve son effet régulateur négatif et entraine
I’initiation de I’autophagie (Kim et al., 2011). La macroautophagie, longtemps considérée
comme un mécanisme aspécifique activé par la privation métabolique, englobe en réalité une
multitude de voies substrat spécifiques (Frake et al., 2015, Stolz et al., 2014). Des récepteurs
peuvent reconnaitre des protéines possédant un tag spécifique et sont capables de se lier a
différents composants de 1’autophagie. C’est le cas de LC3, qui posséde une forme cytosolique
LC3-I et une forme liée a la membrane des autophagosomes LC3-II, qu’on utilise donc comme
marqueur des autophagosomes (Goodall and Thorburn, 2014). L’inhibition de mTORCI in-
vitro par la rapamycine dans les cultures cellulaires surexprimant I’a-syn diminue son
accumulation ((Webb et al., 2003), Figure 33 A) et I’inhibition de la macroautophagie a I’effet
inverse ((Vogiatzi et al., 2008), Figure 33 B). La dégradation de I’a-syn est donc en partie

médiée par la macroautophagie.
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Figure 33 : Effet de la rapamycine et du 3MA sur des cultures cellulaires surexprimant
I’a-syn humaine

La rapamycine diminue la quantité d’a-syn humaine (A) et le 3MA (inhibiteur de I’autophagie)
induit une augmentation de la quantité d’a-syn humaine (B), dans des lignées cellulaires
surexprimant I’a-syn.

D’apres, (A) Webb et al. J Biol Chem 2003 et (B) Vogiatzi et al. J Biol Chem 2008




La rapamycine, a montré des propriétés neuroprotectrices dans des modeles de la maladie de

Hungtinton, d’Alzheimer, de sclérose latérale amyotrophique et de la MP (Bove et al., 2011).

Le but de cette premicre étude a été, dans un premier temps, de mesurer dans le putamen de
patients AMS les niveaux protéiques de certains acteurs de la voie autophagolysosomale que
sont ; mTORCI, la kinase p70S6K (phosphorylée en Thr389 par la mTORCI activée), et LC3.
Dans un deuxiéme temps nous avons déterminé 1’effet de la rapamycine sur I’agrégation de 1’a-

syn et la neurodégénérescence rencontrée dans le modele de souris PLP-syn.

Les patients AMS montrent une diminution drastique de 95% des niveaux de mTOR dans le
putamen en comparaison aux sujets contrdles. Ce résultat est en adéquation avec une étude
récente qui suggere que les niveaux d’ARNm de mTOR sont diminués de plus de 50% dans le
striatum de patients AMS (Valera et al., 2017). Il semble donc peu probable que les altérations
de ’autophagie retrouvées dans I’AMS (veir introduction p36-38) soient la conséquence de
I’effet inhibiteur de mMTORCI1. En revanche, compte tenu de son implication dans de nombreux
mécanismes anaboliques, une diminution aussi intense des niveaux de mTOR pourrait étre
délétere pour la survie cellulaire. La mesure du marqueur LC3 montre une trés forte
augmentation de sa forme liée a la membrane des autophagosomes LC3-II (11,7 fois plus) chez
les patients AMS. Cette augmentation de LC3-II a été observée dans les agrégats isolés du
cervelet de patients AMS mais pas dans les lysats totaux de tissus (Tanji et al., 2013). Dans la
méme étude ou les niveaux de I’ARN mTOR ont été mesurés, le marquage LC3-II n’a pu étre
détecté dans le striatum des patients AMS (Figure 34 ci-dessous, d’aprés (Valera et al., 2017)),
nous avons nous méme di pousser la détection pour mesurer LC3-II (ce qui explique la
surexposition de la bande LC3-I plus facile a détecter, en rouge dans nos Western Blot, Figure

17 p79).

Human striatum Mouse brain

Figure 34 : Mesures par Western Blot de LC3 dans les tissus de striatum de patients AMS
et sur du tissu striatal de souris WT

D’apres, Valera et al. Front. Mol. Neurosci. 2017




Le marquage LC3 colocalise également avec les ICG dans le tissu cérébral des patients AMS

(voir figure ci-dessous, d’apres (Tanji et al., 2013)).
P-a-syn Merge

LC3
Figure 35 : Marquages immunofluorescents de I’a-syn phosphorylée et du L.C3 dans le
tissu de patients AMS

Barres = 20um
D’apres, Tanji et al. Neurobiol Dis 2013

Une augmentation modérée de LC3-II est associée a une activation des processus
autophagiques, en revanche une forte augmentation peut aussi indiquer une déficience de la
dégradation des autophagosomes par les lysosomes, entrainant [’accumulation des
autophagosomes (Mizushima and Yoshimori, 2007). Il est donc possible que, comme dans le
cas de la MP, la voie lysosomale soit également altérée dans I’AMS (Dehay et al., 2013,
Bourdenx and Dehay, 2016).

