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Avant-propos

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est la maladie du motoneurone la plus répandue chez
I’adulte. Elle se caractérise par une dégénérescence des neurones moteurs corticaux situés au niveau
du cortex moteur et des motoneurones situés au niveau du tronc cérébral et de la moelle épiniére. La
dégénérescence de ces populations neuronales entraine la paralysie progressive du patient puis sa mort

dans les 2 a 5 années suivant le diagnostic.

La Démence FrontoTemporale (DFT) est la forme de démence la plus répandue apres la maladie
d’Alzheimer. Les patients présentent une atrophie des lobes frontaux et temporaux du cortex cérébral,

entrainant des troubles sociaux, émotionnels et linguistiques importants.

Il y a plusieurs années, la communauté scientifique a établi la notion de continuum entre ces deux
pathologies de par le recoupement des tableaux cliniques présentés par les patients. A ’heure actuelle,
environ 15% des patients atteints de SLA développent par la suite des symptdmes associés a la DFT et
inversement. Cette notion de continuum clinique est appuyée par des arguments génétiques. En effet,
un grand nombre de génes ont été au cours des années mis en évidence comme participant au
développement de ces deux pathologies. Le premier d’entre eux était CHMP2B, découvert en 2006.
Aujourd’hui, on appelle syndrome SLA-DFT, I’ensemble des caractéristiques cliniques, génétiques ou

histologiques communes a la SLA et a la DFT.

Si ces deux maladies, en particulier la SLA, sont trés étudiées de par la fatalité¢ de leur diagnostic, tres
peu de modeles animaux récapitulant a la fois les caractéristiques cliniques de la SLA et de la DFT ont
¢été générés, en dépit du nombre de patients atteint par ce syndrome. De surcroit, trés peu d’études

portent sur le gene CHMP2B, pourtant premier géne identifié¢ dans ce syndrome SLA-DFT.

Afin de comprendre les mécanismes pathologiques mis en place chez les patients SLA-DFT porteurs
d’une mutation au niveau de ce geéne, nous avons développé et caractérisé au sein du laboratoire un
nouveau modele murin dans lequel les souris transgéniques présentent des caractéristiques

phénotypiques, histologiques et biochimiques liées a ces deux maladies.

L’objectif de ma thése a été de déterminer I’'impact de 1’expression neuronale du mutant
CHMP2B™ " dans ce modéle murin afin de comprendre plus en détail les mécanismes mis en place

précocement et tardivement chez les patients porteurs de cette mutation.

La premicre partie de mon introduction portera sur la SLA et la DFT, de leurs aspects cliniques a la
notion de continuum les reliant puis décrira le processus autophagique et son lien avec la SLA et la

DFT. Enfin, je présenterai le role de CHMP2B dans la cellule et dans ce syndrome.

Les résultats que j’ai obtenus au cours de mon doctorat seront présentés sous la forme de trois articles

scientifiques portant respectivement sur 1’analyse des dérégulations transcriptomiques au niveau de la



moelle épiniére lombaire, 1’étude des altérations du processus autophagique et 1I’étude de 1’axe

neuromusculaire dans un modéle murin CHMP2Bmton3,

La derniére partic de mon manuscrit discutera de I’impact du mutant CHMP2B™™»  de ses
mécanismes pathologiques conduisant & la neurodégénérescence ainsi que du rdle central de

I’autophagie dans la SLA et la DFT.
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Introduction

I. Lesyndrome SLA-DFT
1. Aspects Cliniques

A.  La Sclérose Latérale Amyotrophique

a. Historique
La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative décrite pour la
premiére fois par le neurologue frangais Jean-Martin Charcot en 1869. Le terme « sclérose » fait
référence au durcissement et a la dégénérescence de la moelle épiniére observés sur les tissus post-
mortem des patients, « latérale » définie la zone dans laquelle la dégénérescence survient et enfin
« amyotrophique » se réfere a la faiblesse et a I’atrophie musculaires retrouvées chez les patients.
Cette maladie, restée méconnue apres son premier diagnostic, est devenue populaire lorsque le joueur

de base-ball Lou Gehrig en est mort en 1941.

Aujourd’hui, la SLA se caractérise par la dégénérescence conjointe des neurones moteurs corticaux au
niveau du cortex moteur et des motoneurones bulbaires et spinaux localisés respectivement au niveau
du bulbe rachidien et de la moelle épini¢re. Elle entraine une paralysie progressive des patients
entrainant leur mort par insuffisance respiratoire dans les 2 a 5 ans suivant leur diagnostic. Il n’existe a

ce jour aucun traitement curatif a cette pathologie.

b. Epidémiologie

e Incidence et prévalence

La SLA est la maladie neurodégénérative la plus répandue aprés les maladies d’Alzheimer et de
Parkinson. Elle affecte en moyenne chaque année 1 & 3 nouveaux individus pour 100.000 en Europe et
en Asie et entre 1 et 2 individus pour 100.000 en Amérique (Boumediene et al., 2011, Chio et al., 2013,
Talbot, 2002, Zarei et al., 2015). La prévalence de la SLA varie peu en fonction de la zone géographie,
avec entre 4 et 8 individus atteints pour 100.000 en Europe et entre 2 et 3 individus atteints pour
100.000 en Amérique et en Asie avec néanmoins une prévalence plus forte au Japon (11,2/100.000).
La SLA affecte Iégerement plus les hommes que les femmes avec un ratio d’incidence homme/femme

d’environ 1,35/1 (Abhinav et al., 2007, Chio et al., 2009b, Group, 1992, Vazquez et al., 2008).

e Facteurs de risque

Il existe un certain nombre de parametres qui influencent différemment les probabilités de chacun de
développer une SLA. Certains de ces parametres sont dits endogénes et vont directement dépendre de

la génétique. D’autres, exogénes, sont liés a I’environnement et aux conditions de vie de I’individu.



Facteurs endogénes

Les facteurs endogenes sont principalement en lien avec des mutations ponctuelles ou héritées mais
pas seulement car comme nous avons pu le voir précédemment, les hommes présentent une incidence
plus forte que les femmes, soulevant 1I’hypothése d’un facteur endogene en lien avec le sexe. De méme,
les antécédents médicaux d’un individu peuvent le prédisposer a la SLA. C’est le cas pour certaines

maladies auto-immunes comme la polymyosite et I’asthme (Turner et al., 2013).

Facteurs environnementaux

En plus de ces causes endogenes, il en existe d’autres exogeénes dont I’impact, bien qu’incertain d’un

individu a I’autre, semble en lien avec la SLA. Ces facteurs sont dits environnementaux.

M¢étaux lourds et pesticides :

Plusieurs études ont montré 1’impact négatif de 1’exposition prolongée et répétée aux métaux lourds et
aux pesticides dans le développement de la SLA, notamment chez les individus exer¢ant un métier en
lien avec les exploitations agricoles ou les élevages d’animaux (Furby et al., 2010) avec encore une
fois, un effet plus marqué chez les hommes (Morahan and Pamphlett, 2006). Parmi les métaux dont
I’exposition semble prédisposer a la SLA, il y a le sélénium (Vinceti et al., 2010) retrouvé en quantité
importante dans le liquide céphalorachidien (LCR) de patients (Vinceti et al., 2013) mais aussi le
cadmium (Bar-Sela et al., 2001) et le plomb (Kamel et al., 2005).

Tabagisme et consommation d’alcool :

Plusieurs études sur des cohortes européennes et américaines ont montré que le tabagisme augmente le
risque de développer la SLA. En effet, il semblerait que la durée de consommation de cigarettes
favorise le développement de la SLA. En revanche, concernant le nombre de cigarettes consommeées
quotidiennement ainsi que le temps d’abstinence, les résultats divergent en fonction des études (Gallo
et al., 2009, Nelson et al., 2000). Ces données sont toutefois relatives et certains facteurs sont a
prendre en considération comme 1’origine géographique des patients. En effet, Pamphlett et al ont
réalisé quelques années plus tard une étude similaire sur une cohorte australienne plus importante en
séparant hommes et femmes. Dans cette étude, I’effet du tabac dans le développement de la SLA n’a
pas pu étre établi. Tout comme pour le tabagisme, les études épidémiologiques basées sur le lien entre
consommation d’alcool et risque de développer la SLA sont parfois contradictoires. Néanmoins, un
effet plutot protecteur de 1’alcool ressort de la globalité des études réalisées (D'Ovidio et al., 2018, de
Jong et al., 2012, Huisman et al., 2015).

Sport :
Le lien entre le sport et le développement de la SLA n’est actuellement pas clair. Cette hypothése
émane du constat qu’un certain nombre de sportifs professionnels aient été diagnostiqués pour cette

maladie malgré sa faible incidence. C’est le cas du tres célebre Lou Gehrig et du tennisman frangais



Jérome Golmard, décédé en 2017. Mais cela vient également du fait qu’un grand nombre de patients
SLA présentaient une importante activité sportive durant leurs études (Scarmeas et al., 2002). En
dépit de ces observations, aucune étude n’est parvenue a démontrer qu’une activité sportive intense
représentait un facteur exogéne de la SLA (Huisman et al., 2013). Il est toutefois un sport pour lequel
le lien a été fait, il s’agit du football. En effet, une étude dirigée par Gabrielle Mora en 2005 a montré
un grand nombre de décés en lien avec la SLA dans une population de footballeurs italiens (8 sur 375)
(Chio et al., 2005). Cette relation n’a en revanche jamais été étendue a d’autres pays ni a d’autre sports,
soulevant I’hypothése de facteurs indirectement liés au football comme le dopage ou les pesticides

présents sur les pelouses (Chio et al., 2009a).

c. Tableau clinique

e Symptdmes moteurs

La SLA se présente sous 3 formes, définies en fonction du site d’apparition des symptomes moteurs

(Figure 1).

La forme spinale représente 2 cas sur 3. Les patients présentent des fasciculations (contractions
involontaire de fibres musculaires) et des crampes au niveau des membres inférieurs ou supérieurs
précédant une faiblesse et une atrophie musculaires. Une spasticité se met progressivement en place et
plus tard, les patients présentent des spasmes en réponse a l’activation excessive de I’arc réflexe
myotatique. Cet arc réflexe correspond a la contraction spontanée d’un muscle en réponse a son

étirement.

La forme bulbaire se caractérise par des difficultés d’expression et de déglutition ainsi qu’une
faiblesse au niveau de la langue, avant le développement tardif de troubles musculaires au niveau des

membres.

Enfin, la forme respiratoire, qui est rare et ne touche que 5% des patients, n’entraine aucun des
symptomes des deux autres formes. Ici, les patients souffrent de troubles respiratoires et
d’hypoventilation nocturne a I’origine de troubles du sommeil, de maux de téte et d’irritabilité

(Kiernan et al., 2011, Vucic and Kiernan, 2007, Wijesekera and Leigh, 2009).
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Figure 1: Les trois formes de SLA

La forme spinale, touchant 2 patients sur 3, entraine une apparition de troubles moteurs au niveau des
membres alors que la forme bulbaire (30% des cas) se caractérise par une atteinte des muscles faciaux.
Dans la forme respiratoire, les patients souffrent principalement d’insuffisance respiratoire.

Ces symptdmes moteurs surviennent suite a la dégénérescence des neurones moteurs corticaux situés
dans le cortex moteur et des motoneurones bulbaires (dans le bulbe rachidien) et spinaux (dans la
moelle épiniére). D’un point de vue musculaire, les patients présentent des fasciculations ainsi que des
crampes et une hypotonie qui sont la conséquence de la dégénérescence des motoneurones bulbaires et
spinaux. Un phénoméne de spasticité se met également en place suite a la dégénérescence des
neurones moteurs corticaux (Figure 2). Ce phénomeéne serait 1ié a la perte d’une sous-population
neuronale, les neurones sérotoninergiques, et retarderait 1’apparition des symptomes (El Oussini et al.,

2017).
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Figure 2 : Dégénérescence des neurones moteurs corticaux et motoneurones dans la SLA

Les neurones moteurs situ¢s dans le cortex moteur contactent les motoneurones bulbaires et spinaux.
Les motoneurones bulbaires commandent les muscles faciaux alors que les motoneurones spinaux
innervent les muscles du tronc et des membres. La SLA se caractérise par la dégénérescence de ces
trois types de neurones.

e Altérations métaboliques

Ces troubles moteurs s’accompagnent également d’altérations métaboliques. Environ deux tiers des
patients atteints de SLA sont hypermétaboliques et présentent une dépense énergétique au repos plus
importante que celle observée chez des individus sains (Desport et al., 2001, Funalot et al., 2009). Des
analyses par IRM (imagerie par résonnance magnétique) ont également mis en évidence une
redistribution de la masse grasse chez les patients SLA, avec une augmentation de la quantité de masse
grasse viscérale dont la quantité est positivement corrélée au score ALSFRS (Voir section I.1.A.e.
Pronostic et évaluation de la progression de la maladie). La quantité de masse grasse sous-cutanée
correle également positivement avec le score ALSFRS et la survie des hommes atteints de SLA
(Lindauer et al., 2013). Des troubles lipidiques sont observables au niveau circulatoire avec une

augmentation des quantités de cholestérol et de LDL (low-density lipoprotein). Le rapport LDL/HDL



augmente également chez les patients. Dans la méme étude, il a ét€ montré que les patients présentant
une hyperlipidémie (rapport LDL/HDL au-dessus de la moyenne des patients SLA) avaient un poids,
un IMC (indice de masse corporelle) et une espérance de vie supérieurs a ceux des patients présentant
un rapport LDL/HDL faible, suggérant un effet protecteur de cette hyperlipidémie (Dupuis et al.,
2008). Cette induction du métabolisme lipidique est associée a une augmentation de la quantité des
corps cétoniques dans le sérum et le LCR des patients (Blasco et al., 2010, Kumar et al., 2010). Ces
corps cétoniques sont formés au niveau du foie a partir d’acétyl-coenzyme A et peuvent servir de
source d’énergie. Le métabolisme des carbohydrates est également impacté puisque les patients SLA
présentent une insulino-résistance (quantités de glucose et d’insuline circulants plus importantes)

(Figure 3) (Pradat et al., 2010).

L’ensemble de ces données semblent indiquer que les patients SLA présentent une répression du
métabolisme glucidique, entrainant une induction compensatoire du métabolisme lipidique afin de
fournir 1’énergie nécessaire au fonctionnement des cellules. Cela expliquerait la survie plus longue des

patients SLA présentant une hyperlipidémie.

o SLA et troubles comportementaux
Associés a ces symptomes moteurs qui sont indispensables au diagnostic des patients, de plus en plus
d’études montrent que certains patients atteints de SLA développent également des troubles
comportementaux en lien avec des formes de démences notamment la DFT (Figure 3) (Flaherty-Craig
et al., 2006, Grossman et al., 2007, Strong et al., 1999). Ces altérations comportementales se
retrouvent plus fréquemment dans les formes bulbaires (associées aux troubles du langage) (Bak and

Hodges, 2004).

Figure 3 : Continuum clinique entre la SLA et la DFT

Certaines altérations métaboliques sont retrouvées chez les patients atteints de SLA, de DFT ou de
SLA-DFT comme une insulino-résistance. IMC= indice de masse corporelle; TC= troubles
comportementaux. Image adaptée de (Ahmed et al., 2016).



d. Diagnostic

e « Fl Escorial World Federation of Neurology » et « Critéres Awaji »

Le diagnostic est un véritable probléme dans cette maladie. Son établissement nécessite un temps trés
long (entre 10 et 18 mois) en comparaison de la survie moyenne des patients qui est estimée entre 2 et
5 ans apres diagnostic. Ce délai tient en grande partie a 1’hétérogénéité importante des symptomes liés
a la SLA. De plus, certains symptomes de la SLA sont communs & d’autres maladies appelées « ALS
mimic syndrome » comme la maladie de Kennedy qui affecte uniquement le muscle et le motoneurone

principalement chez les hommes (maladie récessive liée au chromosome X) (Traynor et al., 2000).

Cependant, en 1994 « El Escorial World Federation of Neurology » a posé les bases des critéres au
nombre de 3, établissant une SLA chez un patient. Tout d’abord, le patient doit présenter des signes de
dégénérescence des motoneurones associés a une dégénérescence des neurones moteurs corticaux ainsi
qu’une propagation progressive des symptdmes dans une région du corps, le tout en absence de signes
¢lectrophysiologiques ou de neuro-imagerie d’une autre pathologie neurodégénérative. En fonction du
tableau clinique que les patients présentent, on peut parler de :

-SLA possible, lorsque les signes cliniques de dysfonction au niveau des neurones moteurs corticaux
ou des motoneurones sont localisés dans une seule région ou quand les signes dysfonctionnels en lien
avec les neurones moteurs corticaux sont retrouvés dans plusieurs régions.

-SLA probable, lorsque les symptomes en lien avec ces deux populations neuronales sont mis en
¢vidence dans au moins deux régions.

-SLA établie, si les symptomes en lien avec ces deux populations neuronales sont retrouvés dans au

moins deux régions spinales et une région bulbaire ou trois régions spinales.

En 2008, une réévaluation de ces critéres a €té opérée portant le nom de « Critéres Awaji ». Cette
révision visait a diagnostiquer de manicre plus précoce les patients. Par la suite, plusieurs études
basées sur ces deux méthodes ont démontré de meilleures sensibilité (faux positif) et spécificité (faux
négatif) des critéres Awaji dans le diagnostic des individus atteints ou non de la SLA. Les critéres
¢tablis puis revisités peuvent €tre mis en lumiére par différentes approches décrites ci-dessous.
(Brooks et al., 2000, Costa et al., 2012, de Carvalho et al., 2008, Geevasinga et al., 2016, Miller et al.,
1999).

e Examens cliniques

L’électromyographie (EMG)

Ce test consiste a étudier I’activité électrique spontanée du muscle. Il permet de mettre en évidence un
dysfonctionnement des motoneurones dans une région symptomatique ou non. Les résultats EMG
d’un patient SLA montreront des fibrillations (contractions spontanées et anarchiques des fibres

musculaires) et des fasciculations conséquentes a une dénervation.
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En plus de I’examen EMG classique, les signes d’une dénervation peuvent étre montrés par plusieurs

autres tests comme :

-’EMG sur fibre unique

-’analyse d’amplitude et la décomposition de '’EMG
-I’estimation du nombre d’unités motrices.

Ce test seul ne permet pas de poser le diagnostic du patient mais permet de I’orienter, en ¢liminant
d’autres pathologies motrices comme le syndrome pyramidal (upper motor neuron syndrome) dans

lequel les patients ne présentent pas d’activité spontanée du muscle conséquente a une dénervation.

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L’IRM est une technique non invasive permettant d’étudier la structure en 2 ou 3 dimensions de tissus
mous comme le cerveau ou la moelle épiniére. Il s’agit d’une technique communément employée pour
le diagnostic de la SLA. Des études ont montré chez des patients déja diagnostiqués pour la SLA, une
réduction de la densité de la matiére grise au niveau de plusieurs structures comme le cortex moteur
mais également ’hippocampe droit et le cortex insulaire droit. Cette asymétrie reflete la latéralité
initiale des symptomes mais ne désigne pas nécessairement le c6té du corps le plus atteint au cours de
la maladie. Il a également été montré que le site d’apparition de la maladie au niveau des membres
inférieurs ou supérieurs n’était pas lié a la prédominance d’un membre par rapport a 1’autre (Devine et
al., 2013). Progressivement, ces altérations asymétriques se reproduisent dans 1’autre hémisphére. On
observe également une réduction de 1’épaisseur globale des couches corticales. Cependant, ces
altérations n’ont été détectées que chez les patients présentant des symptomes moteurs (Bede and

Hardiman, 2018, Simon et al., 2017).