La kinase p70S6 est phosphorylée par mTORC1 en Thr389 et devait nous servir de marqueur
indirect de Dl’activit¢ de mTORCI. Cette kinase induit la phosphorylation de la protéine
ribosomale S6, composante du ribosome, promouvant la synthése protéique (Shimobayashi
and Hall, 2014). Bien que les niveaux de mTORC1 soient diminués, il y a une augmentation
du ratio de la forme phosphorylée de p70S6/p70S6 totale dans le striatum des patients AMS.
Le role de la kinase p70S6 dans 1’autophagie n’est pas certain ; une des hypothéses est que
lorsque mTORCI1 est activée dans des conditions anaboliques, p70S6 contribue au maintien

basal de I’autophagie. Dans des conditions cataboliques, 1’inactivation de p70S6 via la




diminution d’activité de mTORC]1 contrerait une trop forte induction de la voie autophagique.
Cette kinase aurait ainsi un role tampon, prévenant des modifications trop drastiques lors des
processus cataboliques et anaboliques (Klionsky et al., 2005). Il est possible que
I’hyperphosphorylation de p70S6, qui n’est probablement pas médiée par mTORCI au vu de
sa forte diminution, participe a la formation d’autophagosomes et explique en partie
I’augmentation de LC3-II. Cependant, au vu de la forte variabilité entre les différents patients,
il faut interpréter ces résultats avec prudence car un patient AMS de notre étude présente un
niveau extrémement ¢levé de la phospho p70S6, ce qui a pu biaiser les résultats en ce qui

concerne cette kinase.

mTORCI1 diminue ’autophagie par la phosphorylation inhibitrice directe de ULK1 qui est
critique dans D’initiation de la formation des autophagosomes (Yoon, 2017), il serait donc
intéressant de déterminer ses niveaux totaux ainsi que de sa forme phosphorylée et voir si ils

sont corrélés a la forte augmentation de LC3-I1.

Outre I’analyse de la voie de I’autophagie chez les patients AMS, notre second objectif a été de
déterminer si la rapamycine était capable de diminuer la neurodégénérescence et 1’agrégation
retrouvée dans le modele PLP-syn. Le groupe PLP-syn traité a la rapamycine ne présente pas
significativement plus de neurones dopaminergiques que le groupe PLP-syn ayant recu de la
nourriture contrdle. Bien qu’il n’y ait pas non plus de différences significatives entre les groupes
WT et PLP-syn ayant regu la rapamycine, la valeur p est extrémement proche du seuil qui
confirmerait que la rapamycine n’a aucun ou seulement un trés faible effet sur la survie des
neurones dopaminergiques. En revanche, lorsqu’on prend en compte les neurones Nissl et TH
positifs, cet effet qu’il n’y a pas de différence entre les deux groupes est bien plus clair. Avec
une dégénérescence de faible ampleur chez le modéele PLP-syn, il nous est difficile de statuer
sur I’effet neuroprotecteur de la rapamycine, néanmoins utiliser la méme stratégie chez des
modeles animaux de I’AMS présentant une forte neurodégénérescence pourrait nous aider a
interpréter ce résultat. La rapamycine montre des effets neuroprotecteurs dans les modéles de
neurodégénérescences induits par des toxines, mais a ce jour il n’y a pas d’étude montrant son
effet sur la dégénérescence induite par la surexpression de 1’a-syn (Bove et al., 2011). Si son
effet neuroprotecteur est discret, la rapamycine induit en revanche une diminution de 32% du
nombre de cellules positives aux formes agrégées de 1’a-syn dans le striatum des souris PLP-
syn. La mesure de la forme monomérique de 1’a-syn par Western Blot dans le striatum n’a elle
pas montré de différences significatives. Une étude in-vivo sur des souris surexprimant 1’ a-syn

et traitées a la rapamycine avait déja montré une diminution de son accumulation au niveau du




corps cellulaire et des synapses des neurones (Crews et al., 2010). Il est possible que ’effet
mesuré sur I’a-syn résistante a la PK dans notre étude soit dii a une dégradation directe des
agrégats, mais cela pourrait étre un effet de la clairance de I’a-syn monomérique empéchant
par la méme son agrégation durant les trois mois de traitement. Cet aspect est important pour
déterminer s’il est possible de dégrader les agrégats oligodendrogliaux et donc potentiellement
reverser la pathologie plutot que de diminuer la vitesse d’agrégation et freiner le développement

de la maladie.