Biomarqueurs

L’identification de biomarqueurs dans le sang et le LCR représente un enjeu important dans le
diagnostic de cette pathologie. En effet, beaucoup d’études portent sur la découverte de biomarqueurs
permettant un aiguillage plus rapide vers le bon diagnostic. De nombreux marqueurs sé€riques ont été
mis en évidence chez les patients, principalement des médiateurs inflammatoires comme les
immunoglobulines de type G (IgG), le TGFp, HMGBI1 ou des chimiokines (MCP1) (Houi et al., 2002,
Hwang et al., 2013, Tlzecka et al., 2002, Simpson et al., 2004). Les patients atteints de SLA présentent
¢galement une concentration plus élevée en marqueurs de stress oxydatif comme le malondialdéhyde
ou le 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (Blasco et al., 2017). Enfin, une étude a montré que la
concentration sérique en certains acides-aminés, comme la valine ou la leucine était plus faible chez
les patients SLA (Ilzecka et al., 2003).

L’autre source de biomarqueurs diagnostiques est le LCR, avec notamment le plus connu et étudié :

les chaines 1égéres du neurofilament dont la quantité augmente fortement chez les patients SLA (Gille
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et al., 2018). Récemment, une méta-analyse a ét¢ menée, compilant les données protéomiques de 11
publications menées sur le LCR de patients diagnostiqués pour la SLLA. Le recoupement de ces
données a permis de mettre en évidence 10 protéines dont la quantité était modifiée dans le LCR de
patients dans au moins 2 cohortes indépendantes. Parmi ces protéines, on trouve CYSC (cystatin ¢), un
inhibiteur de protéase aux propriétés neuroprotectrices dont la quantité diminue chez les patients. On
observe également une diminution de VGF (VGF nerve growth factor inductible), facteur neuronal
intervenant dans la plasticité synaptique et les troubles dépressifs (Barschke et al., 2017, Jiang et al.,
2017). On retrouve des différences au niveau des concentrations des MMP2 et MMP9
(métalloprotéinases matricielles), respectivement augmentée et diminuée dans le LCR des patients
SLA (Niebroj-Dobosz et al., 2010). Le facteur gliale GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor) est
¢galement augmenté dans le LCR des patients SLA (Grundstrom et al., 2000). Enfin, plusicurs études
ont montré une augmentation des concentrations en ascorbate et en glutamate dans le LCR des patients

SLA (Blasco et al., 2013, Spreux-Varoquaux et al., 2002).

Un dernier type de biomarqueurs a été étudié ces dernicres années, il s’agit des microARN. Les
données récemment publiées montrent une augmentation de la proportion des petits ARN (moins de
40 nucléotides) dans le plasma des patients SLA et plus particulierement, une dérégulation de
plusieurs dizaines d’entre eux, notamment miR-206, induit dans le sang de patients et dans celui de

souris SOD19%*A (Takahashi et al., 2015, Toivonen et al., 2014, Waller et al., 2017).

La limite de ces biomarqueurs est double. Premiérement, certains sont également retrouvés dans
d’autres maladies neurodégénératives comme MCP1 ou les chaines 1égéres du neurofilament chez
certains patients Alzheimer (Fenoglio et al., 2004, Mattsson et al., 2016). Ensuite, la plupart de ces
marqueurs ne sont induits ou réprimés qu’a des stades symptomatiques, dés lors, ils ne permettent pas
d’agir en amont du développement des symptdmes. Leur principal intérét est d’entériner ou non le

diagnostic de SLA chez des patients présentant des symptomes moteurs proches de ceux d’une SLA.

Biopsie musculaire

11 est également possible de réaliser une biopsie musculaire afin de mettre en évidence une dénervation
du muscle ainsi qu’une atrophie des fibres musculaires par histologie. Des études ont montré que le
muscle était également une source de biomarqueurs diagnostiques de la SLA. On observe une
induction de NOGO A (neurite outgrowth inhibitor A) associée a une diminution de NOGO C ainsi
que l’induction d’autres génes comme CHRNAI (cholinergic receptor nicotinic alpha 1 subunit),
CHRNG et MYOG (myogenin) au niveau du muscle deltoide des patients SLA (Dupuis et al., 2002,
Pradat et al., 2012). Néanmoins, la douleur occasionnée par ce prélévement ne le rend pas

indispensable.
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e. Pronostic et évaluation de la progression de la maladie

e Facteurs pronostiques

Si aucun des facteurs cités précédemment ne permet actucllement d’établir un diagnostic rapide de la
maladie, il existe en revanche de nombreux facteurs pronostiques qui influencent sa progression. C’est
le cas de I’age d’apparition des symptomes qui est inversement proportionnel a la survie du patient, de
I’indice de masse corporel (IMC) et de la spirométrie, c’est-a-dire la capacité pulmonaire des patients.

Ces deux derniéres composantes sont positivement corrélées a I’espérance de vie des patients.

La forme de SLA intervient également dans le pronostic. En effet, il a ét¢ montré que les patients
atteints de formes spinales ont une espérance de vie supérieure a ceux atteints de formes bulbaires. Les

formes respiratoires quant a elles présentent la progression la plus rapide.

Certains de ces paramétres peuvent également en influencer d’autres comme 1’age d’apparition des
symptomes, qui, lorsqu’il est élevé (supérieur a 70 ans), donne plus fréquemment lieu a des formes
bulbaires. Le délai nécessaire a 1’établissement du diagnostic permet également d’estimer 1’évolution
de la maladie. En effet, les patients les plus rapidement diagnostiqués sont ceux présentant une

évolution de la maladie plus rapide, et donc auront un pronostic défavorable.

Enfin, de nombreux facteurs inhérents aux conditions de vie de chaque patient entrent en compte dans
1I’évolution de la pathologie comme le statut nutritionnel, méme si aucune étude n’a encore réellement
traité¢ de ce paramétre (Bourke et al., 2006, Chio et al., 2002, Czaplinski et al., 2006, Haverkamp et al.,
1995, Louwerse et al., 1997, Moura et al., 2015, Traxinger et al., 2013, Tysnes et al., 1991).

e [’ALSFRS-R

L’évaluation des symptomes et I’évolution de la pathologie peuvent étre suivies par 1’« Amyotrophic
Lateral Sclerosis Functionnal Rating Scale Revised» (ALSFRS-R). II s’agit d’une échelle d’évaluation
des capacités motrices d’un patient atteint de la SLA. Ce questionnaire permet de mesurer le handicap
moteur du patient et de suivre la progression de ce handicap. Les données récoltées permettent aussi au

patient d’estimer son espérance de vie (Cedarbaum et al., 1999) (Figure 4).
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4. Ecriture

4. normale
3. lente et imprécise mais compréhensible

2. tous les mots ne sont pas compréhensibles

1. tient un stylo mais incapable d’

0. incapable de tenir un stylo

3. autonome mais avec efficacité diminuée

2. assistance occasionnelle ou substitution

ance d’une tierce personne requise

0. assistance permanente totale

6 Préparation des aliments

4. normale

3. lente et maladroite mais seul

. aide occasionnelle pour couper les aliments
1. les aliments sont préparés mais mange seul

0. doit é&tre nourri

Figure 4 : Tableau de I’ALSFRS-R

L’utilisation de ce tableau permet aux patients atteints de SLA de déterminer leur score ALSFRS-R.
Ce score est inversement proportionnel au degré de leur handicap. Les différents critéres sont
regroupés en 4 catégories qui sont les symptomes bulbaires, la motricité globale, la motricité fine et les
symptdmes respiratoires (Adapté de (Cedarbaum et al., 1999)).
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f. Thérapies

e Traitements médicamenteux

Actuellement, il existe deux agents thérapeutiques destinés aux patients atteints de la SLA :
Le riluzole :

Développé dans les années 1950 comme relaxant musculaire, puis utilisé en tant qu’agent
anticonvulsant ou tout simplement neuroprotecteur, le riluzole a été officiellement approuvé par la
« Food and Drug Administration » (FDA) pour le traitement de la SLA en 1995. 1l s’agit du premier
traitement mis au point pour la SLA et, méme si ses effets soient controversés, un grand nombre de

patients I’utilise (Doble, 1996).

Bien que certains de ses effets soient bien caractérisés, les mécanismes d’action de cette molécule ne
sont pas encore parfaitement compris. Le riluzole réduit 1’excitotoxicité glutamatergique en
augmentant 1’expression et I’activité des transporteurs de types TAAE (transport des acides-aminés
excitateurs) dans des cultures primaires d’astrocytes murins (Carbone et al.,, 2012). Cela limite
I’activation des neurones postsynaptiques associée a la libération massive de calcium intra-neuronale.
Le riluzole permet également de réduire la libération de glutamate au niveau de la fente synaptique et
inhibe les récepteurs non NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique) glutamatergiques (Bellingham, 2011,
Cheah et al., 2010).

Les effets du riluzole sur la survie des patients sont plutot faibles de par I’importante hétérogénéité des
réponses au traitement. En moyenne, il augmente I’espérance de vie des patients de 2 a 3 mois. Le
riluzole semble avoir un effet plus marqué dans les formes bulbaires que dans les formes spinales.
Dans une ¢étude sur des patients italiens, le riluzole a permis la réduction de la mortalité durant la
premiére année de traitement. En revanche, au-dela de 18 mois de traitement, le taux de mortalité était

le méme dans les groupes placebo ou riluzole (Miller et al., 1996, Zoccolella et al., 2007).

De plus, cet agent thérapeutique présente des effets secondaires non négligeables. En effet, le riluzole
provoque chez la plupart des patients des effets indésirables parmi lesquels les plus fréquents sont

somnolence, nervosité, anorexie, maux de téte et anxiété (Groeneveld et al., 2003).
L’Edaravone :

Déja connu pour son role neuroprotecteur dans les cas de 1ésions cérébrales, I’Edaravone a été
approuvé dans le cadre de traitement de la SLA au Japon en 2015 et aux Etats-Unis en 2017. 11 s’agit
d’un antioxydant peu spécifique permettant 1’élimination de radicaux libres naturellement générés par
les cellules (Higashi et al., 2006). Des études ont montré son fort potentiel antioxydant par rapport a
d’autres molécules de ce type comme le trolox, 1’analogue hydrosoluble de la vitamine E, un

antioxydant naturel. Les essais cliniques en double aveugle ont mis en évidence un score ALSFRS
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plus élevé ainsi qu’un meilleur maintien des capacités pulmonaires des patients traités a 1’Edaravone
(Group, 2017, Kamogawa and Sueishi, 2014, Kikuchi et al., 2009, Lapchak and Zivin, 2009, Rothstein,
2017).

e Thérapie non médicamenteuse

En paralléle des agents pharmacologiques, il a été développé tout un panel de thérapies non
médicamenteuses permettant d’améliorer les conditions de vie des patients, voire d’allonger leur

espérance de vie.

L’exercice :

L’exercice physique, en fonction de sa nature et de son intensité, peut avoir des effets bénéfiques ou
néfastes sur la santé des patients. En effet, il est recommandé aux patients une activité physique
modérée. Des études ont montré dans des modeles murins de SLA une survie et des performances
motrices supérieures chez les souris pratiquant une activité physique modérée par rapport a une
activité intense ou une inactivité (Carreras et al., 2010, Kirkinezos et al., 2003, Mahoney et al., 2004).

Les exercices d’aérobies permettent d’améliorer les fonctions cardiaques et pulmonaires. Deforges et
al ont notamment démontré que la natation avait un impact positif sur la survie des motoneurones et
retardait 1’apparition des symptdmes dans un modele murin de SLA (Deforges et al., 2009). Dans ce
méme modele, I’effet bénéfique de la natation a également été observé au niveau musculaire, avec une
induction du métabolisme glucidique et une diminution du stress oxydatif (Desseille et al., 2017, Flis
et al., 2018). Les types d’exercices recommandés sont les étirements, qui permettent de soulager les
crampes musculaires et de limiter les douleurs et la rigidit¢ des muscles. Des mouvements des
articulations sont également conseillés si le patient en est capable. En revanche, les exercices de

renforcement sont fortement déconseillés, provoquant des effets délétéres sur sa santé.

La nutrition :
La malnutrition ou la sous-nutrition sont deux problémes majeurs rencontrés par les patients atteints de
SLA, la dépression ou les difficultés de déglutition les favorisant. C’est pourquoi le statut nutritionnel
des patients doit étre suivi avec rigueur. Plusieurs méthodes permettent d’évaluer ce parameétre. Cet
examen commence généralement par une description de son alimentation par le patient mais sa
difficult¢ a parler ou son estimation approximative rendent cette analyse insuffisante. Aussi, cet
examen se compléte par 1’évaluation de 4 parametres : (Desport et al., 1999, Desport et al., 2000,
Frisancho, 1981) :
-La perte de poids

-L’indice de masse corporelle (IMC=masse/taille?)
-L’épaisseur cutané du triceps (évaluation de la masse grasse).

-La circonférence des muscles des avant-bras (évaluation de la masse maigre)
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A cela viennent parfois s’ajouter deux examens considérés comme facultatifs de par les désagréments
qu’ils causent aux patients. Le premier d’entre eux, 1’ « analyse d’impédance bioélectrique » (AIB)
permet de mesurer la résistance du corps par application d’un courant électrique. Cette résistance est
directement corrélée a la composition du corps en masses grasse et maigre. Ensuite, 1’absorptiométrie
biphotonique a rayons X consiste a mesurer 1’absorption de rayons X d’un corps. Comme pour I’AIB,
cette valeur donnera une estimation des masses grasse et maigre du patient. Généralement, les patients

atteints de SLA présentent une diminution de la masse maigre (Nau et al., 1995).

En plus de ces suivis, il existe une méthode utilisée a partir d’une certaine avancée de la pathologie
(diminution trop importante de I’'IMC, perte de poids, fonctions respiratoires insuffisantes) appelée la
nutrition entérale. Il s’agit d’un mode d’administration des aliments autre qu’oral. Dans le cas de la

SLA, on utilise principalement la gastrostomie endoscopique percutanée (Greenwood, 2013).
B. La Démence FrontoTemporale

a. Historique
La Démence FrontoTemporale (DFT) est une maladie neurodégénérative dont le premier diagnostic
remonte a 1892. Le médecin auteur du diagnostic, Arnold Pick, a nommé ce syndrome la maladie de
Pick. Son patient présentait une aphasie et une démence présénile, ainsi qu’une atrophie des lobes
corticaux. Par la suite, au vue de la signature histopathologique de la maladie, elle a été renommée

Démence FrontoTemporale ou Démence Lobaire FrontoTemporale.

b. Epidémiologie

e Incidence et prévalence

La DFT est la forme de démence la plus répandue aprés la maladie d’ Alzheimer. Elle est dite présénile
car elle se déclare préférentiellement chez les individus agés de moins de 65 ans. Sa prévalence varie
en fonction des zones géographiques. En Italie, elle est de 30 pour 100.000 individus agés de 45 a 65
ans (Borroni et al., 2011), de 15 individus pour 100.000 en Angleterre (Ratnavalli et al., 2002) dans
une population de moins de 65 ans et encore plus faible aux Pays-Bas (9.4/100.000) (Rosso et al.,
2003b) et au Japon (2/100.000) (Ikejima et al., 2009). On dénombre en moyenne 2 a 4 nouveaux cas
de DFT par an pour 100.000 individus (Coyle-Gilchrist et al., 2016, Knopman et al., 2004, Mercy et
al., 2008). Le lien entre la prévalence de la maladie et le sexe des individus n’a pas été clairement mis
en évidence. Cependant, il semblerait que dans certains cas génétiques, notamment des mutations au
niveau du géne PGRN (progranulin), les femmes soient davantage prédisposées a la DFT que les

hommes (Curtis et al., 2017, Hogan et al., 2016).
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e Facteurs de risque

Comme pour la SLA, le principal facteur endogéne lié a la DFT est la génétique que je détaillerai plus
tard. Les traumatismes craniens et le diabéte sont deux facteurs prédisposant a la DFT. En revanche,
I’hypertension ou encore I’hyperlipidémie n’ont pas d’impact sur le développement de la DFT.
(Golimstok et al., 2014, Kalkonde et al., 2012). De maniére générale, les risques de développer des
démences préséniles sont plus élevés chez les individus présentant de faibles aptitudes
cardiovasculaires ou de faibles performances intellectuelles (Nyberg et al., 2014). Cependant, de par la
rareté des patients, trés peu d’études concernant les facteurs environnementaux ont été menées, ces
derniéres ne montrant pas d’effet des pesticides, du tabac ou de la consommation d’alcool sur
I’incidence de la DFT (Rosso et al., 2003a). Que ce soit pour la DFT ou les démences dans leur
ensemble, les résultats des différentes études semblent étre en désaccord, soulevant I’hypothése d’un

effet synergique de plusieurs facteurs (Forster et al., 1995, McLachlan et al., 1996).

c. Tableau clinique
La DFT a tout d’abord été caractérisée, d’un point de vue histologique par une atrophie progressive de
la partie antérieure du cerveau et plus particuliérement des lobes frontaux et temporaux du cortex
cérébral, de I’hippocampe, du cortex cingulaire et du cortex insulaire (Boccardi et al., 2003, Frisoni et
al.,, 1996, Laakso et al., 2000, Rosen et al., 2002). Cette dégénérescence est asymétrique et de
I’hémisphére le plus précocement atteint peut dépendre la nature des troubles phénotypiques du patient.
Une dégénérescence plus prononcée de 1’hémisphére droit semble induire plus fréquemment chez les
patients des troubles sociaux comme la perte d’empathie ou la maladresse sociale. La dégénérescence
de I’hémisphére gauche est davantage associée a des troubles aphasiques comme une difficulté a
trouver ses mots (Thompson et al., 2003). En fonction des zones les plus atteintes et donc les plus
atrophiées, les symptdmes des patients vont étre différents. Ce spectre complexe de troubles

comportementaux a donné 4 formes de DFT :
e La variante comportementale (Behavior variant FrontoTemporal Dementia) :

Cette forme de DFT est la plus répandue. Elle représente environ 60% des cas. Les patients
développent progressivement des troubles sociaux comme une désinhibition (comportement
inapproprié, impulsivité, absence de géne), une perte d’empathie, de 1’agressivité, une négligence de
I’hygiéne mais aussi des changements émotionnels (apathie, dépression, irritabilité) ou des
modifications du comportement alimentaire (suralimentation, absence de discrimination des aliments)

ainsi que des stéréotypies comportementales.
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Les trois autres formes sont regroupées sous le nom d’aphasie primaire progressive (APP) :
e La variante grammaticale:

Dans cette forme d’APP, la plupart des symptomes décrits ci-dessus sont absents hormis I’irritabilité
et I’apathie. Cette forme de DFT est reconnaissable par les troubles linguistiques développés par le
patient. Il présente un discours lent, saccadé et oubli ou confond la signification de certains mots. Il
peine a comprendre certaines constructions de phrases (ex : la fille que le gargon aime s’est levée)
alors que les phrases plus simples dont le sens est identique ne lui pose aucun probléme de
compréhension (ex : le garcon aime la fille, cette fille s’est levée). L’apraxie des muscles liés au

langage ainsi que la dyslexie sont également deux troubles souvent associés a cette forme d’APP.
e Ladémence sémantique :

Les patients atteints de cette forme de DFT présentent un tableau clinique associant ceux des deux
formes précédentes avec de I’agressivité, une négligence de soi, une hyperémotivité, des
comportements compulsifs, mais aussi une agnosie (difficulté a comprendre certains mots ou a
nommer certains lieux ou noms). Cette forme serait davantage associée a une dégénérescence des

lobes temporaux antérieurs et de I’amygdale.
e La variante logopénique (ou phonologique) :

Cette forme d’ APP a été la derniére diagnostiquée. La principale caractéristique de cette variante est la
perturbation de la boucle phonologique qui correspond a une branche de la mémoire du travail
impliquée dans le stockage d’informations verbales ou phonologiques (en relation avec les lettres, les
mots et les chiffres). Les patients présentent des difficultés a retenir des séries, mémes courtes, de
chiffres, lettres ou mots. Ils articulent correctement et font peu de fautes grammaticales. Toutefois, ils

parlent lentement et font de longues pauses afin de chercher leurs mots (Gorno-Tempini et al., 2008).

Les symptomes retrouvés dans chacune de ces formes de DFT peuvent s’accompagner d’autres
troubles comportementaux comme des altérations de la motricité (en lien avec la SLA ou la maladie de

Parkinson), des hallucinations, des troubles de la mémoire ou du sommeil.

d. Diagnostic

e C(Critéres

L’hétérogénéité des symptomes de la DFT et les similitudes symptomatiques avec d’autres maladies
entrainent des difficultés de diagnostic, lequel est généralement posé 3 a 4 ans aprés 1’apparition des
premiers symptomes. L’espérance de vie moyenne aprés la pose du diagnostic est comprise entre 6,5

et 9 ans (Hodges et al., 2003, Knopman and Roberts, 2011).
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En 1998, un consensus clinique visant a permettre un diagnostic plus rapide de chacune de ces formes
de DFT dresse un tableau récapitulatif des symptdmes liés a chacun de ces cas (Neary et al., 1998).
Cependant, ces critéres présentent des faiblesses, notamment le fait que les criteéres décrits par Neary et
al en 1998 sont absents de la plupart des patients lors des phases précoces de la maladie. C’est
pourquoi en 2011, le consortium des critéres de la DFT établit et publie un ensemble de critéres
permettant de diagnostiquer plus aisément les formes comportementales de DFT (BvFTD) (Rascovsky
et al., 2011). Dans cette étude, Rascovsky et al ont démontré la robustesse de leurs critéres face a la

méthode de Neary et al.

Comme pour la SLA, le diagnostic posé peut étre :
e Une DFT comportementale possible si au moins 3 des critéres suivants sont présentés par le
patient :
-une désinhibition précoce identifiée par un comportement social inapproprié, une perte de maniére en
société ou des actions imprudentes
-une apathie ou une inertie
-une perte d’empathie identifiée par une diminution de sentiments vis-a-vis des autres ou une perte
d’intérét social.
-une apparition de comportements stéréotypés
-un changement du comportement alimentaire ou une hyperoralité

-une altération des fonctions exécutives et spatio-visuelles.

o Une DFT comportementale probable si I’ensemble des symptomes suivants sont présentés
par le patient :
-développement de 3 des 6 critéres cités précédemment
-déclin fonctionnel évident

-évidence d’une atrophie des cortex frontaux et temporaux par neuro-imagerie.

e Une DFT établie si le patient présente les symptdmes d’une DFT probable associés a I’un des
deux critéres suivants :
-évidence histopathologique de DFT

-découverte d’une mutation en lien avec la DFT.

L’hypothése d’une DFT est éliminée si le patient présente des altérations comportementales en lien

avec une autre pathologie ou si les biomarqueurs mis en évidence sont associés a une autre maladie.
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e Examens cliniques

Le premier examen aiguillant le neurologue vers la DFT est 1’évaluation du comportement de son
patient a travers plusieurs entretiens avec lui mais aussi avec son entourage. Cependant, comme
précis¢ précédemment, les troubles comportementaux ne suffisent pas a définir une DFT. C’est

pourquoi d’autres approches sont nécessaires afin de définir clairement le statut du patient.

Neuro-imagerie

Afin de diagnostiquer la DFT chez un patient, I’outil le plus robuste est I’imagerie. Elle permet de
distinguer les patients atteints de DFT de ceux atteints d’une autre maladie neurodégénérative mais
aussi de distinguer les différentes formes de DFT par observation d’altérations au niveau de la

substance grise et de la substance blanche.

La substance grise :

L’IRM volumétrique permet tout d’abord de déterminer le volume moyen du cerveau ou des
différentes structures qui le compose. L’étude du niveau d’atrophie cérébrale a permis de montrer une
atrophie plus importante au niveau des régions orbito-frontal, temporal antérieure et médiane et du
cortex cingulaire antérieur chez les patients atteints de DFT en comparaison a des patients sains,
Alzheimer ou atteints de la démence a corps de Lewy (Harper et al., 2016). Il est également possible
de distinguer les formes sémantiques des formes grammaticales ou logopéniques de par le site
d’atrophie primaire: les formes sémantiques entrainent d’abord une atrophie temporo-pariétale et
fronto-insulaire alors que les formes grammaticales sont davantage liées a une atrophie temporale
antérieure (Figure 5) (Gorno-Tempini et al., 2004, Rogalski et al., 2011). Une étude de 2015 a
¢galement mis en évidence le caractére précoce de I’atrophie de certaines régions cérébrales chez des
individus prédisposés a la DFT (porteurs d’une mutation en lien avec la DFT ou présentant des
antécédents familiaux) qui ont été suivis plusieurs dizaines d’années avant et aprés 1’apparition des
symptomes. La diminution du volume du cerveau ainsi que 1’atrophie des lobes temporaux et
insulaires sont visibles 10 ans avant le diagnostic et pourraient servir de facteurs de risque

diagnostique dans la prise en charge des patients (Rohrer et al., 2015).

21



Visit 1 Visit 2

PPA-L

PPA-G

PPA-S

Figure 5 : Evolution de I’atteinte de la substance grise dans différentes formes de DFT

Les patients ont subi une IRM peu apres leur diagnostic (visite 1) puis deux ans plus tard (visite 2) afin
de suivre la progression de 1’atrophie cérébrale. Dans les démences sémantiques, les principales zones
atteintes sont les lobes temporaux. Dans la forme grammaticale, les patients présentent une atrophie
importante des lobes frontaux et enfin, dans les formes logopéniques les premiéres zones affectées
sont situées au niveau postérieur de I’encéphale. ATC=Cortex antérieur temporal; DFC = Cortex
Frontal Dorsal ; IFG = Gyrus Frontal Inférieur; LH = Hémisphére Gauche ; LTC = Cortex Temporal
Latéral; PPA-G = sous-type Aphasie Primaire Progressive (grammaticale) ; PPA-L = sous-type
Aphasie primaire progressive (logopénique) ; PPA-S = sous-type Aphasie Primaire Progressive
(sémantique) ; RH = Hémisphere droit ; TPC = Cortex Temporal ; VFC = Cortex Frontal Ventral.
Image tirée de (Rogalski et al., 2011).

La substance blanche :

L’étude de la substance blanche nécessite une technique appelée « imagerie par tenseur de diffusion ».
Cette technique consiste a étudier les mouvements anisotropes (dépendant d’une direction, ici
parallélement & I’axe des fibres de la substance blanche) des molécules d’eau dans les fibres
myélinisées du cerveau. Cette méthode permet également de discriminer les DFT d’autres démences.
Contrairement aux altérations de la substance grise, les altérations au niveau de la substance blanche
sont symétriques et affectent simultanément les deux hémisphéres. Les faisceaux les plus altérés
concernent les projections du lobe frontal antérieur et les projections sous-corticales (Mahoney et al.,
2013). D’autres réseaux majeurs de fibres sont affectés comme le corps calleux, le cingulum reliant le
cortex cingulaire et 1’hippocampe ainsi que le faisceau unciné reliant le cortex orbito-frontal et le

cortex temporal antérieur (Mahoney et al., 2014).
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Métabolisme et perfusion cérébraux :

Dans de nombreuses maladies neurologiques, il est nécessaire d’étudier le métabolisme cérébral. La
technique la plus couramment utilisée est la Tomographie par Emission de Positron (TEP) avec
utilisation d’un traceur radioactif, généralement le 18F-fluorodeoxyglucose. Le cerveau étant un grand
consommateur de glucose, cette méthode permet d’estimer le métabolisme du cerveau et de ses sous-
structures. L’une des caractéristiques de la DFT est la diminution du métabolisme de certaines zones
du cerveau. Il existe d’ailleurs une corrélation entre [’atrophie de la substance grise et
I’hypométabolisme, majoritairement mise en évidence au niveau du cortex frontal et du cortex
temporal antérieur (Buhour et al., 2017, Diehl-Schmid et al., 2007, Morbelli et al., 2016). L’analyse
métabolique est souvent corrélée a la mesure de la perfusion cérébrale. De la méme maniére que pour
le métabolisme, les patients atteints de DFT présentent une hypoperfusion principalement au niveau du

cortex cingulaire antérieur et du cortex frontal (Du et al., 2006, Steketee et al., 2016).

Biomarqueurs

L’analyse de biomarqueurs se fait principalement au niveau du LCR mais également au niveau du
sang qui est plus simple a collecter. Cet examen est généralement un complément de 1’imagerie qui a
déja posée les bases d’une possible DFT. En premier lieu, la quantité de protéines TAU phosphorylées
et protéines B-amyloides est mesurée au niveau du LCR afin d’écarter la maladie d’ Alzheimer (Struyfs
et al., 2015). En effet, méme chez les patients atteints d’une DFT et porteurs d’une mutation dans le
gene MAPT, la concentration en protéine TAU est sensiblement la méme que celle d’individus sains
(Bian et al., 2008). A I’inverse, le taux de chaine 1égeére de neurofilament (NFL) est beaucoup plus
important dans le LCR des patients atteints de DFT que dans celui des individus sains (Meeter et al.,
2016b) ou atteints de la maladie d’Alzheimer (Scherling et al., 2014). Bien que moins discriminatoire,
la quantité de NFL dans le sérum permet aussi d’identifier les patients DFT (Wilke et al., 2016).

Il existe également des biomarqueurs spécifiques a certaines mutations. C’est le cas d’une mutation du
geéne PGRN (progranulin) qui entraine chez les patients une diminution de plus de 50% de la quantité
de la protéine dans le LCR et dans le sang (Meeter et al., 2016a) ou pour les mutations en lien avec
C9ORF72 (chromosome 9 open reading frame 72) qui entrainent une diminution des quantités sérique
et cérébrospinale de protéines poly(GP) (protéines portant des motifs Glycine-Proline de maniére

répétée comme C9ORF72) (Gendron et al., 2017).

e. Thérapies

e Traitements médicamenteux

A T’heure actuelle, il n’existe pas de traitement visant a ralentir la progression de la maladie. De par
I’hétérogénéité des symptomes développés par les patients, trés peu d’essais cliniques ont été réalisés.
Ainsi, les traitements prescrits aux patients n’auront qu’une visée palliative, en limitant les troubles

comportementaux et sont généralement déja employés dans d’autres formes de démence.
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Inhibiteurs de la recapture de la sérotonine :

Des ¢études sur des tissus de patients atteints de DFT ont montré une diminution de la quantité de
récepteurs a la sérotonine au niveau des cortex frontaux et temporaux (Procter et al., 1999). La
sérotonine étant un neurotransmetteur essentiel dans la régulation de I’humeur, plusieurs inhibiteurs de
la recapture de sérotonine ont ét¢ utilisés dans le traitement de la DFT. La plupart d’entre eux sont des
antidépresseurs. Chow and Mendez ont étudié les effets de la paroxétine, un antidépresseur
commercialisé, sur les troubles comportementaux de patients DFT. Le traitement a permis une
réduction des troubles obsessionnels compulsifs chez prés de 75% des patients (Chow and Mendez,
2002). Le trazodone a également montré des effets bénéfiques sur le comportement des patients

(appétit, irritabilité, agitation) (Lebert et al., 2004).

Inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase et antagonistes des récepteurs NMDA :

Chacune de ces deux classes de molécules a été testée dans des cas de DFT sous la forme de plusieurs
composés. Les inhibiteurs d’acétylcholinestérase les plus connus sont la donépézil, la rivastigmine, et
la galantamine. Dans la quasi-totalité des essais cliniques menés, le traitement a été soit inefficace soit
délétere pour les patients (Arciniegas and Anderson, 2013, Kertesz et al., 2008, Mendez et al., 2007).
Des résultats similaires ont été obtenus avec la mémantine, un antagoniste des récepteurs NMDA

utilisé dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer (Boxer et al., 2013, Vercelletto et al., 2011).

e Thérapies non médicamenteuses

Les effets de ce type de thérapie divergent en fonction des formes de DFT mais aussi en fonction des
patients. Elles visent principalement a soulager le quotidien du patient et a améliorer ses conditions de
vie. Ces méthodes peuvent passer par la pratique d’une activité physique réguli¢re (en particulier dans
les cas de DFT associés a des troubles moteurs) ou par une thérapie linguistique dirigée par un
professionnel. La thérapie passe également par une étape de compréhension de son handicap par le
patient, la nécessité de compenser ses handicaps et de rester autonome le plus possible (Kortte and

Rogalski, 2013).

2. Origines génétiques de la SLA et de la DFT

Le principal facteur connu a 1’origine de ces deux pathologies est associé a des mutations génétiques.
Depuis 1993 et la découverte de la premicére mutation en lien avec la SLA, des centaines de mutations
affectant plus d’une vingtaine de geénes ont ¢té mises en cause dans le développement de la SLA et/ou
de la DFT (Figure 6). La plupart de ces mutations sont a caractére dominant et présentent une forte

pénétrance.
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Figure 6 : Génes de la SLA découverts et fonctions associées

La taille des cercles refléte la proportion de cas de SLA familiale pour chaque geéne. Les cercles bleus
indiquent que le géne a été identifié dans des cas de SLA familiale et les cercles rouges concernent les
cas sporadiques. Plus de 20 génes sont aujourd’hui connus comme étant impliqués dans la SLA. Ces
genes codent des protéines associées a trois grandes familles: les protéines associées a I’homéostasie

protéique, les protéines de liaison a I’ARN et les protéines associées au cytosquelette. Image tirée de
(Brown and Al-Chalabi, 2017).
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On classe généralement les cas de SLA et de DFT en deux catégories : les cas familiaux et les cas
sporadiques. Dans les cas familiaux, le patient présente dans sa généalogie d’autres cas de la maladie.
Les cas familiaux représentent 5 a 10% des cas de SLA et environ 35% des cas de DFT. Dans la SLA
ou la DFT familiale, I’origine génétique de la maladie est généralement connue alors que dans les

formes sporadiques, plus de 80% des cas sont d’origine inconnue (génétique ou non) (Figure 7).

»

Family history ; o
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Family history
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Figure 7 : Formes familiales et sporadiques dans la SLA et la DFT

Environ 95% des patients atteints de SLA ne présentent pas d’antécédents familiaux. Dans les formes
familiales, les génes connus les plus représentés sont COORF72, SOD1 et TARDBP. Dans la DFT, les
formes familiales représentent 30% des cas, avec en majorité des mutations au niveau des geénes
C9ORF72, MAPT et PGRN. Image tirée de (Turner et al., 2017).

A.  Genes spécifiques a la SLA.

Parmi I’ensemble des génes liés a la SLA, la plupart sont également retrouvés dans des cas de DFT ou
de SLA-DFT. Il en existe cependant qui n’ont encore jamais ¢été associés a des troubles

comportementaux.
e SODI

Le géne superoxyde dismutase 1 se situe sur le chromosome 21. Il se compose de 5 exons et code une
protéine de 154 acides aminés. La protéine SOD1 est une enzyme impliquée dans la protection contre
le stress oxydant et les radicaux libres. Elle agit en dismutant I’ion superoxyde en peroxyde
d’hydrogeéne. Le géne SODI est le premier a avoir été découvert en lien avec la SLA, en 1993 (Rosen
et al., 1993). 1l est la cause d’environ 20% des cas de SLA familiales et environ 2% des cas de SLA
sporadiques. A ce jour, plus d’une centaine de mutations sont connues et répertoriées comme
inductrices de cette maladie (Saccon et al., 2013). Etant resté le seul géne en lien avec la SLA durant
plusieurs années, le géne SOD] est actuellement le plus étudi¢ et le mieux caractérisé. Le cortex et la
moelle épiniere, mais aussi le sérum et le plasma des patients SLA portant une mutation dans le géne

SOD] présentent une grande quantité de marqueurs de stress oxydatif (Bogdanov et al., 2000, Shaw et
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al., 1995). 1l a également été mis en évidence une perturbation de I’homéostasie protéique dans les
tissus post mortem de patients, avec une altération du processus autophagique (Chen et al., 2015) ainsi
qu’un stress du réticulum endoplasmique (RE) (Atkin et al., 2008, Kiskinis et al., 2014, Wate et al.,
2005) . Afin d’étudier plus en détail les mécanismes cellulaires pathologiques développés par les
patients, des modeles murins basés sur différentes mutations humaines ont été développés et
caractérisés. Les mutations les plus couramment retrouvées dans les modeles murins sont G93A et
G37A qui sont des mutations humaines. On retrouve également dans de nombreuses études la

mutation G86R qui est I’équivalent murin de la mutation humaine G85R.

Comme chez les patients, les souris exprimant 1’un de ces mutants présentent la formation d’agrégats
protéiques positifs a la protéine SODI1 dans les neurones (Deng et al., 2006, Hetz et al., 2009), une
déstructuration de la jonction neuromusculaire (JNM) associée a une perte des motoneurones et une
paralysie progressive (Gurney et al., 1994, Ripps et al., 1995, Wong et al., 1995). Comme dans tous
les cas de mutations pathologiques, la question d’un effet 1ié a la perte de fonction de la protéine a été
soulevée. En effet, il s’avere que la plupart des mutations du géne SOD! répertoriées chez les patients
SLA entraine une diminution de son activité (Saccon et al., 2013). Chez la souris, 1’extinction
compléte du géne Sodl semble récapituler certaines altérations retrouvées chez les patients ou dans les
modéles murins de SLA comme une dénervation progressive (Kostrominova, 2010), une diminution
du diametre axonal (Flood et al., 1999) et des altérations mitochondriales (augmentation de la quantité
d’espéces réactives de 1I’oxygenes (ERO), de marqueurs apoptotiques et de la quantité de lactate apres
un exercice) (Jang et al., 2010). Pour se rapprocher d’un modéle de SLA lié au mutant SODI, d’autres
modeles ont été générés, dans lesquels un seul alléle du géne Sod! est excisé. Les souris de ces
modeles présentaient des signes d’altérations mitochondriales et de dénervation mais les résultats
n’étaient pas significatifs (Fischer et al., 2011). En revanche, des études ont démontré des mécanismes
pathologiques par gain de fonction de la protéine SOD1 mutante. En effet, si les mutations G85R
(dans le géne humain) et G86R (dans le géne murin) affectent le site catalytique de la SODI1 et lui font
perdre ses capacités antioxydantes, 1’activité enzymatique d’autres protéines mutantes SOD1 n’est que
peu diminuée (G93C, 1113T). Dans le cas de la mutation SODI®*** on observe méme une
augmentation de P’activité de ’enzyme (Borchelt et al., 1994, Yim et al., 1996). De plus, il a été
montré que les protéines mutantes SOD1 peuvent non seulement former des agrégats protéiques entre
elles mais également recruter des protéines SOD1 sauvages qu’elles piégent dans ces agrégats
(Chattopadhyay et al., 2008). Ainsi, méme si de nombreux arguments tendent a prouver 1’effet
pathologique du gain de fonction de la protéine SOD1 mutante, des effets de gain et de perte de

fonction semblent agir en synergie dans le développement de la SLA.
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o ALS?