Il semble peu probable que les altérations de la voie autophagolysosomale dans le striatum
soient le fait de mTORCI1 au vu de sa diminution drastique dans le striatum. Il est néanmoins
intéressant de voir que la rapamycine a un effet sur la dégradation de 1’a-syn dans le modele
PLP-syn et un potentiel effet neuroprotecteur discret. Les prochaines étapes sont de mesurer,
dans notre modéle PLP-syn, les niveaux des protéines de la voie de 1’autophagie déja analysées
chez les patients AMS pour déterminer si des altérations semblables sont retrouvées et de définir
I’effet de la rapamycine. En plus d’activer la formation des autophagosomes, 1’inhibition de
mTORCI régule positivement I’activité et ’acidification des lysosomes (Puertollano, 2014).
Il serait donc également intéressant de mesurer les marqueurs lysosomaux chez les patients
AMS et les souris PLP-syn de mani¢re a mettre en lumicre les différents mécanismes d’actions

de la rapamycine.

Nous montrons dans cette étude que la rapamycine peut induire une activation de la clairance
de I’a-syn et peut potentiellement avoir un trés léger effet neuroprotecteur. En fonction des
altérations retrouvées dans les différentes voies de la dégradation de 1I’a-syn chez les patients
AMS, de nouvelles stratégies thérapeutiques plus spécifiques stimulant la voie

autophagolysosomale pourraient étre étudiées dans différents modeles in-vitro et in-vivo.

Nilotinib

La tyrosine kinase cAbl est activée de manicre constitutive dans les cas de leucémie myéloide
chronique provoquant une division cellulaire incontrolée des cellules souches de la lignée
hématopoiétique possédant la mutation. Pour traiter cette pathologie, des inhibiteurs de la
kinase cAbl, dont le nilotinib fait partie, sont utilis€s, ce qui promeut la mort des cellules mutées
(Deremer et al., 2008). Un des effets de ces inhibiteurs est I’activation de I’autophagie au

niveau de ces cellules, un mécanisme qui serait potentiellement responsable de rechutes aprés




arrét du traitement car il induirait un phénotype pro-survie de certaines cellules mutées apres
inhibition de I’oncogéne (Salomoni and Calabretta, 2009). Cet effet sur I’autophagie serait en
partie li¢ a la régulation positive de la synthése de mTORC]1 par la forme constitutivement
activée de cAbl (Sheng et al., 2011). Le nilotinib est capable d’augmenter la dégradation
protéique via I’activation de la voie de 1’autophagie in-vitro dans des cellules cancéreuses (Yu

et al., 2013, Shaker et al., 2013).

Une augmentation de la forme activée de la kinase cAbl (phosphorylée en Tyr245 et Tyr412) a
été mesurée dans le striatum chez les patients atteints de la MP (Imam et al., 2011, Hebron et
al., 2013). Une étude montre que la surexpression virale de la forme mutée A53T de 1’a-syn
dans la substance noire chez la souris est responsable d’une activation accrue de cAbl, et
inversement, la surexpression de cAbl est capable d’augmenter les niveaux d’a-syn. Dans cette
méme étude le nilotinib (10mg/kg/j pendant 3 semaines) diminue les niveaux d’a-syn dans le
tissu cérébral des souris surexprimant 1’a-syn A53T ou WT et diminue les niveaux de LC3-II
(Figure 36, ci-dessous, d’aprés (Hebron et al., 2013)). Une étude du méme groupe reprenant
les conditions de la surexpression de 1’a-syn mutée explique que cette augmentation de LC3-
I1, suite a I’injection de nilotinib, serait due a I’induction du flux autophagique, car la fraction
d’a-syn présente dans les autophagosomes est diminuée tandis que celle présente dans les

lysosomes est augmentée (Lonskaya et al., 2013).
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Figure 36 : Effets du nilotinib sur les niveaux d’a-syn et de LC3 dans le tissu cérébral de
souris surexprimant I’a-syn humaine

D’aprés, Hebron et al. Hum Mol Genet 2013




Le nilotinib a montré un effet neuroprotecteur important sur les neurones dopaminergiques de
la SNc dans un modele murin de toxine (MPTP, introduction p45) de la MP
(Karuppagounder et al., 2014), ainsi que dans le modéle murin surexprimant 1’a-syn humaine
(Hebron et al., 2013). Pour cette derniére étude, les comptages stéréologiques ont montré une
diminution de 84% des cellules marquées a I’a-syn suite au traitement par le nilotinib et une
restauration de 82% de la perte des neurones dopaminergiques qui normalement dégénerent

suite a la surexpression lentivirale de I’a-syn.

Au vu des effets du nilotinib sur I’autophagie, I’accumulation de I’a-syn et la neuroprotection
dans différents modeles de la MP, nous avons voulu déterminer si ce traitement pouvait atténuer

les phénoménes pathologiques retrouvés dans le modéle PLP-syn.

L’injection de nilotinib de maniere intrapéritonéale a une dose de 1mg/kg ou de 10mg/kg chez
les souris PLP-syn pendant trois mois n’a pas montré d’effet neuroprotecteur sur la
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc. Si le nilotinib ne diminue pas le
nombre de cellules positives a I’a-syn agrégée dans le striatum des souris PLP-syn en
immunofluorescence, les niveaux de 1I’a-syn monomérique sont eux diminués de 24% en
Western Blot avec une dose de 10mg/kg/jour. La diminution de I’a-syn monomérique n’est
peut-étre pas suffisante pour empécher la formation de nouveaux agrégats cellulaires, il serait
intéressant de comparer les intensités de fluorescence des cellules positives a I’a-syn agrégée
pour déterminer de manicre indirecte la densité de ces agrégats. La diminution des niveaux d’a-
syn in-vitro par le nilotinib a pu étre contrecarré par des inhibiteurs de I’autophagie, mais aussi
par un inhibiteur du protéasome (Mahul-Mellier et al., 2014). Une possible hypothése est que
I’effet du nilotinib sur notre mod¢le de souris PLP-syn pourrait étre 1i¢ a ’activation de la voie
du protéasome, privilégiant la dégradation des formes monomériques d’a-syn, mais n’induisant
pas la dégradation des formes agrégées. L’effet de la rapamycine pourrait, lui, potentiellement
étre li¢ a une activation préférentielle de la macroautophagie, ciblant les formes agrégées de
I’a-syn. L’analyse de marqueurs des différentes voies de dégradation de 1I’a-syn sont a prévoir
dans notre modéle PLP-syn pour déterminer le mode d’action de ces deux stratégies

thérapeutiques.

La surexpression de I’a-syn humaine dans notre modele PLP-syn n’induit pas d’augmentation
de la forme totale de cAbl dans le striatum des souris PLP-syn, a I’inverse des résultats obtenus
par (Hebron et al., 2013) in-vivo, bien que la méme stratégie lentivirale in-vitro par (Mahul-

Mellier et al., 2014) n’a pas montré de modification des niveaux de cAbl. Cette méme étude a




montré une diminution des niveaux de ’ARNm de cAbl suite au traitement par le nilotinib
(Mahul-Mellier et al., 2014), ce qui est en accord avec la diminution de la quantité de cAbl
par Western Blot que nous avons observé dans le groupe PLP-syn traitées avec une dose de
10mg/kg/jour en comparaison au groupe PLP-syn ayant regu le placébo. Il semble que les effets
du nilotinib en plus d’inhiber la cAbl passent aussi par une régulation de sa synthése. Il nous
reste encore a déterminer si ’activation de cAbl est également diminuée dans le modéle PLP-
syn. Une des prochaines étapes est également de mesurer les niveaux de cAbl totaux et de cAbl
activée (forme phosphorylée) chez les patients AMS pour déterminer si comme dans la MP il

y a une dérégulation de son activité.

Caractériser les différentes formes d’a-syn, leur toxicité et les voies par lesquelles elles sont
dégradées peut nous aider a découvrir des stratégies plus ciblées pour combattre la
neurodégénérescence dans I’AMS. Déterminer si les modeles murins que nous utilisons
présentent des altérations comparables a celles retrouvées chez les patients AMS est également
important pour augmenter la valeur prédictive de nos différentes stratégies thérapeutiques. Le
nilotinib a été évalué dans une petite étude ouverte chez 12 patients atteints de MP ou de DCL,
mais bien qu’il y ait un potentiel effet sur I’inactivation de la cAbl dans le LCR (Pagan et al.,
2016), les limitations méthodologiques de cette étude ne permettent pas encore de statuer sur

un potentiel effet clinique du traitement (Wyse et al., 2016).

Dans notre étude, le nilotinib n’a pas montré d’effet neuroprotecteur sur la dégénérescence des
cellules dopaminergiques de la SNc dans le modéle de souris PLP-syn, mais a diminué les

niveaux protéiques de sa cible, la kinase cAbl, et de I’a-syn monomérique dans le striatum.