Le géne ALS?2 est situé sur le chromosome 2 dans le génome humain et code la protéine ALSIN 2. Ce
geéne a été le deuxiéme géne découvert en lien avec la SLA (Yang et al., 2001) apreés le géne SODI. A
la différence de la plupart des autres mutations en lien avec la SLA, les mutations du géne ALS2
concerne les deux alléles. Il est associé a des formes juvéniles rares de SLA (moins de 1%). Les
symptomes apparaissent ici entre 3 et 20 ans, menant a la mort prématurée du patient (Chen et al.,
2013). La protéine codée par le géne ALS2 comporte plusieurs domaines de type « facteur échangeur
de guanine » qui lui permet d’activer des dizaines de protéines appartenant a plusieurs familles comme
RAS, RAN ou RAB. ALSIN2 interagit notamment avec RABS, une protéine localisée sur la
membrane des endosomes précoces intervenant dans le transport des endosomes via les microtubules
(Otomo et al., 2003). ALSIN2 joue donc un réle prépondérant dans la dynamique endosomale.
L’extinction compléte de ce gene conduit a des altérations de la JNM (diminution de la taille de la
jonction), une diminution de I’activité d’endocytose dans les fibroblastes (Hadano et al., 2006) et une

diminution de I’internalisation de récepteurs a la surface des neurones (Devon et al., 2006).
B.  Genes spécifiques a la DFT

Comme dans le cas de la SLA, certains génes découverts chez des patients atteints de DFT ont par la
suite été mis en évidence chez des patients développant des troubles moteurs associés a la SLA.

Toutefois, plusieurs génes sont, a ce jour, uniquement impliqués dans la DFT.
e MAPT

Le gene « microtubule associated protein tau » (MAPT) est un géne localisé sur le chromosome 17. 11
code une protéine de 441 acides aminés appelée TAU qui se compose de plusieurs domaines dont 4
domaines répétés d’interaction avec les microtubules. Ces domaines sont codés par les exons 9 a 12.
La protéine TAU se retrouve sous 6 formes différentes en fonction de son épissage. Les exons
concernés par cet épissage alternatif sont les exons 2, 3 et 10. La protéine TAU subit également des
modifications d’ordre post-traductionnel. On dénombre 85 sites de phosphorylation localisés sur la
protéine mais également des sites de glycosylation, d’ubiquitination ou de sumoylation participant a
la régulation de son activité (Martin et al., 2011). Elle est impliquée dans la stabilité des microtubules
en favorisant leur assemblage ou leur désassemblage. Les formes présentant 4 domaines de liaison aux
microtubules permettent un assemblage des microtubules plus important (Goedert and Jakes, 1990).
Les microtubules sont essentiels pour la survie des neurones et sont nécessaire a la formation et la

croissance des dendrites et de 1’axone.

Découvert muté chez des patients atteints de DFT en 1998 (Hutton et al., 1998), ce géne est fortement
lié a cette pathologie du fait de sa fréquence parmi les cas génétiquement identifiés (15 a 20% des

DFT familiales et 3% des DFT sporadiques) ainsi que par le profil de la protéine chez les patients.
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Prés d’un patient sur 2 atteint de DFT présente une accumulation de protéine TAU hyperphosphorylée
et insoluble, méme en I’absence de mutation dans le géne MAPT (Crowther and Goedert, 2000, Leyton
and Hodges, 2010, Ling et al., 2013). La plupart des mutations au niveau de MAPT chez les patients
concernent les 4 exons correspondant aux domaines de liaison aux microtubules (Rademakers et al.,
2004, Spillantini and Goedert, 2013). En 2011, Cohen et al ont montré que I’acétylation de la protéine

TAU perturbe ses fonctions endogeénes et meéne a sa fibrillation (Cohen et al., 2011).
e PGRN

Le geéne progranulin se situe lui aussi sur le chromosome 17 du génome humain. Il se compose de 12
exons et code une protéine de 593 acides aminés impliquée dans I’inflammation. On retrouve cette
protéine sous deux formes dans la cellule : la forme totale PGRN (progranuline) et la forme clivée
GRN (granuline). L’¢lastase permet le clivage de PGRN en plusieurs peptides GRN qui correspondent
aux différents domaines de la protéine (Zhu et al., 2002). Ces deux protéines ont des effets opposés
puisque la forme compléte est associée a un processus de réparation et anti-inflammatoire en
promouvant la migration et la prolifération des fibroblastes et des cellules endothéliales ainsi qu’en
réprimant 1’expression de marqueurs pro-inflammatoires alors que la forme clivée favorise le

recrutement de neutrophiles via une induction de /L-8 (Guo et al., 2012, He et al., 2003).

C’est en s’intéressant aux DFT de type 17 (liées au chromosome 17) que ce geéne a été découvert chez
des patients atteints de DFT. En effet les génes MAPT et PGRN se situent a moins de 2Mb 1’un de
I’autre sur le chromosome 17. Les premicres mutations de PGRN en lien avec la DFT ont été
rapportées en 2006. Dans cette étude, 9 mutations différentes ont été mises en évidence. Trois d’entre
elles consistent en un décalage du cadre de lecture et une modification de la séquence polypeptidique,
4 sont des mutations non-sens, une autre se situe au niveau du site d’épissage et conduirait a la perte
de I’exon 8. La derniére touche le site d’initiation de la traduction « ATG » et empéche la formation de
la protéine (Baker et al., 2006). La méme année, Cruts et al ont découvert 3 nouvelles mutations. Deux
sont des mutations non-sens entrainant une troncature de la protéine a 127 et 237 acides-aminés. La
derni¢re affecte le site d’épissage de I'intron 0 et entrainerait (étude in silico) une importante
diminution de I’efficacité d’interaction de cette séquence avec le complexe UlsnRNP impliqué dans
1’épissage (Cruts et al., 2006). Le géne PGRN est I’un des génes les plus représentés dans la DFT avec
environ 10% des cas de DFT totaux et environ 20% des cas familiaux (Gass et al., 2006). Il conduit a
une DFT-TDP, c’est-a-dire que les inclusions protéiques intracellulaires sont positives a la protéine
TDP-43. Contrairement aux autres génes présentés, les mécanismes pathologiques liés a PGRN
semblent étre uniquement liés & une perte de fonction de la protéine. Les effets des mutations
présentées précédemment semblent n’induire qu’une diminution ou une suppression de 1’activité de la
progranuline. De plus, les modéles murins KO pour Pgrn récapitulent les altérations

comportementales relatives a la DFT (Ghoshal et al., 2012).
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C. Génes du continuum SLA-DFT

Bien que certains geénes soient spécifiques a la SLA ou la DFT, la plupart d’entre eux sont retrouvés

chez des patients développant les deux pathologies.
e CHMP2B

Le géne CHMP2B a été le premier géne découvert dans le syndrome SLA-DFT. Son rdle et son

implication dans ces deux maladies seront abordés dans la troisiéme partie de I’introduction.
e TARDBP

Le geéne « transactive response DNA binding protein » se situe sur le chromosome 1 et est composé de
6 exons. I code la protéine TDP43, composée de 414 acides aminés. Elle se compose de trois
domaines qui sont RRM1 (RNA Recognition Motif) qui correspond aux exons 3 et 4, RRM2 qui
correspond aux exons 5 et 6 et un domaine riche en glycine qui correspond également a une partie de
I’exon 6 (Wang et al.,, 2004). TDP43 appartient aux ribonucléoprotéines nucléaires hétérogeénes
(hnRNP) de par ses propriétés de liaison a ’ARN (et a I’ADN). Elle possede un signal de localisation
nucléaire ainsi qu’un motif d’export nucléaire Iui permettant de naviguer du noyau au cytoplasme
(Winton et al., 2008). 1l a toutefois ét¢ démontré que la partie C-terminale de la protéine joue
¢galement un role dans sa localisation, probablement du fait de son réle dans l’interaction avec

d’autres hnRNP (Ayala et al., 2008).

TDP43 est impliquée dans plusieurs processus et en particulier dans ceux de transcription, d’épissage,
ou de stabilisation des ARNm ainsi que de leur traduction. Elle se lie préférenticllement aux motifs
répétés UG des longs ARNm notamment au niveau des introns et favorise leur expression
(Polymenidou et al., 2011). Ses cibles sont impliquées dans de nombreux réles dans le neurone comme
la morphologie cellulaire, le métabolisme des ARN ou le développement (Sephton et al., 2011). En
tant que facteur de transcription, TARDBP régule sa propre expression. En effet, les souris dont un
allele du gene a été supprimé présentent une expression de Tardbp similaire a celle de souris sauvages
(Sephton et al., 2010).

La découverte de mutations chez des patients atteints de SLA date de 2008, puis plus tard, TARDBP a
¢galement été mis en lien avec le syndrome SLA-DFT (Benajiba et al., 2009, Kabashi et al., 2008,
Sreedharan et al., 2008). Environ 5% des SLA familiales et 2% des SLA sporadiques sont liées a ce
geéne. Cependant, au niveau physiopathologique, TDP43 concerne la quasi-totalité des cas de SLA
puisque dans 97% d’entre eux, on retrouve des inclusions protéiques positives a TDP43. On retrouve
¢galement ces mémes inclusions protéiques dans 45% des cas de DFT (Ling et al., 2013). La plupart
des mutations de TARDBP sont localisées au niveau du domaine riche en glycine (C-terminal) et
conduisent a la localisation cytoplasmique de TDP43 (Chiang et al.,, 2016). Les mécanismes

pathologiques en lien avec une mutation de TARDBP sont complexes et regroupent des effets de perte
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et de gain de fonction. En plus de la perte de fonction de la protéine mutante qui entraine dérégulations
géniques ou instabilité des ARN, il semblerait qu’elle entraine la formation d’agrégats contenant des
ARN et des protéines appelés granules de stress (Li et al., 2015) qui sont toxiques pour le neurone

(Liu-Yesucevitz et al., 2010).
e FUS

Fused in sarcoma (FUS) est un geéne situé sur le chromosome 16. 1l se compose de 15 exons et code
une protéine de 526 acides aminés. Des études ont pu mettre en évidence différents domaines au sein
de la protéine FUS comme un domaine riche en glycine qui permet a FUS d’interagir avec des
protéines HDAC (histone déacétylase), un domaine RRM contenant une séquence d’export du noyau
et enfin une séquence de localisation nucléaire (NLS) permettant son import dans le noyau (Dormann

etal., 2010).

La protéine FUS est capable de se lier a I’ADN et a I’ARN principalement grace a son domaine en
doigts de zinc (Iko et al., 2004). FUS se lie également a des hnRNP. Cette interaction a lieu
principalement avec les ARN présentant la séquence GGUG (Lerga et al., 2001). FUS est également
impliquée dans I’épissage en interagissant directement avec des acteurs du splicéosome comme

U1snRNP (Behzadnia et al., 2007, Sun et al., 2015).

Le gene, d’abord mis en évidence dans des cas de sarcomes a été découvert muté chez des patients
atteints de SLA en 2009 (Kwiatkowski et al., 2009, Vance et al., 2009). Il représente environ 4% des
SLA familiales et 1% de ’ensemble des SLA (Deng et al., 2014). Contrairement a la plupart des génes
associés a la SLA, les mutations de FUS entrainent 1’apparition de symptomes de maniére plus
précoce (Rademakers et al., 2010, Tateishi et al., 2010). Dans certains cas, les symptomes apparaissent

avant 20 ans (Baumer et al., 2010).

La plupart des mutations touchant le gene FUS sont localisées au niveau du domaine NLS et
empéchent I’import du mutant FUS dans le noyau. Comme pour la plupart des autres genes, les
mécanismes pathologiques associés a FUS sont liés a une perte et a un gain de fonction. Sasayama et
al ont montré que la répression de ’homologue de FUS chez la drosophile entrainait une diminution
de la mobilité des animaux (Sasayama et al., 2012). Chez le poisson zébre, une répression de fus ou
une mutation (en lien avec la SLA) dans le géne entraine une réduction de la motricité ainsi qu’une
altération structurale de la JNM (découplage des marquages pré et post-synaptiques) (Armstrong and
Drapeau, 2013). Enfin, Scekic-Zahirovic et al ont également mis en évidence une dérégulation de
I’expression génique en réponse avec 1’extinction de Fus ainsi qu’une diminution du poids et de la
taille des souris a la naissance. En revanche, dans cette méme étude, les comparaisons des profils
transcriptomiques entre les souris KO et les souris exprimant le mutant Fus (protéine FUS dépourvue
de séquence NLS) sont différents, bien qu’une partie des génes soient communément dérégulés dans

les deux analyses (Scekic-Zahirovic et al., 2016).
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e C90RF72

Les premiéres données concernant ce géne dans le syndrome SLA-DFT ont été publiées en 2011 par
deux instituts (DeJesus-Hernandez et al., 2011, Renton et al., 2011). A défaut d’une fonction connue,
son nom se réféere a sa localisation dans le génome : chromosome 9 open reading frame 72. Il s’agit
actuellement du géne le plus représenté dans la SLA et la DFT. Sans prendre en compte le facteur
géographique, les mutations du géne C9ORF'72 représentent environ 35% des SLA familiales, 6 % des
SLA sporadiques, 25% des DFT familiales et enfin 5% des DFT sporadiques (Brettschneider et al.,
2012, Lattante et al., 2012, Ratti et al., 2012, van Blitterswijk et al., 2012b). Parmi les patients SLA
porteurs d’une mutation dans le géne C9ORF72, prés de 30% présentent également des troubles

comportementaux relatifs a la DFT et inversement.

Le géne C9ORF72 se compose de 12 exons. Il existe trois résultats de transcriptions possibles pour ce
géne. Deux d’entre eux permettent la traduction d’une protéine de 481 acides aminés, correspondant a
la séquence nucléotidique des exons 2 a 11. En revanche, ’exon 1 est différent entre les deux transcrits.
Dans I’'un d’entre eux, il s’agira de ’exon 1la et dans 1’autre de I’exon 1b. Ces deux exons ne sont pas
codants et donc aboutissent a la méme protéine. Il existe un dernier variant qui donne une protéine de
222 acides aminés. Le transcrit correspondant se compose des exons 2 a 5 pour la partie codante et de
I’exon la. Contrairement a la plupart des autres génes associés a la SLA ou la DFT, les mutations de
C90ORF'72 ne sont pas ponctuelles mais correspondent a des répétitions d’un motif hexanucléotidique
GGGGCC entre les exons la et 1b. Le nombre de ces répétitions oscille généralement entre 2 et 30
chez les individus sains mais peut monter a plusieurs centaines ou milliers chez les patients atteints de

SAL et/ou de DFT.

Le role de C9ORF72 est encore peu caractérisé. Cependant, on sait que la protéine est impliquée dans
I’autophagie. En effet, COORF72 se lie a ULK1, une protéine clé dans I’initiation de 1’autophagie mais
forme aussi un complexe avec SMRC8 et WDR41 qui catalyse 1’activation de RAB39B, un marqueur
de I’autophagosome (Sellier et al., 2016, Webster et al., 2016). C9ORF72 colocalise également avec
RABS et RAB7 et participe donc au processus d’endocytose (Farg et al., 2014).

Les ¢études réalisées sur les mutants C9ORF72 ont permis d’identifier trois mécanismes

pathologiques (Figure 8):

-L’haploinsuffisance : il s’agirait la d’un mécanisme par perte de fonction. Gijselinck et al ont montré
que la quantité de deux des trois transcrits possibles de C9ORF72 est réduite de moitié dans le cortex
cérébral de patients porteurs d’un nombre pathologique de répétitions hexanucléotidiques (Gijselinck
et al., 2012). Une telle répression entraine I’apparition de symptomes moteurs et une diminution de la
longueur axonale chez le poisson zébre (Ciura et al., 2013) ainsi qu’une dégénérescence précoce des
motoneurones associée a une diminution de la biogénése des lysosomes et a la formation d’agrégats de

DPR (dipeptide related proteins) (Shi et al., 2018).
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-La formation de foyers d’ARN (RNA foci) : La formation d’un ARNm de C9ORF72 comportant un
grand nombre de répétitions hexanucléotidiques induit la formation de foyers d’ARN intranucléaires
entrainant le piégeage de protéines ribonucléiques. En plus de la présence d’agrégats dans le noyau se
pose donc le probleme de la diminution de I’activité de certaines protéines ribonucléiques, notamment
hnRNPA3, impliquée dans le transport extranucléaire, 1’épissage ou la stabilité des ARN et PURa
associée a la transcription (Gallia et al., 2000, He and Smith, 2009, Mori et al., 2013b, Xu et al., 2013).