GRK2

L’insuline est connue pour ses propriétés neurotrophiques in-vitro et in-vivo. Une diminution
de I’activation de sa voie de signalisation intracellulaire est nommée résistance a I’insuline (voir
introduction p38-39). Des altérations centrales et périphériques de la signalisation de
I’insuline/IGF-1 (voir Figure 11 p39), ont ét¢ mise en évidence chez les patients atteints de la
maladie d’Alzheimer, de I’AMS et de la MP. De plus, des activateurs de cette voie comme
I’insuline, IGF-1 ou encore GLP-1 ont montrés des effets neuroprotecteurs dans divers modéles
in-vitro et murins de ces pathologies (voir (Bassil et al., 2014) pour une revue détaillée sur le

sujet).




La phosphorylation de I’IRS-1 en Ser312, effecteur majeur de la voie de signalisation de
I’insuline situé en aval du récepteur a I’insuline, entraine son inactivation et refléte la résistance
a I’insuline. L hyperphosphorylation de ce site a ét¢ montrée dans le tissu cérébral des patients
atteints de la maladie d’ Alzheimer (Moloney et al., 2010) et récemment dans I’AMS (Bassil et
al., 2017). Dans le putamen des patients AMS, la présence d’agrégats d’a-syn est corrélée a
une augmentation de la phosphorylation Ser312 dans les oligodendrocytes, montrant un
possible lien entre 1’agrégation de 1’a-syn et la résistance a I’insuline en immunofluorescence.
Ceci est appuyé par le fait que, dans le striatum des souris PLP-syn, les niveaux de pIRS-1
Ser307 (qui correspond a la pIRS-1 Ser312 humaine) sont environ deux fois plus élevés en
comparaison au groupe contréle. De plus ’activation indirecte de la voie de I’insuline par
I’exénatide (un antidiabétique, analogue de GLP-1) diminue cette phosphorylation ainsi que
I’accumulation de la forme monomérique de I’a-syn et la neurodégénérescence des neurones

dopaminergiques de la SNc (Bassil et al., 2017).

Le but de cette troisiéme stratégie thérapeutique a été d’étudier I’effet d’un acteur connu pour
prendre part a la résistance a I’insuline et nous avons dans cette optique modulé 1’inhibition de
la kinase GRK2. Il a été¢ montré que cette kinase peut phosphoryler IRS-1 in-vitro en Ser307 et
que ses niveaux sont augmentés chez les individus présentant un syndrome métabolique et les
mode¢les animaux de diabéte. Son inhibition est, de plus, responsable d’une sensibilisation de

la voie de signalisation de I’insuline (voir partie résultats p94-95).

Dans un premier temps, nous avons mesurés les niveaux de GRK2 dans le tissu cérébral de
patients AMS, puis analysé 1’effet de son inhibition par une stratégie virale dans le striatum des

souris PLP-syn (voir partie résultats p95-96).

Les niveaux de GRK2 sont fortement diminués (-84%) dans le putamen des patients AMS,
augmentés dans le cortex frontal (2,3 fois plus) et inchangés dans le pont. Tous ces patients ont
été diagnostiqués comme présentant un phénotype AMS-P (voir matériel et méthodes p72) ;
nous nous attendions donc a voir des altérations dans le putamen et potentiellement moins
d’effet dans le pont et le cortex frontal. La résistance a ’insuline dans le putamen des patients
AMS n’est vraisemblablement pas médi¢e par GRK2 au vu de sa diminution. Des expériences
complémentaires en Western Blot seront effectuées pour déterminer les niveaux de pIRS-1
Ser312 dans le putamen, le cortex frontal et le pont des échantillons des patients AMS de cette
étude. De cette mani¢re, nous pourrons les comparer aux résultats obtenus par

immunofluorescence dans 1’é¢tude de (Bassil et al., 2017).




La surexpression du miARN dirigé contre GRK2 au niveau du striatum de la souris PLP-syn
induit une augmentation du nombre de neurones dopaminergiques et Nissl positifs de la SNc
(+19% et +20% respectivement) en comparaison au groupe contrdle surexprimant le miARN
scramble. La diffusion du virus permet une transduction de 48% du striatum et la surexpression
du miARN GRK?2 est capable de diminuer significativement la synthése de GRK2 (-21% en
comparaison au groupe PLP-syn ayant été injecté avec le miARN scramble) et la
phosphorylation IRS-1 en Ser307 (-37%). Cela confirme qu’une stratégie diminuant la
résistance a I’insuline est capable d’induire un effet neuroprotecteur dans le modele de souris
PLP-syn. S’il nous reste a déterminer si cet effet neuroprotecteur est couplé a une modification
du nombre de cellules positives a la forme agrégée de 1’a-syn (expérience en cours), cela n’est
en revanche pas dii a une diminution des niveaux de 1’a-syn monomérique qui ne sont pas

différents entre le groupe miARN scramble et le groupe miARN GRK2.