-La formation de dipeptides GP, GA ou GR : les répétitions hexanucléotidiques étant situées dans un
intron ne devraient, dans des conditions physiologiques, pas étre traduites car éliminées lors de
1’épissage. Cependant, dans certaines conditions pathologiques notamment les répétitions de motifs au
sein de I’intron d’un ARN, des mécanismes alternatifs de traduction peuvent se mettre en place : ce
qu’on appelle « Repeat non-ATG translation ». Chez les patients présentant un grand nombre de
répétitions GGGGCC au niveau du géne C9ORF72, Mori et al ainsi que Ash et al ont mis en évidence
une accumulation sous forme d’inclusions de protéines présentant de multiples peptides GA, GR et GP
(Ash et al., 2013, Mori et al., 2013a). Ces dipeptides correspondent aux acides aminés résultant de la
traduction des expansions hexanucléotidiques de CIORF72 en fonction du cadre de lecture (GGG-
GCC= GA, GGG-CCG= GP, GGC-CGG=GR).
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ATG TAA
—= —H—— —H 3o
Exon 1a1b 2 3 45 6 7 8 9 101
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Figure 8 : Mécanismes hypothétiques associés au mutant COORF72

Les expansions GGGGCC entrainent une diminution de I’expression du géne (A), la formation de
foyers d’ARN nucléaires (B) et la traduction du mutant indépendante du site ATG (C). Image tirée de
(Ling et al., 2013).
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e TBKI, P62 et OPTN :

Ensemble, ces trois génes représentent moins de 1% des cas de SLA ou de DFT. Ces trois genes
codent des protéines impliquées dans 1’autophagie. Tank binding kinase 1 (TBK1) est une kinase dont
les substrats sont impliqués dans plusieurs processus notamment I’autophagie et I’inflammation. Dans
le processus autophagique, TBK1 phosphoryle certaines protéines comme P62 et OPTN, favorisant
leur interaction avec I’ubiquitine et LC3 (Heo et al., 2015, Pilli et al., 2012, Richter et al., 2016). P62
et OPTN sont des adaptateurs protéiques composés d’un domaine LIR (LC3-interaction region) et
d’un domaine UBA (Ubiquitin Binding Domain) leur permettant de faire la connexion entre
I’autophagosome et les protéines cibles. Les altérations en lien avec ces génes dans la SLA et la DFT
sont principalement associées a 1’autophagie, notamment lors de mutations au niveau des domaines

LIR ou UBA des génes P62 et OPTN (Freischmidt et al., 2015, Goode et al., 2016, Shen et al., 2015).
D.  Les autres genes

11 existe des dizaines d’autres génes impliqués dans 1’une ou I’autre de ces pathologies ou communs a
la SLA et la DFT. Ceux qui sont connus, répertoriés dans les tableaux ci-dessous, représentent chacun

un tres faible pourcentage dans la génétique de ces deux pathologies (Figure 9-10).
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: , ; % d % d X Liéal
Géne Protéine Fonction mutations . es = es.cas Découvert en s
familiaux sporadiques DFT?
sop1 S“pero"'did'sm”tase Superoxide dismutase  >150 20 2 1993 Non
ALS2 ALSIN2 Facieurdcchangede: 45 <1 <1 2001 Non
nucléotide guanine
Composant du
DCTN1 Dynactin complexe moteur 10 1 <1 2003 Non
Dynéine
ANG Angiogenin Ribonucléase >10 <1 <1 2006 Non
TARDBP TDP-43 prOte'“ﬁ ::h:'a'son 4 540 5 <1 2008 oui
FUS FUsed in Sarcoma pmte'"rj ::I\:'a'son d 40 5 <1 2009 oui
VeP Valosm-con'talnlng S?grgga§g de 5 ) 21 2010 Oui
protein I'Ubiquitine
OPTN Optineurin Fdaplatenic g 1 4 <1 2010 oui
I'autophagie
2 Répétitions
Facteur d'éch d ;
COORF72 C9ORF72 acteur J€Change d¢ wgegeer 25 10% 2011 oui
nucléotide guanine . :
intronique
— Adaptateur d .
UBQLN2 Ubiquilin 2 rapareus o 5 <1 <1 2011 oui
I'autophagie
SQSTM1 P62 Adaptateur de 10 <1 <1 2011 oui
I'autophagie
PFN1 Profilin 1 EPICIDE deiaisen 2 5 <1 <1 2012 Non
I'Actine
HNRNPA1 hnRNPA1 pmte'nrj ::h:'a'son d 3 <1 <1 2013 oui
MATR3 Matrin 3 pmte'”ﬁ ::I\:'a'son d 4 <1 <1 2014 Non
TUBA4A  Tubulin aplha 4a SOUS-TRTETIES 7 <1 <1 2014 oui
microtubules
coiled-coil-helix- Protéine de la
CHCHD10 coiled-coil-helix ) » 2 <1 <1 2014 Oui
; < s mitochondrie
domain containing 10
Régulateur de
TBK1 TANK Binding Kinase 1 I'autophagie et de 10 <1 <1 2015 Oui
I'inflammation
C210RF2 C210RF2 Participe a laréparation ) , ? ? 2016 Non
de I'ADN
Myelin associated - :
. lise | .
MOBP Oligodendrocyte Stabilise (a.galne de ? ? ? 2016 Oui
. - myéline
Basic Protein
SCFD1 Secl Faml'Iy'Domaln Participe a la f.USIon 2 ? ? 2016 N
Containing 1 membranaire
NEKI  NIMA related Kinase 1 C"'s€Ur des dommages ? ? 2016 oui
de I'ADN
KIF5A KinesiiEaiiiy Moteur moléculaire >10 <1 <1 2018 Non
member 5A

Figure 9 : Génétique de la SLA

Image adaptée de (Taylor et al., 2016).
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9 9 i
Gene Protéine Fonction mutations % d(?s. s 8 des. S Découvert en hieals
familiaux sporadiques SLA?
MiGratnUe Protéine de liaison aux
MAPT  associated protein . 53 15-20 3 1998 Non
microtubules
tau
Charged
CHMP28 multivesicular body __™Membre du complexe 12 <1 <1 2005 oui
. ESCRT-III lié a I'endocytose
protein 2B
PGRN Progranulin Nidiatewrde 29 20 10 2008 Non
I'inflammation
. Sous-unité de lagamma
PSEN1 Presenil 1 . g 5 <1 <1 2006 Non
sécrétase
PSEN2 Presenil 2 ROUS-NIILE e Ja gaTnma 3 <1 <1 2009 Non
sécrétase
s Répétitions
C9ORF72 CIORF72 Facteur d'échangede  ucocren 25 10% 2011 oui
nucléotide guanine : ;
intronique

Figure 10 : Génétique de la DFT
3. Physiopathologie du syndrome SLA-DFT

Le syndrome SLA-DFT, en plus de ses composantes cliniques et génétiques, présente des aspects
histologiques et cellulaires. En effet, la SLA et la DFT se caractérisent toutes deux par la mise en place

d’une neuroinflammation ainsi que d’une perturbation de I’homéostasie protéique.
A. Laneuroinflammation

Le terme neuroinflammation désigne 1’activation des cellules immunitaires situées au niveau du
systtme nerveux central (SNC) comportant les cellules microgliales et les astrocytes, une
caractéristique histologique retrouvée chez tous les patients atteints de SLA et de DFT (Cagnin et al.,

2004, Sjogren et al., 2004, Turner et al., 2004).

e La microglie dans le syndrome SLA-DFT :

Les cellules microgliales proviennent de cellules progénitrices issues du mésoderme qui colonisent le
SNC durant ’embryogénese. 1l s’agit de la premiére ligne de défense contre les pathogénes au niveau
du SNC. Ces cellules ont la particularité¢ de s’autoréguler via la sécrétion de TGFB1 et de renouveler
d’elles méme leur stock. Cependant, dans le cas d’une perte importante de cellules microgliales, des

macrophages périphériques sont recrutés au niveau du SNC.

Les effets de la neuroinflammation sont encore actuellement controversés dans la SLA. En effet, le
statut des microglies peut étre de type « M1 » ou « M2 ». En fonction du statut des microglies, celles-
ci vont sécréter ou non certains facteurs. Le statut M1 ou « activation classique » est considéré comme
pro-inflammatoire et est généralement mis en place en réponse a une blessure ou a une infection. Ici, le
role des cellules microgliales sera de détruire le pathogéne via la libération de cytokines telles que

I’IL-1B ou le TNFa ainsi que certaines espéces réactives de 1’oxygene. D’un autre coté, la voie

36



alternative ou statut M2 correspond au processus inverse, anti-inflammatoire. Les cellules microgliales
libérent dans ce cas d’autres cytokines notamment 1’IL-4, L’IL-13, le TGFp et I’IL10, I'un des

marqueurs anti-inflammatoires les mieux caractérisés (Zhu et al., 2015).

Les cellules de la microglie semblent au cours de la SLA modifier leur statut. En effet, chez des souris
exprimant le mutant SOD1%**!, la microglie présente dans les premiéres semaines de développement
de la pathologie un profil de type M2 avec une expression de génes neuroprotecteurs comme Ym/ ou
Bdnf identique a des microglies sauvages. En revanche, lors de stades avancés de la pathologie, les
cellules microgliales vont présenter une répression de Bdnf et Yml et une forte induction de Nox2.
Cependant des études du transcriptome de cellules microgliales et de macrophages spinaux de souris
SOD1%%A semblent indiquer que le profil de la microglie est différent des profils M1 et M2
conventionnels. Ces profils seraient préférentiellement applicables aux macrophages environnants
(Chiu et al., 2013). Les mécanismes pro-inflammatoires et neurodégénératifs passent par la voie de
signalisation liée a ApoE et Trem2 dont I’extinction restaure 1’homéostasie de la microglie chez les
souris SOD19%*4 (Krasemann et al., 2017). Chez les patients atteints de DFT, la mutation de CHMP2B,
TREM?2 ou PGRN, trois genes causatifs de la DFT entraine une hyperactivité microgliale (Clayton et
al., 2017, Kleinberger et al., 2017, Krabbe et al., 2017) et I’extinction de C9rf72 chez la souris
provoque une augmentation de 1’activité de la microglie par induction de 1°//-1b et de Tnfo (O'Rourke

etal., 2016).

e Les astrocytes dans le syndrome SLA-DFT :

Les astrocytes participent au soutien des neurones en favorisant leur approvisionnement en nutriments
et en limitant la toxicité du milieu extracellulaire notamment par un mécanisme de recapture du
glutamate. Ce type cellulaire joue également un réle important dans le développement et la
progression de la SLA et la DFT. Pramatarova et al ont montré que ’expression du mutant SOD1%*®
restreinte aux neurones n’entrainait pas leur dégénérescence (Pramatarova et al., 2001). Une seconde
¢tude a montré que 1’excision du mutant spécifiquement dans les astrocytes permettait un
ralentissement de la progression de la maladie (Yamanaka et al., 2008). Il a également été montré que
I’implantation d’astrocytes de patients SLA au niveau de la moelle épiniére lombaire de souris
sauvages entrainait 1’atrophie des motoneurones spinaux, la formation d’inclusions protéiques dans ces
mémes neurones ainsi qu’une importante dénervation (Qian et al., 2017). Les astrocytes jouent
¢galement un rdle clé dans le développement de la DFT. Hallman et al ont étudié 1I’impact d’astrocytes
exprimant le mutant MAPT"?”? sur des neurones contrdles. En co-cultivant des astrocytes exprimant
MAPTY7% dérivés d’iPS (induced pluripotent stem) de patients DFT avec des neurones contrdles
¢galement dérivés d’iPS, ils ont mis en évidence la dégénérescence des neurones contrdles via

I’induction de marqueurs apoptotiques comme CXCR4 (Hallmann et al., 2017).
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B.  L’homéostasie protéique

a. Stress du réticulum endoplasmique
Le réticulum endoplasmique (RE) joue un réle prépondérant dans 1’homéostasie protéique puisqu’il va
permettre la synthése des protéines, leur repliement, certaines modifications post-traductionnelles ou
encore I’adressage de ces protéines nouvellement formées. Lorsqu’un stress cellulaire apparait dans la
cellule, par un afflux excessive au niveau du RE ou par I’accumulation de protéines mal conformées,
un stress du RE (appelé également réponse aux protéines mal conformées, Unfolded Protein Response,
UPR) s’installe (Schroder and Kaufman, 2005). Cette réponse consiste a augmenter la quantité de
protéines chaperonnes, impliquées dans le dépliement et le repliement des protéines, a réduire la
traduction des protéines afin d’éviter I’engorgement au niveau du RE ou encore a augmenter la taille
du RE (Bravo et al., 2013). Si ce processus échoue a rétablir I’homéostasie protéique, une cascade

d’activation de 1’apoptose se met en place.

Cette réponse de stress a été mise en évidence au niveau de la moelle épiniére de patients atteints de
SLA avec une augmentation de la quantité de ATF6, IRE1 et PERK qui sont les trois marqueurs
principaux de la réponse aux protéines mal conformées. De plus, dans le LCR de ces patients, il a été
montré une augmentation de PDI, une protéine impliquée dans la dégradation des protéines mal
conformées (Atkin et al., 2008). Par ailleurs, 1’étude post-mortem de tissus de patients atteints de SLA
a montré une augmentation au niveau spinal du nombre de cellules positives 8 CHOP un marqueur

apoptotique conséquent a un stress du RE (Ito et al., 2009).

Dans le modéle murin SOD1%%4, des résultats similaires ont été obtenus, avec une induction au niveau
des motoneurones spinaux de marqueurs de stress du RE comme BIP (binding immunoglobulin
protein). De plus, I’utilisation d’un agent bloquant la réponse UPR, le salubrinal, permet un retard
d’apparition des symptomes (diminution de la force musculaire) et une augmentation de la survie des
souris (Saxena et al., 2009). Comme les patients SLA, les souris exprimant le mutant SOD]%%**
présentent une augmentation du nombre de cellules positives 8 CHOP au niveau spinal (Ito et al.,
2009). Des résultats similaires ont été observés au niveau du cerveau de souris exprimant le mutant
MAPT™'t en lien avec la DFT et la maladie d’Alzheimer, avec une augmentation de la quantité de
PERK et de eI[F2A-P. Le traitement par un inhibiteur de PERK, impliqué dans la réponse UPR limite

la neurodégénérescence (Radford et al., 2015).

L’ensemble de ces données semblent montrer que le stress du RE est néfaste dans les cas de SLA et de

DFT, accélérant la neurodégénérescence et diminuant la survie.

b. Inclusions protéiques
Chacun des constituants de la cellule présente une demi-vie plus ou moins longue et a terme, doit étre

dégrad¢ afin de permettre la remobilisation de ses composants ¢lémentaires. La dégradation des
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protéines se fait par deux voies distinctes qui sont la voie protéasomale et la voie autophagique. L une
des caractéristiques principales de la SLA et de la DFT est la formation progressive d’inclusions
protéiques intracellulaires, principalement dans les neurones (Blokhuis et al., 2013, Ferrari et al.,
2011). Si ces agrégats sont universels dans ces deux maladies, leur nature peut varier en fonction de
I’origine génétique du patient. Dans 97% des cas de SLA, les neurones des patients présentent des
inclusions positives a TDP43 et a I’ubiquitine. Les derniers cas sont des inclusions positives a SOD1
(2%) ou FUS (1%). Concernant la DFT, les deux types d’inclusions majoritaires sont les inclusions
positives a TDP43 (45%) ou a TAU (45%). Les autres patients présentent des inclusions positives a
FUS (9%) ou des inclusions de type UPS (ubiquitin-proteasome system) qui sont des structures
positives a P62 et a I’ubiquitine (Figure 11) (Ling et al., 2013).

ALS

TDP-43

(97%) TAU  TDP-43

(45%) | (45%)

ll

sob1” “Fus
(2%) (<1%)

Figure 11 : Composante histopathologique du syndrome SLA-DFT

Dans 97% des cas de SLA et 45% des cas de DFT, les neurones des patients présentent des inclusions
positives 8 TDP43. Les agrégats positifs a FUS sont également retrouvés dans des cas de SLA (1%) et
de DFT (9%). Dans les derniers cas de SLA, les agrégats protéiques sont positifs a SOD1. 45% des cas
de DFT sont associés a des inclusions de la protéine TAU. Enfin le seul géne associé aux inclusions de
type UPS (positives a P62 et a I’'ubiquitine) est CHMP2B. Image tirée de (Ling et al., 2013).

c. Syndrome SLA-DFT : maladie de type prion ?
Ces inclusions représentent un véritable challenge dans la compréhension de ces deux maladies
puisque des études ont mis en évidence la capacité de propagation d’une cellule a I'autre de ces
agrégats protéiques comme dans les maladies de type prion. C’est le cas des agrégats formés par
plusieurs mutants SOD1 qui sont sécrétés par le neurone et endocytés par les cellules avoisinantes par
macropinocytose (Munch et al., 2011). Ces mutants qui forment des fibrilles semblent également
capables, comme dans les maladies de type prion, de modifier la conformation des protéines SOD1
sauvages (Grad et al., 2011). D’autres mutations liées a la SLA présentent également ce profil de
propagation de type prion, notamment les protéines TDP43 mutantes, libérées par les exosomes puis
pris en charge par les cellules voisines (Nonaka et al., 2013) ou les protéines FUS mutantes (Nomura

et al., 2014).
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II. Le processus autophagique dans le syndrome
SLA-DFT

1. Le processus autophagique

L’autophagie est un processus cellulaire permettant le recyclage et la remobilisation des constituants
¢lémentaires de la cellule comme les acides-aminés et les acides nucléiques. Il s’agit d’un processus

mis en place tres tot dans 1’évolution puisque 1’ensemble des cellules eucaryotes ’utilisent.
A. Lelysosome

Dans sa forme la plus basique, 1’autophagie ne fait intervenir qu’une seule structure qui est le
lysosome ou lysosome primaire. Cet organite découvert en 1949 est un compartiment subcellulaire
entouré d’une simple membrane phospholipidique. Il contient un grand nombre d’enzymes de
différentes natures appelées hydrolases acides (protéases, lipases, nucléases) qui ont pour fonction de
dégrader ou convertir des lipides, protéines et acides nucléiques. Une fois les molécules cibles
dégradées, leurs constituants sont remobilisés dans le cytoplasme ou libérés dans le milieu
extracellulaire par exocytose. La particularité du lysosome par rapport aux autres organites est son pH
trés bas, compris entre 4 et 5. Cette acidité est nécessaire au fonctionnement des hydrolases acides et
permise par la présence de pompes a protons le long de la membrane. Ces pompes font entrer des ions
hydrogenes par hydrolyse d’ATP. Il existe des maladies dans lesquelles certaines hydrolases acides
sont inopérantes, conduisant a I’accumulation de matériel que la cellule est incapable de dégrader.
C’est le cas de la maladie de Gaucher ou de la mucolipidose, qui conduisent respectivement a une

splénomégalie et un retard développemental (Slaugenhaupt, 2002, Stirnemann et al., 2017).

Il existe plusieurs mécanismes d’acheminement des hydrolases acides vers le lysosome. Le mieux
caractérisé passe par la voie « mannose-6-phosphate » (M6P). Dans cette voie, I’hydrolase acide est
glycosylée a la sortie de sa traduction. Elle est ensuite dirigée vers 1’appareil de Golgi au niveau
duquel lui est greffé un phosphate au niveau du mannose précédemment ajouté. L’enzyme qui catalyse
cette phosphorylation est codée par deux genes : GNPTAB et GNPTG. Elle se compose de deux sous-
unités alpha, deux sous-unités béta (codées par GNPTAB) et deux sous-unités gamma (codées par
GNPTG). Une fois ce groupement ajouté, I’hydrolase se lie a un récepteur au M6P (M6PR) ancré a la
membrane de I’appareil de Golgi. Une partie de I’appareil de Golgi va bourgeonner sous la forme
d’une vésicule entourée de clathrine et cette vésicule fusionnera par la suite avec I’endosome tardif, a
I’intérieur duquel, le pH va déstabiliser la liaison entre le M6P et son récepteur. L hydrolase acide
n’est toutefois pas encore active. Elle ne le sera que lorsque 1’endosome tardif fusionnera avec un
lysosome (Figure 12) (Coutinho et al., 2012). Ce groupement M6P ne se retrouve que sur certaines

hydrolases acides et n’a qu’une seule fonction : diriger les hydrolases acides vers le lysosome.
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Il existe trois autres voies appelées M6P indépendantes. La premiére fait intervenir une famille
composée de 5 récepteurs : sortilin, SorCS1, SorCS2, SorCS3 and SorLA. Ces récepteurs sont activés
au niveau de I’appareil de Golgi suite a leur clivage par la furine (Munck Petersen et al., 1999). Une
fois I’hydrolase acide liée a son récepteur, une partie de I’appareil de Golgi bourgeonne et se dirige
vers ’endosome. Une troisiéme voie fait intervenir le récepteur LIMP-2 et permet I’adressage
spécifique de la f-glucocérébrosidase. Contrairement aux deux autres voies, le récepteur LIMP-2 n’est
pas recyclé et est retrouvé au niveau du lysosome (Reczek et al., 2007). Enfin, il existe une classe de
protéines lysosomales ne dépendant d’aucun de ces récepteurs. Ces protéines présentent un motif
YXX@ (Y correspond a une tyrosine, X a un acide-aminé quelconque et @ correspond a un acide
aminé hydrophobe). Il s’agit majoritairement des protéines membranaires de type LAMP. Leur
transport fait intervenir des protéines adaptatrices nommées AP (numérotées de 1 a 4). Ce transport se
fait vers 1’endosome puis le lysosome (Braulke and Bonifacino, 2009). Ces 4 voies d’adressage
protéique différent par les hydrolases qu’elles prennent en charge mais aussi par la destination de la
protéine en question. En effet, la voie associée a la sortiline est également impliquée dans 1’exocytose

de nombreuses protéines comme I’interféron gamma (Herda et al., 2012).