L’activation de la voie de signalisation de I’insuline induit une boucle de régulation négative
par mTORCI1 responsable, entre autres, de la phosphorylation d’IRS1 en Ser312 (voir Figure
36 ci-dessous, d’apres (Yoon, 2017)). La diminution de mTOR mesurée dans le putamen des
patients AMS laisse a penser que la résistance a I’insuline mesurée par (Bassil et al., 2017) ne

serait pas médi¢e par mTORCI.
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Figure 36 : Boucle de régulation négative par mTORCI1 de la voie de signalisation de
P’insuline

D’apres, Yoon et al. Nutrients 2017

Nous montrons dans cette étude, que la résistance a I’insuline mesurée dans 1’étude de (Bassil

et al., 2017) dans le putamen des patients AMS n’est probablement pas médiée par GRK2 car




ses niveaux sont diminués dans cette structure. Néanmoins, 1’inhibition de GRK2 via la
surexpression virale d’un miARN dans le striatum des souris PLP-syn induit une diminution de
la résistance a I’insuline striatale et montre un effet neuroprotecteur sur les neurones

dopaminergiques de la SNc.

A six semaines de vie, moment oul nous débutons les traitements dans les trois projets,
la neurodégénérescence des neurones de la SNc n’est pas encore détectable dans le modele
PLP-syn. Sachant que les patients AMS présentent déja une neurodégénérescence avancée au
moment du diagnostic, le plan expérimental que nous utilisons n’est pas parfait pour modéliser
la pathologie retrouvée chez ces patients mais se donne les plus grandes chances de montrer un
effet. Le modele PLP-syn ne permet pas d’analyser I’effet d’un traitement une fois la
neurodégénérescence amorcée car elle est trop faible pour distinguer un effet progressif. C’est
pourquoi la génération de modéles animaux présentant une neurodégénérescence importante et
progressive est un point crucial dans la modélisation de ’AMS. Le mode¢le de rat MBP-syn
généré dans notre étude présente ces caractéristiques au niveau des neurones dopaminergiques
de la SNc; il serait donc intéressant de déterminer I’effet des différentes stratégies

thérapeutiques sur ce mode¢le.

Jusqu’ici une seule stratégie thérapeutique utilisée en phase clinique a pu modifier le cours de
la maladie (MSC, voir introduction Tableau 4 p44) ; il est possible que la pathologie soit déja
trop avancée pour induire un véritable effet curatif. Il serait crucial de découvrir des
biomarqueurs qui pourraient potentiellement &tre utilisés pour diagnostiquer la maladie de
maniere précoce, a des stades ou les traitements potentiels seraient plus adaptés pour infléchir

le cours de la maladie.

Partie 111 : Etude de biomarqueurs d’intérét dans le LCR et le plasma des patients AMS

Dans cette troisiéme partie, nous avons cherché a caractériser des biomarqueurs d’intéréts dans
le sérum et le LCR de patients AMS et a corréler ces résultats avec les données cliniques
reflétant I’avancement de la pathologie. Ces biomarqueurs comprennent : 1’a-syn, des
marqueurs de la dégénérescence neuronale (NfL, tau), de I’inflammation (GFAP), de la voie de

dégradation protéique (UCH-L1), I’insuline et I’hémoglobine (servant de contrdle pour les




mesures d’a-syn), et TREM2. Pour plus de détails sur I’intérét spécifique de ces marqueurs,

voir partie résultats p104-107.

Les niveaux de NfL dans le sérum et le LCR sont respectivement 1,7 fois et 3,7 fois plus élevés
chez les patients AMS de I’é¢tude AFF009 et BIOAMS en comparaison aux sujets controles.
Ces résultats sont cohérents avec les différentes études analysant le NfL dans le LCR et le sérum
des patients AMS, montrant une nouvelle fois la robustesse de ce marqueur (voir Tableau 7 C
partie résultats p107 et plus récemment (Wilke et al., 2018, Hansson et al., 2017, Bacioglu
et al., 2016)).

A ce jour, aucune étude n’a rapporté de corrélation entre les concentrations du NfL dans le LCR
et les données cliniques ou la durée de maladie de I’AMS (Hall et al., 2012, Constantinescu
et al., 2010, Petzold et al., 2009), ce qui est cohérent avec nos résultats. En revanche, nous
avons observé une corrélation positive entre les niveaux de NfL dans le sérum et le score de
I’UMSARS 1, ainsi qu’avec 1’age des patients. Ce résultat est en contradiction avec une étude
qui n’a pas retrouvé d’effet de 1’age sur les concentrations sanguines de NfL chez les patients
AMS de la cohorte de Lund, bien que cet effet apparaisse en prenant en compte tous les groupes
étudiés (sujets controles, patients MP, AMS et autres MP atypiques) (Hansson et al., 2017).
Chez les souris transgéniques surexprimant la forme mutée de 1’a-syn AS3T, les niveaux de
NfL augmentent au cours du temps dans le LCR et le plasma avec une forte augmentation déja
visible a 2-4 mois de vie pour le LCR et a 6-8 mois pour le plasma (Bacioglu et al., 2016). Ces
résultats sont encourageant pour considérer le NfL. comme potentiel marqueur précoce des
synucléinopathies ; de plus 1’étude de (Hansson et al., 2017) sur des patients AMS récemment
diagnostiqués (0 a 3 ans apres le diagnostic), confirme 1’¢lévation du niveau de NfL dans le

sang.

Dans le LCR, les niveaux de NfL sont corrélés positivement avec tau, GFAP et UCH-LI1.
Plusieurs études montrent des niveaux élevés de tau dans le LCR des patients AMS en
comparaison aux sujets controles (voir Tableau 7 B partie résultats p105), le NfL et tau étant
tout deux des marqueurs de la dégénérescence neuronale, il n’est pas étonnant de retrouver une
corrélation positive entre les deux dans le LCR. La corrélation entre I’astrogliose et la
neurodégénérescence dans I’AMS a déja été montrée (Ozawa et al., 2004), ce qui est cohérent
avec la corrélation positive dans le LCR des niveaux de NfL et GFAP, dont la concentration
dans le LCR est connue pour refléter ’activation de 1’astrogliose (Dotevall et al., 1996). A ce

jour aucune étude n’a montré de modification des niveaux de GFAP dans le LCR des patients




AMS en comparaison aux sujets controles (Constantinescu et al., 2010) ; ici nous montrons
une possible corrélation entre les marqueurs de la dégénérescence neuronale et astrogliaux, les
niveaux de tau étant également corrélés positivement a ceux de GFAP. Les niveaux de UCH-
L1 dans le LCR sont également corrélés positivement avec ces trois autres marqueurs ; la seule
étude qui a déterminé les niveaux d’UCH-L1 dans le LCR des patients AMS ayant montré une
diminution de ces derniers en comparaison a un groupe controle, (Mondello et al., 2014), il

reste difficile de statuer sur son potentiel intérét.

Les niveaux de NfL dans le sérum sont corrélés négativement avec les niveaux d’insuline chez
les patients AMS. La source primaire d’insuline cérébrale étant celle synthétisée par le pancréas
(Bassil et al., 2014), des niveaux diminués d’insuline périphérique pourraient étre liés a une
possible diminution de son effet neurotrophique, ce qui pourrait expliquer sa corrélation
négative avec un marqueur de la neurodégénérescence. Les niveaux d’insuline sont aussi
corrélés négativement avec le marqueur GFAP, ce qui montre un possible lien entre la voie de
I’insuline et la régulation de la neuroinflammation dans I’AMS. Dans le LCR, le GFAP étant le
seul marqueur qui soit corrélé positivement avec 1’age des patients dans notre étude, il est
possible que le vieillissement ait un impact sur I’activité astrogliale dans I’AMS, bien que
I’é¢tude de (Constantinescu et al., 2010) n’ai pas montré cet effet dans une autre cohorte de
patients AMS ; des expériences complémentaires seraient nécessaires pour confirmer ou

infirmer cet effet.

L’a-syn dans le sérum des patients AMS ne corréle positivement qu’avec les niveaux
d’hémoglobine. L’ a-syn étant fortement exprimée dans les érythrocytes (Barbour et al., 2008),
il semble que la contamination de ces derniers ne permette pas d’analyser les niveaux d’a-syn
sériques sans biais. Dans le LCR, les niveaux d’a-syn sont négativement corrélés a la durée de
la maladie et 'UMSARS I1I. La plupart des études ayant analysé la durée et la sévérité de la
maladie ne permettent pas de penser que les niveaux d’a-syn du LCR sont corrélés avec ces
données cliniques (Hall et al., 2012, Mollenhauer et al., 2011, Mondello et al., 2014) ; une
seule a montré une corrélation positive avec le score Hoehn et Yahr (Aerts et al., 2012). Trop
peu d’études ont été menées en prenant en compte les données cliniques et en les corrélant aux
différents biomarqueurs potentiels de I’AMS, ce qui est explicable par la trés faible prévalence
de cette maladie. La majorité des études montrant une diminution de 1’a-syn dans le LCR des
patients AMS en comparaison a des sujets contrdles, notre résultat suggére que les niveaux d’a-