Les premiceres études sur le lysosome ont montré que cet organite était capable de dégrader du matériel
cytoplasmique sans que celui-ci soit transporté jusqu’au lysosome. Pour ce faire, le lysosome va
adopter une forme particulicre, plus filiforme. Les extrémités du lysosome vont alors s’¢éloigner puis se
rejoindre afin de former une sphére, englobant une partie du cytoplasme (Sakai et al., 1989). Le
postulat de départ était que cette structure englobant une partie du cytoplasme correspondait a
I’autophagolysosome (structure différente qui sera décrite plus en détail dans la partie

« Macroautophagie ») (Sakai and Ogawa, 1982).
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Figure 12 : Transport « M6P dépendant » des hydrolases acides vers le lysosome.
Les hydrolases acides sont synthétisées au niveau du RE puis leur est greffé un groupement mannose.
Elles sont ensuite acheminées au niveau de 1’appareil de Golgi ou I’enzyme GlcNac-
phosphotransferase (formée des sous-unités codées par GNPTAB et GNPTG) ajoute a ces protéines un
phosphate au niveau du sucre préalablement greffé. Les hydrolases acides pourront alors se lier a un
récepteur au M6P au niveau de la membrane de 1’appareil de Golgi. Cette partie de ’appareil de Golgi
va bourgeonner puis fusionner avec un endosome tardif ou avec le lysosome. Le pH acide de deux
structures entraine la dissociation des hydrolases acides avec leur récepteur qui sera recyclé au niveau
de I’appareil de Golgi. Image adaptée de (Coutinho et al., 2012).
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B.  Les différentes formes d’autophagie

Il existe différents degrés de complexité du processus autophagique, progressivement mis en place
chez les organismes les plus complexes. Aujourd’hui, on dénombre trois formes d’autophagie : la
microautophagie, 1’autophagie médiée par les chaperonnes (AMC) et enfin la macroautophagie

(Figure 13).

Autophagie Médiée par les
Chaperones (AMC)

Macroautophagie

HSP70

LAMP2A

Protéine a dégrader

Adaptateur protéique
Ubiquitine
LC3-1I

Hydrolase acide

Microautophagie

Mitochondrie

faieD | =i

Figure 13 : Les différentes formes d’autophagie dans la cellule eucaryote

La microautophagie consiste en une simple internalisation de petites vésicules a I’intérieur du
lysosome. L’AMC nécessite la protéine chaperonne HSP70 (ou Hsc70) qui achemine les protéines a
dégrader jusqu’au lysosome ou elle catalyse leur dépliement. Les protéines sont ensuite chargées a
I’intérieur du lysosome par interaction avec LAMP2A. Dans la macroautophagie, les protéines a
dégrader sont empaquetées dans une structure a double membrane, 1’autophagosome qui fusionne
ensuite avec le lysosome. Dans chacun des cas, les hydrolases acides du lysosome dégradent les
protéines, lipides et acides nucléiques internalisés.

a. La microautophagie.
Le terme microautophagie est apparu en 1966 et décrivait I’internalisation de petites vésicules
cytoplasmiques a I’intérieur du lysosome (De Duve and Wattiaux, 1966). Cette forme d’autophagie
permet la dégradation de constituants solubles intravésiculaires. Les vésicules sont prises en charge

par le lysosome ou leur contenu est dégradé (Marzella et al., 1980).
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b. L’autophagie médiée par les chaperones
Alors que la notion de non sélectivité dans I’autophagie était fortement ancrée dans les esprits, il a été
montré qu’en présence de certains facteurs comme du sérum ou de I’insuline ou lors de modifications
du milieu environnant (modifications de la température), toutes les protéines n’étaient pas également
dégradées par le lysosome (Auteri et al., 1983). Par la suite, plusieurs études ont permis de mettre en
¢vidence un motif pentapeptidique nécessaire et suffisant a la dégradation d’une protéine. Ce motif
présent sur la protéine est reconnu par la protéine chaperonne HSP70 (Agarraberes and Dice, 2001,
Backer and Dice, 1986, Chiang et al., 1989) . Une fois le motif reconnu et lié¢ a cette protéine, HSP70
va diriger la protéine a dégrader vers le lysosome au niveau duquel cette derniére interagira avec
LAMP2A, une protéine associée a la membrane du lysosome (Cuervo and Dice, 1996). LAMP2A va
alors recruter d’autres protéines homologues qui permettront la translocation de la protéine portant le
motif pentapeptidique a I’intérieur du lysosome, une fois cette derniére linéarisée par HSP70
(Bandyopadhyay et al., 2008). Cette voie de dégradation par le lysosome a été nommée AMC de par
les acteurs protéiques qu’elle fait intervenir (Figure 13). En plus de son role évident dans le
renouvellement protéique dans la cellule, ’AMC est également impliquée dans le contrdle de la
qualité des protéines. Les chaperonnes HSP70 peuvent prendre en charge les protéines mal
conformées, oxydées ou présentant un profil anormal (via une modification post traductionnelle
anormale). En effet, ’AMC a été montré comme induite lors de situations de stress comme le stress

oxydatif ou I’hypoxie (Dohi et al., 2012, Kiffin et al., 2004).

c. La macroautophagie
La macroautophagie est la forme la plus complexe d’autophagie, faisant intervenir plus d’une centaine
de protéines notamment la famille des protéines ATG (autophagy-related protein) (plus de 30
différentes). Du fait de sa trés large participation au processus autophagique, de nombreuses ¢tudes
I’apparentent au processus autophagique dans son ensemble. Contrairement aux deux autres formes
minoritaires, la macroautophagie fait intervenir une structure supplémentaire au lysosome :
I’autophagosome. Cet autophagosome qui n’est au départ qu’un phagophore, c’est-a-dire une structure
linéaire a double membrane, va croitre et se circulariser. Il contiendra alors 1’ensemble des
constituants a dégrader. Lors de I’étape finale, 1’autophagosome fusionne avec un lysosome pour
former 1’autolysosome. Le contenu de cette structure finale sera dégradé par I’action des hydrolases
acides. Ainsi, la macroautophagie se découpe en plusieurs €tapes (initiation, ¢longation et fusion)

détaillées dans la figure 14.

e  Origine du phagophore :

L’origine de cette structure est encore mal comprise. Des études ont montré que la double membrane
du phagophore pourrait provenir du RE (Yla-Anttila et al., 2009), de 1’appareil de Golgi (Yen et al.,

2010), de la mitochondrie (Hailey et al., 2010) ou encore de la membrane plasmique (Ravikumar et al.,
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2010). Il semblerait qu‘en fonction des conditions environnantes a la cellule, celle-ci puise dans les

réserves lipidiques de différents organites afin de former le phagophore (Figure 14).

e [’initiation

L’initiation de I’autophagie fait intervenir un complexe majeur appelé ULK au niveau de la structure
pré-autophagosomale. Ce complexe se compose des protéines ULK 1, FIP200, ATG101 et ATG13. Ce
dernier se lie a la fois a ULK1, FIP200 et a ATG101. Chacune de ces protéines posséde de nombreux
sites de phosphorylation qui vont permettre son activation ou son inhibition. L’initiation de
1I’autophagie nécessite 1’ensemble de ces 4 acteurs (Ganley et al., 2009, Mercer et al., 2009). ULK1 est
une sérine/thréonine kinase importante dans le processus autophagique puisque son extinction réduit
considérablement le nombre d’autophagosomes formés (Chan et al., 2007, McAlpine et al., 2013). De
plus, Dl’activation par phosphorylation de ULK1 va Iui permettre de s’autophosphoryler et de
phosphoryler FIP200 et ATG13, permettant leur activation (Bach et al., 2011, Hosokawa et al., 2009,
Jung et al., 2009). Cette activation de ULK1 va dépendre de deux régulateurs agissant en amont qui
sont AMPK (AMP-activated protein kinase) (inducteur) et mTOR (mammalian targer of rapamycin)
(répresseur) (Kim et al., 2011) (Figure 14).

A noter toutefois qu’une étude a montré, dans des lymphoblastes de poulet que 1’extinction de Ulk! et
Ulk2 n’avait pas d’effet sur le processus autophagique. En revanche, 1’extinction de Azg/3 entrainait
une forte diminution du nombre d’autophagosomes et d’autolysosomes, mettant en relief le role
prépondérant de cette protéine dans I’initiation de I’autophagie. Ces données soulévent également
I’hypothése d’une voie de 1’autophagie indépendante de ULK1 ou de la présence d’autres kinases

pouvant activer ATG13 et FIP200 (Alers et al., 2011).

e Lanucléation
L’étape de nucléation correspond au recrutement d’autres facteurs menant a la formation de
I’autophagosome. Cette étape permet la formation du complexe beclin/PI3K (phosphatidylinositol 3
phosphate kinase) au niveau de la membrane du phagophore. Ce complexe se compose des protéines
beclin, VPS34 (ou PI3K), ATG14, P150, et AMBRAI. En absence d’activation du processus
autophagique, beclin se trouve dans le cytoplasme sous une forme inactive de par sa liaison a BCL2.
C’est UVRAG, dont I’induction stimule 1’autophagie, qui permet son recrutement (Liang et al., 2006).
La protéine endothelin bl joue également un role dans cette étape en favorisant le recrutement de
beclin par UVRAG. Ensuite, ATG14 entre en compétition avec UVRAG pour se lier a beclin.
L’incorporation de ATG14 au complexe est indispensable a la formation d’autophagosomes, tout
comme celle de VPS34 qui permettra I’ancrage du complexe a la membrane du phagophore (Itakura et
al., 2008). Il semblerait également que la protéine endothelin bl (BIF1) participe a cette étape de
nucléation en permettant la courbure de la membrane du phagophore (Masuda et al., 2006, Takahashi
et al., 2007). La fonction de P150, une sérine/thréonine kinase n’est pas encore complétement élucidée

bien qu’il ait été montré que sa déplétion bloque I’initiation de I’autophagie chez la drosophile
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(Lindmo et al., 2008) ou induit une accumulation de vacuoles autophagiques dans un modé¢le murin
(Nemazanyy et al., 2013). Il semblerait que P150 favorise ’activation de VPS34 (Stjepanovic et al.,
2017). AMBRA, le dernier membre du complexe beclin/PI3K, se lie également a beclin et promeut
son recrutement lors du processus autophagique. Sa déplétion est a 1’origine d’une répression de
I’autophagie et peut conduire a 1’apoptose (Fimia et al., 2007, Gu et al., 2014). Rubicon quant a lui
régule négativement 1’autophagie en se liant a beclin (Tanaka et al., 2016, Zhong et al., 2009) (Figure
14).
e [’élongation

Durant 1’étape suivante, 1’élongation, d’autres facteurs sont recrutés afin d’étendre la membrane du
phagophore et de la circulariser, formant 1’autophagosome. Cet autophagosome contiendra alors les

protéines, acides nucléiques et organites qui seront par la suite dégradés.

ATG7 et ATG10 jouent un role en catalysant la formation du dimére ATG5-ATG12 auquel se greffera
par la suite ATG16L (Kuma et al., 2002). La protéine P300 régule négativement 1’activité de ce
complexe essentiel a I’autophagie par acétylation de ATGS et ATG12 (Lee and Finkel, 2009). Le
second systéme apparenté a ce processus est appelé « ubiquitin-like » puisqu’il se compose d’enzyme
qui vont, comme dans le systéme du protéasome se recruter les unes a la suite des autres afin d’ajouter
un groupement phosphatidyléthanolamine (PE) a la protéine LC3 (ATGS). LC3 est communément
utilisé comme marqueur des autophagosomes car une fois ce groupement PE ajouté, LC3 va s’intégrer
a la membrane interne ou externe de 1’autophagosome. Cet ajout passe par plusieurs interactions
protéiques. Tout d’abord, I’enzyme « El-like » ATG7 se lie a LC3 et favorise le recrutement de ATG4
(E2-like) qui interagit alors a son tour avec LC3 (Ichimura et al., 2000). Enfin ATG4 et le complexe
ATGS5-7-16L catalysent 1’ajout du groupement PE sur la protéine LC3 permettant ainsi son ancrage a
la membrane de 1’autophagosome en formation (Fujita et al., 2008, Hanada et al., 2007). Cette réaction

de lipidation peut étre reversée par ATG4 (Kirisako et al., 2000) (Figure 14).

e  Maturation et fusion

Une fois 1’autophagosome formé, 1’étape suivante est la fusion avec le lysosome afin de former un
autolysosome. Les hydrolases acides contenues dans le lysosome pourront alors dégrader le matériel
intra-autophagosomal.

Les systemes fongique et mammifere divergent dans les mécanismes de fusion entre ces vésicules. En
effet, une étude a montré dans plusieurs souches de levures que 1’activité autophagique n’était pas
perturbée par un traitement au nocodazole, un composé de dépolymérisation des microtubules
(Kirisako et al., 1999) alors qu’un traitement de méme type sur des cellules humaines provoque une
accumulation d’autophagosomes et un blocage de la fusion avec les lysosomes (Aplin et al., 1992,
Kochl et al., 2006). Dans les cellules de mammifeéres, il semblerait que les autophagosomes, répartis

de facon homogene dans la cellule utilisent les microtubules afin de rejoindre les lysosomes groupés
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au niveau du centre organisateur des microtubules. Ce constat serait cohérent avec 1’implication de la
dynéine dans ce trafic rétrograde (Jahreiss et al., 2008, Ravikumar et al., 2005). L’interaction entre les

autophagosomes et la dynéine se fait par I’intermédiaire de LC3 et INK1 (Fu et al., 2014) (Figure 14).

La fusion entre 1’autophagosome et le lysosome nécessite 1’interaction de plusieurs acteurs protéiques
répartis sur la surface des deux structures. RAB7 a été en premier lieu localisée sur les endosomes
tardifs. Cependant, des études récentes ont montré que le complexe MONI1-CCZ1, recruté par
interaction avec LC3, permettait I’ancrage de la protéine RAB7 au niveau des autophagosomes (Gao et
al., 2018). RAB7 permet alors le recrutement du complexe HOPS (homotypic fusion and protein
sorting) qui relie I’autophagosome au lysosome. D’autres acteurs protéiques appelés SNARE (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) participent ¢galement a cette étape. Ce
sont des récepteurs localisés a la surface des vésicules qui interviennent dans les événements de fusion
intervésiculaires. La syntaxine 17 (STX17), une protéine SNARE localisée a la surface des
autophagosomes est par exemple capable de se lier 8 VAMPS, une protéine de surface lysosomale

(Itakura et al., 2012, Jiang et al., 2014) (Figure 14).

En plus de ces facteurs essentiels, on dénombre un certain nombre de protéines auxiliaires qui
favorisent la fusion des deux structures par 1’augmentation du nombre de points d’ancrage entre les
deux membranes. PLEKHMI est présente au niveau de la membrane des lysosomes et recrute le
complexe HOPS (McEwan et al., 2015). La protéine EPGS5 (ectopic p-granules autophagy protein 5
homolog) participe également a ce processus de fusion. Localisée au niveau de la membrane des
lysosomes par liaison a VAMPS ou RAB7, EPG5 peut interagir avec LC3 mais catalyse aussi la
formation et la stabilité des complexes SNARE, notamment le complexe STX17-SNAP29-VAMPS
(Wang Z et al., 2016). Enfin, la protéine de surface lysosomale TECPR1 peut se lier au complexe
ATGS-ATG12 (amputé de Atgl6L) afin de former un pont supplémentaire entre les deux structures
(Chen et al., 2012).

d. Macroautophagie sélective et non sélective.
Longtemps la question de la sélectivité de 1’autophagie a été posée. S’agit-il d’un processus ciblé ou
visant simplement a générer un nouveau stock de constituants cellulaires ? Aujourd’hui, la réponse qui
semble se détacher des centaines d’études dirigées sur le sujet est que 1’autophagie peut étre sélective
ou non. En fonction de son environnement interne ou externe, la cellule va s’orienter vers un
mécanisme plutdt sélectif ou aléatoire. L’autophagic non sélective, en particulier dans la
macroautophagie va entrainer le piégeage d’une partie aléatoire du cytoplasme. En revanche, dans le
cas contraire, de nombreux signaux sous la forme d’étiquetage vont étre disséminés dans la cellule afin
de regrouper a l’intérieur de 1’autophagosome en formation un maximum de matériel voué a la
dégradation. L’un des moyens les plus connus, utilis¢é également lors de la dégradation par le

protéasome, est le marquage a 1’ubiquitine. Ce procédé passe par plusieurs enzymes nommées El

47



(enzyme d’activation), E2 (enzyme de conjugaison) et E3 (enzyme de ligature) qui vont agir en
synergie afin de greffer un ou plusieurs groupements ubiquitine aux protéines qui doivent étre
dégradées (Myung et al., 2001). La cellule fait ensuite appel a des adaptateurs protéiques comme P62
ou OPTN (optineurine). Le role de ces protéines sera d’assurer la liaison entre LC3 et les protéines a
dégrader grace a deux domaines primordiaux : LIR et UBA. Le domaine LIR (LC3-interacting region)
est un domaine de liaison a LC3 et UBA (ubiquitin associated domain) est un domaine de liaison a
I’ubiquitine (Kim et al., 2016). Ainsi en se liant aux protéines LC3 ancrées a la membrane interne de
I’autophagosome, ces adaptateurs vont permettre I’acheminement des protéines a dégrader (marquées
a 1’ubiquitine) a I’intérieur de 1’autophagosome (Figure 14). De plus, ces adaptateurs comme P62
interagissent avec des moteurs moléculaires comme la dynéine permettant leur trafic le long des
microtubules (Calderilla-Barbosa et al., 2014). A noter toutefois que 1’ubiquitination joue également
un role dans d’autres processus cellulaires comme la réponse immunitaire et la réparation de I’ADN

(Hu and Sun, 2016, Ulrich and Walden, 2010).

Les protéines ne sont pas les seules a étre ciblées lors de I’autophagie. En effet, certains organites,
lorsqu’ils sont endommagés ou en surnombre peuvent étre marqués afin d’étre dégradés. C’est
principalement le cas des mitochondries et des peroxysomes. Lors du processus d’autophagie
sélective, on ne parle pas d’autophagosomes mais de vésicules Cvt (cytoplasm-to-vacuole targeting).
Dans cette situation, la vésicule autophagique présente deux caractéristiques. Tout d’abord, sa taille est
moins importante puisque ce n’est pas a elle de récolter les constituants cellulaires, ce sont ces derniers
qui viennent a elle via les adaptateurs protéiques. Deuxiémement, en plus de son contenu protéique
habituel, la vésicule contient également des hydrolases acides qui sont recrutées sous la forme de

précurseurs comme les aminopeptidases 1 et 4 ou 1’alpha-mannosidase (Scott et al., 1997).