syn du LCR diminuent possiblement au cours du développement de la maladie, mais de




nouvelles études longitudinales sont nécessaires pour confirmer ou non ce résultat. Le
mécanisme de cette possible diminution étant inconnu, il nous est difficile d’interpréter les
corrélations positives que nous avons mesurés entre les niveaux d’a-syn et des protéines GFAP,

tau, UCH-L1 et TREM2 dans le LCR.

Une étude enrdlant de nombreux patients AMS sera nécessaire pour évaluer plus en profondeur

la relation entre le Nfl, ainsi que les autres biomarqueurs d’intéréts, et les données cliniques.

CONCLUSION
D ———————————————

Un des projets auquel j’ai participé pendant mon doctorat a permis la génération et la
caractérisation d’un nouveau modéle murin prometteur pour 1’étude des mécanismes
pathologiques de I’AMS. Suite a une injection stéréotaxique adénovirale dans le striatum, ce
modele de rat surexprime I’a-syn de maniére préférentielle au niveau des oligodendrocytes ce

qui induit :

e Une dysfonction motrice progressive qui n’est pas sensible a 1’administration de L-
Dopa,

o Une agrégation pathologique de 1’a-syn dans le striatum et la SN,

e Une dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la SNc et plus

tardivement des neurones striataux.

Cette stratégie a été reproduite dans un modele de primate non humain. Cependant, elle
présente une expression moins spécifique de 1’a-syn dans les oligodendrocytes qui n’induit pas
de neurodégénérescence des neurones striataux ou de la SNc. Ceci démontre I’importance du

choix du virus et du promoteur selon les différentes especes animales.

Le second objectif principal de ma thése a ét¢ d’étudier ’effet de stratégies
thérapeutiques ciblant 1’agrégation de ’a-syn et la résistance a I’insuline, caractéristiques
pathologiques de I’AMS, sur [’accumulation de 1’a-syn oligodendrogliale et la

neurodégénérescence que présente le modele de souris transgénique PLP-syn.




e Larapamycine, inhibiteur de mTORCI, lui-méme connu pour sa régulation négative de
I’autophagie, a montré un discret effet neuroprotecteur sur la dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la SNc¢ qui est possiblement lié a la diminution de la forme
agrégée de I’a-syn dans le striatum.

e Le nilotinib, composé qui a montré un effet sur la dégradation de I’a-syn in-vitro et in-
vivo dans des modéles de la MP, induit une diminution de la forme monomérique de
I’a-syn dans le striatum. En revanche, il n’a pas d’effet sur la forme agrégée de I’a-syn
ni sur la perte des neurones dopaminergiques de la SNc.

e L’inhibition de la kinase GRK2, impliquée dans la résistance a I’insuline proteége les
neurones dopaminergiques de la SNc.

e L’analyse de tissu putaminal de patients AMS a montré une diminution majeure des
niveaux protéiques de mTOR et de GRK2 en comparaison aux sujets sains. Il est donc
peu probable que ces protéines soient impliquées, respectivement, dans 1’agrégation
pathologique de I’a-syn et la résistance a I’insuline au niveau du putamen dans les stades
avancés de la maladie. Néanmoins, ces études montrent que la modulation de la
dégradation protéique et I’inhibition de la résistance a I’insuline sont potentiellement
responsables d’un effet neuroprotecteur ; il est maintenant important de découvrir des

acteurs spécifiques de ces voies qui pourraient étre ciblés dans I’AMS.

L’analyse du NfL dans le LCR et le sérum de patients AMS a confirmé sa robustesse en
tant que potentiel biomarqueur dans I’AMS. Nous avons montré qu’il corrélait positivement
avec les données cliniques (UMSARS I et durée de maladie), ainsi qu’avec des marqueurs de
la neurodégénérescence (tau) et de 1’astrogliose (GFAP), ce qui est cohérent avec les

phénomeénes pathologiques mesurés dans le tissu cérébral des patients AMS.

Nous avons également mis en évidence une possible relation entre la dégénérescence
neuronale et la diminution des niveaux d’insuline sérique, renforcant 1’idée d’une dérégulation

de la voie de I’insuline.
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