La mitophagie est une forme d’autophagie sélective passant par la présence du marqueur ATG2 au
niveau de la membrane externe de la mitochondrie et qui va directement se lier a LC3 (Kanki et al.,
2009a, Okamoto et al., 2009). Il existe d’autres marqueurs de la mitophagie comme ATG33 (Kanki et
al., 2009b) ou NIX (Novak et al., 2010). La dégradation d’autres organites tels que le peroxysome se
déroule par des mécanismes proches, avec un récepteur de surface comme PEX14P qui interagit avec
LC3 (Hara-Kuge and Fujiki, 2008). L’ubiquitine joue encore une fois un réle en marquant les

organites a dégrader (Kim et al., 2008).
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Figure 14 : Mécanismes de la macroautophagie

Le pré-autophagosome peut étre formé a partir de la membrane de différentes structures comme la
mitochondrie ou le RE. Durant I’étape d’initiation, le complexe ULK est formé et permet la formation
du phagophore. Ensuite, la nucléation fait intervenir le complexe protéique PI3K/beclin qui favorisera
et dirigera la croissance du phagophore. Durant I’étape d’élongation, un ensemble de protéines ATG
vont permettre 1’ajout d’un groupe phosphatidyléthanolamine (PE) sur la protéine LC3 qui pourra
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alors s’ancrer a la membrane du phagophore. Le phagophore circularisé est ensuite nommé
autophagosome. Parallélement a cette étape d’élongation, des protéines adaptatrices comme P62 ou
OPTN vont se lier a des protéines marquées a I’ubiquitine. Elles vont ensuite les acheminer jusqu’a
I’autophagosome en formation en interagissant avec des moteurs moléculaires comme la dynéine et
finalement se lieront a la protéine LC3. Une fois 1’autophagosome formé, il sera dirigé par transport
rétrograde vers le centre de la cellule ou il fusionnera avec un lysosome pour former un autolysosome.
Les hydrolases acides contenues dans le lysosome permettront la dégradation du contenu de
I’autophagosome qui sera par la suite libéré dans la cellule ou dans le milieu extracellulaire par
exocytose.
e. Autophagie et endocytose

Les mécanismes d’autophagie et d’endocytose sont étroitement liés. En effet, lors du processus
autophagique, il arrive que 1’autophagosome ne fusionne pas directement avec un lysosome mais avec
un endosome tardif, formant une structure nommée amphisome. Cet amphisome fusionne par la suite
avec un lysosome afin que son contenu soit dégradé. Les mécanismes dirigeant I’autophagosome
préférentiellement vers 1’endosome tardif ou vers le lysosome sont encore méconnus, malgré les
¢vidences d’une connexion. Ainsi, autophagie et endocytose sont deux voies de convergence du
recyclage des constituants environnants, 1’autophagie se focalisant sur le matériel intracellulaire et
I’endocytose sur le matériel membranaire ou extracellulaire. Les acteurs protéiques mis en jeu lors de

la fusion entre 1’autophagosome et I’endosome tardif sont essentiellement les mémes que ceux

nécessaires a la fusion avec le lysosome.
C.  Les régulateurs de I’autophagie

a. Régulateurs endogenes

e Statut nutritionnel de la cellule

On sait depuis de nombreuses années qu’une déprivation en nutriment induit de maniére importante le
processus autophagique. Cette méthode d’induction de I’autophagie est I'une des plus couramment
utilisée in vitro car elle se base sur une réponse physiologique et relativement peu stressante. Les deux
principaux régulateurs de 1’autophagie dans la cellule sont mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)
et ’AMPK (AMP-activated protein kinase). mTOR appartient a un complexe protéique impliqué dans
la biogénése des ribosomes et dans la traduction. Elle stimule la croissance et inhibe 1’autophagie.
Cette modulation de I’autophagie passe par I’activité de certains transporteurs d’acides aminés qui font

entrer dans la cellule de la leucine (Nicklin et al., 2009).

AMPK et mTOR sont deux kinases agissant directement sur ULK1. En présence d’une forte
concentration en glucose ou en nutriments, I’AMPK va étre inhibé et mTOR va phosphoryler ULK 1
au niveau de la sérine 757 ce qui bloquera son activit¢ dans 1’autophagie. mTOR inhibe également
I’autophagie en agissant par le biais d’autres protéines. Une ¢tude a montré que le blocage de mTOR

entrainait une répression de TAP42 et PP2A, deux protéines régulant négativement 1’activité de ULK 1
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(Yorimitsu et al., 2009). En revanche, lors d’une déprivation en nutriment, I’AMPK sera active et
phosphorylera ULK1 au niveau des sérines 317 et 777. De plus, par le biais de TSC1/2, ’AMPK
inhibera RHEB, un facteur activateur de mTOR (Kim et al., 2011, Long et al., 2005) (Figure 15).

Une seconde voie de répression de 1’autophagie passe par la protéine kinase A (PKA). En effet,
I’utilisation d’un mutant constitutivement actif de la PKA entraine une importante répression de
1I’autophagie par phosphorylation inhibitrice de ULK 1, entrainant son défaut de recrutement au niveau

de la structure pré-autophagosomale (Budovskaya et al., 2005, Budovskaya et al., 2004) (Figure 15).

En plus des nutriments, I’insuline a également un effet négatif sur I’autophagie en empruntant la voie
dépendante de ’AMPK et de mTOR. En effet, la liaison de I’insuline a son récepteur entraine le
recrutement de PTDINSK de classe I et la formation de PtdIns(3,4,5)Ps. Cela permet le recrutement et
I’activation de AKT (Stokoe et al., 1997). Ce dernier va, par phosphorylation, inactiver le complexe
TSC1/2 qui ne pourra alors pas bloquer RHEB, décrit plus tot comme un activateur de mTOR (Inoki et
al., 2002, Long et al., 2005, Manning et al., 2002) (Figure 15).

e Réponse UPR

La réponse UPR est une réaction physiologique de la cellule & une perturbation de la qualité des
protéines, que ce soit une accumulation d’agrégats ou un défaut de repliement des protéines.
Concernant I’homéostasie protéique, cette réponse impacte le processus autophagique de différentes
manigres.

Les trois marqueurs du controle de I’homéostasie protéique sont ATF6, IRE1 et PERK. Dans des
conditions physiologiques, ces trois protéines sont peu exprimées ou inactives. Lors de ’activation de
IRE1, ce récepteur se dimérise et s’autophosphoryle. Des études ont montré que cela Iui permet de
cliver TARNm du transcrit Xbp! qui sera transloqué dans le noyau ou il activera la transcription de
genes associés a la réponse UPR (Ron and Walter, 2007). De plus, dans des modeles de SLA et de
maladie de Huntington, Xbpl réprime le processus autophagique dans les neurones et inhibe la
clairance des agrégats protéiques (Hetz et al., 2009, Vidal et al., 2012).

En revanche pour contrebalancer ces données, il a été mis en évidence le caractére essentiel de Xbpl
dans I’induction de I’autophagie par la voie UPR. En effet, la répression de Xbp! entraine une
diminution de la formation d’autophagosomes (Kishino et al., 2017). Le récepteur IRE1 est également
impliqué dans la formation des autophagosomes via 1’activation de JNK (Ogata et al., 2006) qui
favorise alors 1’activation de beclin par phosphorylation de BCL2 (Lei and Davis, 2003). De plus,
I’activation de ATF6, un autre membre du trio de la réponse UPR entraine 1’induction de HSPAS, un
activateur de AMPK et TSC1/2, donc un inducteur de I’autophagie (Baumeister et al., 2005, Cook and
Clarke, 2012).

Enfin, si I’augmentation de la quantit¢ de PERK est a 1’origine d’une induction du processus

autophagique par conversion de la protéine LC3 (Kouroku et al., 2007), il entraine également la
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dissociation du complexe NRF2/KEAP1 et I’activation de NRF2 (Cullinan et al., 2003). Bien que le
role principal de NRF2 soit lié aux voies de survie cellulaire, une étude a montré qu’il pouvait

¢galement avoir un role négatif dans I’autophagie (Rao et al., 2010).

Le role de la réponse UPR semble donc ambivalent dans 1’autophagie, a la fois inducteur et répresseur.
Néanmoins, I’ensemble des études traitant de ce sujet se basent sur des approches trés différentes les

unes des autres (Figure 15).

e Immunité
L’autophagie est également fortement induite dans les cellules de type macrophage lors d’une
infection bactérienne ou suite a ’apoptose de cellules environnantes. Certains marqueurs de
I’immunité ont été montrés comme inducteur de 1’autophagie dans ces cellules immunitaires. C’est le
cas de I'interféron gamma (IFNy) (Gutierrez et al., 2004), de IRGM (Immunity Related GTPase M)
(Singh et al., 2006) ou encore de MYDS88 (Shi and Kehrl, 2008) (Figure 15).

b. Régulateurs pharmacologiques

Aujourd’hui de nombreuses molécules sont connues pour induire ou réprimer 1’autophagie. Les agents
pharmacologiques les plus couramment utilisés sont d’origine bactérienne. Relativement bien
caractérisés, ils permettent l’induction ou la répression de différentes étapes du processus

autophagique.

e Les inducteurs

Parmi les inducteurs de I’autophagie, on trouve la rapamycine. Isolée de la souche Streptomyces
hygroscopicus, cette molécule est un inhibiteur de la protéine mTOR (Figure 15). Dans les modéles de
maladie de Parkinson, la rapamycine favorise la clairance des agrégats d’alpha-synucléine (Crews et
al., 2010) et améliore le comportement moteur (Santini et al., 2009). En revanche, concernant la
maladie d’Alzheimer et la SLA, les résultats sont plus hétérogénes. Certains modéles de maladie
d’Alzheimer présentent, en réponse a un traitement a la rapamycine, une réduction des troubles
cognitifs et une clairance des inclusions B-amyloides (Spilman et al., 2010) alors que d’autres
présentent une accumulation de plaques -amyloides (Zhang et al., 2010) ou une diminution de la
survie (Ling et al., 2009). Dans la SLA, seules deux études ont été menées sur des souris SOD19%4,
Dans la premicére, le traitement est néfaste a la survie des animaux alors que dans 1’autre (dans laquelle
les souris sont dépourvues de lymphocytes matures), on observe un léger effet bénéfique de la
rapamycine sur la survie (Staats et al., 2013).

La metformine est également un inducteur de I’autophagie couramment utilisé in vitro ou in vivo dans
le cadre de traitement de maladies neurodégénératives. 1l s’agit d’ailleurs d’un composé prescrit dans
certains cas de diabéte de type 2. Son role dans I’autophagie semble passer par ’activation de I’ AMPK,

le pendant de mTOR (Zhou et al., 2001) (Figure 15). Comme pour la rapamycine les traitements a la
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metformine sur des modeéles murins de maladie d’ Alzheimer donnent des résultats trés différents d’une
¢tude a I'autre avec une amélioration de la clairance des agrégats et de la mémoire (Chen et al., 2016)
ou une neurotoxicité accompagnée de la formation d’espéces réactives de I’oxygeéne (Picone et al.,
2015). Dans I’optique d’un traitement de la SLA, une seule étude a été réalisée sur un modele murin
(SOD1%%4), Les conclusions ont été une absence d’effet du traitement sur I’apparition des symptomes
ou la survie entre les groupes traités et placebo et un effet néfaste de la metformine sur la survie des

souris femelles (Kaneb et al., 2011).

e Les répresseurs

La wortmannine est un inhibiteur de I’autophagie découvert chez Penicillium funiculosum. Elle agit
directement sur ce processus en se liant de maniére covalente a la PI3 kinase de classe III et en
prévenant la formation de PtdInsP3 (Blommaart et al., 1997) (Figure 15). Cet inhibiteur intervient
dans 1’étape de nucléation de 1’autophagie. La wortmannine n’a a I’heure actuelle jamais ¢été utilisée
comme traitement dans des modeles de SLA puisque la stratégie dans cette maladie serait plutot
d’induire la clairance des agrégats par 1’autophagie. En revanche, 1’inhibition de la PI3K a eu des
effets positifs sur des modeles de maladie d’ Alzheimer avec notamment une diminution de la quantité
de plaques B-amyloides et une atténuation des troubles de la mémoire (Chiang et al., 2010, Haugabook
et al., 2001, Petanceska and Gandy, 1999).

Le mécanisme d’action de la chloroquine dans I’inhibition de I’autophagie n’est pas encore
complétement élucidé. Les premicres études mettaient en évidence une accumulation de structures a
simple ou double membrane denses aux électrons dans des parasites murins (Macomber and Sprinz,
1967). Par la suite, il a ét¢ mis en évidence le tropisme lysosomale de la chloroquine et son effet
délétere sur la dégradation lysosomale. Une étude récente a également montré un blocage de la fusion
entre autophagosome et lysosome suite a un traitement a la chloroquine (Figure 15) (Mauthe et al.,
2018).

53



Wortmannine Classe | PI3K  Metformine Nutriments

1 l l Stress du RE
& Stress du RE

Classe Ill PI3K==] PtdIns(3,4,5)P3 AMPK <= HSPAS Rapamycine l

/Stress du RE PERK/eiF2a

AKT === ITSC1/2 ==l RHEB =% mTOR

‘/l IREjJNK l

TAP42 PP2A *

Complexe
BECLIN/PI3K

PKA ==

Stress du RE =% XBP1
\NRFZ //"

Infection — [FNy —» IRGM1

Chloroquine
Bafilomycine

@B Polyubiquitine (‘ Syntaxine 17 ‘ Hydrolase acide

D Protéine a dégrader ) Vamp8

Figure 15 : Régulation endogene ou pharmacologique de la macroautophagie

Les noms en gras représentent des modulateurs pharmacologiques alors que ceux soulignés
correspondent a des modulateurs endogénes (processus ou protéine). Les fléches bleues correspondent
a des mécanismes d’induction alors que les rouges correspondent a des mécanismes d’inhibition. U-P :

ubiquitine-protéasome.
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2. Autophagie et syndrome SLA-DFT

L’autophagie est ’'un des mécanismes qui a été le plus étudié dans la SLA et la DFT puisque comme
dans de nombreuses maladies neurodégénératives, les neurones des patients présentent une
accumulation progressive d’inclusions protéiques pathologiques. L’autophagie, et plus
particulierement la macroautophagie est le seul mécanisme capable de prendre en charge ces structures
et de les ¢liminer. L ’autophagie s’aveére étre un mécanisme d’autant plus pertinent dans la SLA et la
DFT lorsque I’on s’intéresse aux geénes causatifs de ces deux pathologies. En effet, plus de la moiti¢ de
ces genes sont impliqués dans ’homéostasie protéique ou directement dans le processus autophagique.
Cependant, les modeles d’études nous ont montré que les différentes mutations en lien avec la SLA et

la DFT peuvent avoir des impacts trés différents sur le processus autophagique (Figure 16).
A.  Modulateurs directs

La protéine SOD1, comme d’autres antioxydants réprime le processus autophagique (Chen et al., 2009,
Underwood et al., 2010). Cependant, les mutations de ce geéne en lien avec la SLA montrent pour la
plupart une exacerbation de I’autophagie et une accumulation de vacuoles autophagiques (Li et al.,
2008, Wei, 2014). En revanche, ce qui est moins certain, c’est le role que joue 1’autophagie dans le
développement et la progression de la pathologie. En effet, les patients SLA porteurs d’une mutation
du géne SODI surexpriment beclin, un acteur essentiel dans I’initiation de I’autophagie. Cependant,
I’ablation partielle de ce géne afin de ramener I’autophagie a un niveau plus physiologique semble
dans certaines études, bénéfique (Tokuda et al., 2016) et dans d’autres, délétére (Nassif et al., 2014). 11

1% interagit avec beclin. Cela conduit a une rétention de beclin, une

s’avere que le mutant SOD
diminution de 1’autophagie et donc a une accumulation d’agrégats SOD1. Afin de compenser cela, la

cellule surexprime beclin.

Les genes TBKI, P62 et OPTN jouent un role prépondérant dans 1’autophagie en tant qu’adaptateurs
protéiques dans la macroautophagie sélective. Un certain nombre de mutations de P62 dans la SLA
sont localisées au niveau du domaine LIR de liaison a LC3. Cela entraine une délocalisation de P62
hors de I’autophagosome et une perturbation de la macroautophagie sélective (Goode et al., 2016). Des
résultats similaires ont été obtenus lors d’une délétion du domaine de liaison a I’ubiquitine du geéne
OPTN. Les neurones présentaient une diminution de la clairance des agrégats protéiques associée a
une perturbation du flux autophagique (Shen et al., 2015). P62 et OPTN semblent également étre liés a
la mitophagie (Wong and Holzbaur, 2014). Enfin, certaines mutations de TBK/ entrainent un blocage
de I’interaction entre TBK1 et OPTN ainsi qu’une diminution de la phosphorylation de cette derniére.
Les neurones présentent alors une perturbation de la clairance des mitochondries endommagées et de
la liaison de OPTN a I’ubiquitine (Richter et al., 2016). TBK1 est d’autant plus essenticlle qu’elle

intervient dans la défense immunitaire médiée par 1’autophagie (Pilli et al., 2012).
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Le géne UBQLN2, codant pour 1’ubiquiline, est également impliqué dans la dégradation protéique en
participant a la fois a ’AMC et a la voie UPS. Les mutations de ce géne en lien avec la SLA ont
montré une diminution de I’interaction entre UBQLN2 et HSP70, une chaperonne essentielle dans

I’AMC (Hjerpe et al., 2016, Teyssou et al., 2017).

Enfin, la protéine PGRN joue un réle important dans 1’autophagie dans les cellules gliales et
neuronales. Des souris déficientes en proganuline présentent une induction importante de I’expression
de génes de l’autophagie associée a des perturbations de la dégradation lysosomale et a une
accumulation de lysosome dans les cellules gliales (Tanaka et al., 2013, Tanaka et al., 2014). Un
résultat similaire a été obtenu dans les neurones de souris présentant une haploinsuffisance de Pgrn
(Evers et al., 2017). Les neurones déficients pour ce géne présentent également une accumulation de
protéine TDP43 ainsi qu’une diminution de I’activité lysosomale, liée & une diminution de 1’activité de
la cathepsine D (Valdez et al., 2017). Une étude récente a mis en évidence le rdle essentiel de la

progranuline dans 1’acidification du lysosome (Tanaka et al., 2017).
B.  Modulateurs indirects

Le géne TARDBP ne joue pas un role direct dans 1’autophagie. Cependant, Schwenk et al ont montré
que sa répression ou sa mutation au niveau du domaine de translocation nucléaire provoquait une
diminution du trafic endocytique (Schwenk et al., 2016). TDP43 est également un régulateur (indirect)
négatif de I’autophagie par induction de 1’expression de raptor, une protéine qui agit en synergie avec
mTOR pour réprimer I’autophagie. De plus TDP43 participe a la rétention de TFEB, un facteur de
transcription inducteur de 1’autophagie. Dans cette méme ¢étude, la répression de TDP43 diminue
I’expression de la dynactine et entraine une délocalisation d’une partie des lysosomes dans 1’ensemble
du cytoplasme (Xia et al., 2016). Plusieurs articles ont par ailleurs démontré 1’effet bénéfique d’une
stimulation de 1’autophagie dans la clairance des agrégats TDP43 (Chang et al., 2016, Wang et al,,
2012, Wang et al., 2015).

La protéine TAU représente un enjeu dans la SLA et la DFT de par sa capacité a former des fibrilles
insolubles en présence ou non d’une mutation dans le géne MAPT (Cohen et al., 2011). La mutation de
ce géne entraine une perturbation du trafic endocytique dont les vésicules transitent par les
microtubules. De plus, une étude a montré que la dégradation de TAU était différente en fonction de sa
nature (protéine mutante ou endogéne). En effet, la protéine TAU endogene est généralement dégradée
par microautophagie ou AMC alors que le mutant A152T est ¢liminé par macroautophagie ou AMC
(Caballero et al., 2018). Néanmoins, il semblerait que 1’induction pharmacologique de 1’autophagie
réduise la quantité de mutant TAU soluble et insoluble (Berger et al., 2006, Kruger et al., 2012). Des
résultats similaires ont été obtenus sur un modele de tauopathie chez le poisson zébre ou I’induction de
I’autophagie diminue la proportion de protéine TAU phosphorylée et améliore le phénotype général

des animaux (Lopez et al., 2017).
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La mutation de FUS entraine également des altérations du processus autophagique. Les mutations
R522G et P525L sont a I’origine d’une répression générale de 1’autophagie avec une diminution de la
formation d’autophagosomes, de la clairance des protéines ubiquitinylées et une perturbation de la
fusion entre autophagosomes et lysosomes. Cependant, la surexpression de RABI semble limiter cette
répression de I’autophagie par une relocalisation de FUS hors des granules de stress. A noter toutefois
que cette étude a été réalisé in vitro et que ’analyse de tissus post-mortem de patients porteurs d’une
mutation proche (R521C) révele une augmentation du nombre d’autophagosomes (Soo et al., 2015).
Le mutant FUS semble donc réprimer indirectement 1’autophagie et entrainer 1’accumulation de
granules de stress et d’inclusions protéiques jusqu’a un certain stade a partir duquel d’autres voies de
signalisation se mettent en place et induisent I’autophagie. Il a d’ailleurs été montré que I’induction de

I’autophagie diminue le nombre de granules de stress in vitro (Ryu et al., 2014).

C90RF72 est une protéine complexe dont le role dans la cellule est encore trés mal compris et 1’effet
de ses mutations par expansion est difficilement discernable. En effet, deux études ont publié en 2016
des résultats contradictoires concernant les conséquences du mutant sur I’autophagie. La premicre a
montré que la répression de C9ORF72 dans des cellules iPS de patients entrainait une accumulation de
P62 et une diminution de la lipidation de LC3 et donc de la formation d’autophagosomes (Webster et
al., 2016). Dans la seconde ¢tude, Ugolino et al ont utilis¢ des fibroblastes murins comme modéle
d’étude. Leurs résultats montrent que la répression de C90rf72 mene a I’induction de I’autophagie par
la translocation de TFEB et I’inactivation de mTOR (Ugolino et al., 2016). Ainsi, le role de C9ORF72
muté semble différent en fonction du type cellulaire. Enfin, un nouveau réle de COORF72 a
récemment ¢été proposé. Par interaction avec P62, SMN et FUS, lorsque ce dernier est méthylé par

PRMTS, C9ORF72 favorise la clairance des granules de stress (Chitiprolu et al., 2018).
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Figure 16 : Impact des différents mutants liés a la SLA et/ou la DFT sur le processus autophagique

U-P : ubiquitine-protéasome
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1. Le gene CHMP2B
1.  Structure de CHMPB

Le gene CHMP2B (charged multivesicular body protein 2b) est localisé sur le chromosome 3 du
génome humain. Il se compose de 6 exons et permet la formation d’une protéine unique de 213 acides
aminés. La partie N-terminale de la protéine comporte un domaine basique alors que la partie C-
terminale comporte un domaine acide. Le seul domaine d’interaction connu de la protéine se situe sur
sa partie C-terminale et lui permet de se lier 8 VPS4 (vacuolar protein sorting 4). Les deux domaines
acide et basique interagissent ensemble entrainant un repliement de la protéine et son auto-inhibition.

L’interaction avec VPS4 permet de lever cette inhibition (Figure 17) (Fontana et al., 2015).

Région Basique Région Acide

A A
( | ( |

Domaine de liaison a VPS4

Figure 17 : Structure de la protéine CHMP2B
La protéine CHMP2B posséde un domaine de liaison a VPS4 appelé domaine MIM (MIT-interacting
Motifs).

2. Fonction de CHMP2B

A. CHMP2B et complexes ESCRT

La principale fonction connue de la protéine CHMP2B est liée a son appartenance au complexe
ESCRT-III. Ces complexes ESCRT sont au nombre de 4 (numérotés de 0 a 3) et agissent en synergie
afin de promouvoir la scission membranaire, processus primordial dans [’endocytose, le
bourgeonnement viral et la cytocinése. La particularité de ce processus est qu’il permet uniquement
I’évagination d’une vésicule, c’est-a-dire que les protéines ciblées par les complexes ESCRT

quitteront le cytoplasme (Figure 18).

e ESCRT-0:
Ce complexe se compose des protéines HRS (hepatocyte growth factor regulated tyrosine kinase
substrate) et STAM1/2 (signal transducing adaptor molecule 1/2) (Figure 18)(Asao et al., 1997). Elles
possédent un domaine de liaison a 1’ubiquitine leur permettant de cibler les protéines marquées par
I’ubiquitine. En plus de cela, HRS posséde un domaine de liaison au phosphatidylinositol-3-phosphate
(PtdIns(3)P), un constituant majeur des membranes cellulaires (Mao et al., 2000). Le role de ce
complexe va donc étre de reconnaitre et de se fixer aux protéines ubiquitinylées proches des

membranes cellulaires, par exemple au niveau des endosomes précoces.
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e ESCRT-I:
Ce complexe, constitué de TSG101 (tumor susceptibility gene 101), hVPS28 (human vacuolar protein
sorting 28) et VPS37 a été¢ mis en évidence pour la premicre fois en 2001 (Katzmann et al., 2001). Par
la suite, des études ont montré que la protéine hMBS12 (human multivesicular bodies subunit 12)
faisait également partie de ce complexe (Chu et al., 2006). L’interaction entre ESCRT-0 et ESCRT-I
se fait via le domaine UEV (ubiquitin E2 variant) de TSG101 qui reconnait le domaine PTAP-like de
HRS (Figure 18)(Lu et al., 2003).

e ESCRT-II
Ce complexe est compos¢ de EAP45 (ell-associated protein of 45KDa), EAP20 et EAP30. 1l est
recruté par hVPS28 qui interagit avec le domaine GLUE (gram-like ubiquitin-binding in EAP45) de
EAP45 (Babst et al., 2002, Gill et al., 2007). Le domaine GLUE permet également au complexe de
reconnaitre et lier I’ubiquitine ainsi que le phosphatidylinositol-3-phosphate (Figure 18) (Slagsvold et
al., 2005). Le role de ce complexe est de recruter les membres du complexe ESCRT-III puis de

catalyser sa formation.

e ESCRT-III et VPS4
Le dernier complexe ESCRT se compose des protéines CHMP4, CHMP6, CHMP3 et CHMP2

(Figure 18). Les protéines CHMP4 et CHMP2 sont respectivement retrouvées sous trois et deux

formes nommées A, B (et C dans le cas de CHMP4). Contrairement aux autres complexes ESCRT, les
membres de ESCRT-III se trouve sous une forme auto-inhibée par interaction de leur partie C-
terminale avec leur partic N-terminale (Zamborlini et al., 2006). Leur interaction avec d’autres

protéines ESCRT lévera cette inhibition.

La formation de ESCRT-III débute par le recrutement de CHMP6 par EAP20. CHMP6 va ensuite
recruter CHMP4 qui formera des homo-oligomeéres permettant le recrutement de CHMP3 qui
favorisera le recrutement de CHMP2. Le complexe ESCRT-III forme une structure hélicoidale qui va
permettre la déformation de la membrane en créant une zone de constriction (Bodon et al., 2011,
Guizetti et al., 2011, Henne et al., 2012). D’autres complexes viennent s’ajouter a ces protéines
notamment BRO1/ALIX et IST1 et DID2. Leur role sera de stabiliser la structure des complexes
ESCRT mais aussi de favoriser le recrutement de VPS4 qui interagit avec les domaines MIM (MIT-

interacting Motifs) situés sur 1’ensemble des protéines CHMP.

La scission de la vésicule sera réalisée par VPS4. 1l s’agit d’'une ATPase qui va fournir 1’énergie
nécessaire a la réaction de scission (Babst et al., 1997). Cette protéine va former un anneau composé
de plusieurs homo-hexameéres associés a VTAIP (Yu et al., 2008). En plus de permettre la scission de
la vésicule, VPS4 va également catalyser le démantélement du complexe ESCRT-III. Les études de
mutants de Vps4 chez la levure ont en effet mis en évidence le piégeage du complexe ESCRT-III

associé¢ a Vps4 le long d’endosomes de taille importante (Babst et al., 1998).
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Figure 18 : Protéines des complexes ESCRT et leurs interactions

Les protéines des complexes ESCRT-0, I et II interagissent en permanence avec les membres de leur
complexe. Les protéines du complexe ESCRT-III en revanche sont sous une forme inhibée dans le
cytoplasme. C’est lors de leur activation par les protéines des autres complexes ESCRT qu’elles
deviennent actives et forment le complexe ESCRT-III. Le symbole « * » signifie que la protéine subit
une modification d’ordre post-traductionnel ou structural avant de pouvoir interagir avec la membrane.
Image adaptée de (Henne et al., 2011).

B. Les complexes ESCRT dans I’endocytose

L’implication des complexes ESCRT la mieux caractérisée concerne le processus d’endocytose. Lors
de la fixation d’un ligand sur son récepteur, il peut arriver que la partie cytoplasmique du récepteur
soit phosphorylée entrainant alors son internalisation. Cette internalisation fait intervenir des protéines
de clathrine recouvrant la vésicule néo formée qui sera alors dirigée vers un endosome précoce avec
lequel elle fusionnera. Ce processus est important dans les phénomenes de désensibilisation, afin de

stopper la signalisation liée a un ligand présent en grande quantité dans le milieu extracellulaire.

Le réle des complexes ESCRT se situe en aval de cette internalisation. En effet, lorsque le récepteur
est internalisé puis fusionne avec 1’endosome précoce, la partie intracellulaire du récepteur est toujours

présente dans le cytosol et la voie de signalisation associée continue a étre activée. Les complexes
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ESCRT, en promouvant 1’invagination de la membrane de 1’endosome précoce permettent de stopper

la voie de signalisation active (Figure 19 et 20).

Comme décrit précédemment, un récepteur qui doit étre dégradé ou bloqué sera marqué par une
protéine d’ubiquitine. Cela permettra le recrutement successif de ESCRT-0, I, II et III. Le principal
role des complexes 0 et I est la reconnaissance de la protéine cible et I’ancrage a la membrane de
I’endosome. Les complexes ESCRT-II et III ont un réle davantage tourné vers I’invagination et la
scission de la membrane car ils sont dépourvus de domaine de liaison a 1’ubiquitine. Avant leur
internalisation dans la lumiére de 1’endosome, les « étiquettes ubiquitines » seront éliminées des
protéines cibles via AMSH (McCullough et al., 2006) ou I’isopeptidase Y (Row et al., 2006) qui
interagissent avec STAM (ESCRT-0).
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i flat membrane i invagination jii vesicle maturation iv neck constriction Vv  Scission 0\0 o

ESCRTs PO . -
& g‘ o & i ESCRTAI
/ f-f 6 6 - ESCRT-IIl subunit
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Figure 19 : Role des complexes ESCRT dans I’endocytose

Les complexes ESCRT-0 et I se lient a la membrane de la structure (généralement un endosome) mais
aussi aux protéines marquées a 1’ubiquitine. Le complexe ESCRT-II est ensuite recruté et permet la
formation du complexe ESCRT-III. Ces deux derniers invaginent la membrane et, par consommation
d’ATP et intervention de VPS4, le cou formé au niveau de la membrane se referme progressivement
jusqu’a séparation des deux membranes. VPS4 catalyse finalement la dissociation du complexe
ESCRT-III. Image tirée de (Henne et al., 2011).

C. Complexes ESCRT et bourgeonnement viral

CHMP2B et plus généralement les complexes ESCRT interviennent dans le bourgeonnement viral
(Figure 20) (Garrus et al., 2001). La protéine virale P6 est capable de recruter TSG101 via un domaine
identique a celui qui permet & HRS de recruter TSG101 (Martin-Serrano et al., 2001, von Schwedler et
al., 2003). D’autres protéines impliquées dans la formation de virions sont capables d’interagir avec
des membres des complexes ESCRT. C’est le cas de P9 et P2 qui recrutent respectivement les
protéines ALIX et NEDD4, une ligase ubiquitine impliquée dans la fixation de groupements ubiquitine

(Garnier et al., 1996, Strack et al., 2003).
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D. Complexes ESCRT et cytocinése

La fonction de scission membranaire des complexes ESCRT est également nécessaire a la cytocingse,
c’est-a-dire a I’étape finale de la division cellulaire (Figure 20). Carlon et Martin-Serrano ont montré
que lors de la cytocinése, les protéines TSG101 et ALIX colocalisent avec CEP55, une protéine du
centrosome située au niveau du point de jonction des deux cellules en cours de séparation (Carlton and
Martin-Serrano, 2007). La machinerie ESCRT semble indispensable a ce processus. En effet, la
transfection de dominants négatifs de CHMP3 et VPS4 inhibe la scission entre deux cellules en fin de

duplication (Dukes et al., 2008).
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Figure 20 : Role des complexes ESCRT dans les phénoménes de scission membranaire

Les complexes ESCRT jouent un role dans trois processus impliquant une scission membranaire :
I’endocytose et plus particuliérement la formation de corps multivésiculaires (ou endosomes tardifs),
la cytocinése et le bourgeonnement viral. Image tirée de (Schmidt and Teis, 2012).

E. Complexes ESCRT et formation et stabilisation des €pines dendritiques

Les épines dendritiques sont des excroissances situées le long des dendrites des neurones. Elles
correspondent a la partie post-synaptique d’une connexion entre deux neurones. Le rdle de ces
structures est de recevoir et de transmettre un potentiel d’action envoyé€ par un neurone avec lequel le
neurone communique via une synapse. La plasticité synaptique est la capacité du cerveau a former,

dégrader ou reformer différentes connexions entre les neurones. Ainsi, que ce soit dans le cadre d’une
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blessure ou d’un entrainement répété a une certaine discipline, les connexions entre les neurones

évoluent tout au long de la vie. Il existe 3 types d’épines dendritiques :

-L’épine dendritique « trapue » : elle est aussi large d’une extrémité a 1’autre et finit par un demi-
cercle. Elle mesure en moyenne 1pum et est prédominante lors du développement post-natal (Harris et

al., 1992).

-L’épine dendritique fine : elle se compose d’un cou long et fin et d’une téte plus petite en forme de

bulbe. Elle mesure en moyenne 1,7um et est prédominante a 1’age adulte (Harris et al., 1992).

-L’épine dendritique en forme de champignon : elle se compose d’un cou mais surtout d’une téte
beaucoup plus larges que 1’épine dendritique fine. Elle mesure environ 1,5um. La taille importante de
sa téte et sa surface de contact synaptique élevée rendent ce type d’épine dendritique plus stable que

les autres (Peters and Kaiserman-Abramof, 1970).

De par leur capacité a courber ou invaginer les membranes de la cellule, les complexes ESCRT et plus
particuliérement CHMP2B jouent un réle important dans la formation des épines dendritiques. Des
immunomarquages ont montré une colocalisation entre CHMP2B et PSD95, une protéine localisée au
niveau des épines dendritiques. De plus, I'utilisation de shARN contre CHMP2B provoque une
diminution du nombre d’épines dendritiques. Cela entraine également une diminution de la proportion
d’épines dendritiques en forme de champignon, qui sont les plus stables au profit d’épines
dendritiques fines (Belly et al., 2010). D’un point de vue fonctionnel, les neurones privés de CHMP2B
présentent une amplitude du courant postsynaptique plus faible (Chassefeyre et al., 2015).

3. Legéne CHMP2B dans la SLA et la DFT

A. Découverte dans la SLA et la DFT

La premiére mutation du géne CHMP2B a été découverte dans une famille danoise en 2005. Les
individus présentant des troubles caractéristiques de la DFT étaient tous porteurs d’une mutation
ponctuelle, substitution d’une guanine en cytosine au niveau du site d’épissage de I’exon 6. Cette
mutation entraine la formation de 2 transcrits aberrants appelés « intron5 » ou « A10 » (en fonction de
I’épissage du transcrit) (Figure 21). Le premier transcrit (intron5) se compose de 201 paires de bases
supplémentaires par rapport au transcrit endogene et code une protéine dont les 177 premiers acides
aminés sont identiques a ceux de la protéine CHMP2B. Le 178° est une Valine au lieu d’étre une
méthionine puis survient un codon stop entrainant une perte des 35 derniers acides aminés (Figure 21).
Le transcrit « A10 » présente une perte de 10 paires de bases par rapport au transcrit endogene (2400
paires de base au lieu de 2410). Les modifications de la séquence polypeptidique interviennent
¢galement a partir du 178° acide aminé. La suite de la séquence d’acides aminés est complétement

différente. La protéine mutante présente également 7 acides aminés de moins que CHMP2B (206 au
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lieu de 213) (Figure 21) (Skibinski et al., 2005). Un an plus tard, deux nouvelles mutations ont été
découvertes chez deux patients respectivement atteints d’une atrophie musculaire progressive (AMP)
et d’une SLA accompagnée d’une DFT. L’individu atteint d’AMP présentait une mutation au niveau
de la base 694 ou une cytosine remplagait une adénine, entrainant la traduction d’un acide aminé
histidine a la place d’une glutamine. Le 2° patient présentait une substitution d’une adénine en guanine,

donnant une modification du 29° acide aminé (valine a la place d’isoleucine) (Parkinson et al., 2006).
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Figure 21 : Séquence poly-peptidique de CHMP2B chez différentes especes et ses principaux mutants
La protéine humaine CHMP2B posséde 213 acides aminés. La protéine murine présente 99%
d’homologie avec la protéine humaine, avec un seul acide aminé différent. Le fond noir présente les
acides aminés identiques et le fond gris les équivalences entre espéces. Les modifications liées aux
mutants « intron 5 » et « A 10 » sont soulignées (Image tirée de (Urwin et al., 2009)).

B. Mutations connues

Les mutations du géne CHMP2B sont a 1’origine de moins de 1% des cas de DFT et /ou de SLA. A
I’heure actuelle, 12 mutations du géne ont été découvertes chez des patients atteints de troubles
moteurs et/ou cognitifs (Cox et al., 2010, Ghanim et al., 2010, Parkinson et al., 2006, Skibinski et al.,
2005, van Blitterswijk et al., 2012a, van der Zee et al., 2008). Parmi ces 12 mutations, 5 d’entre elles
sont associées a la SLA et 4 a la DFT. Les trois derniéres ont été découvertes chez des patients atteints
respectivement de SLA-DFT, d’AMP et de Démence CorticoBasale (DCB) (Figure 22). L’AMP
entraine une dégénérescence des motoneurones spinaux a 1’origine d’une atrophie musculaire et de
fasciculations. La DCB est une maladie neurodégénérative entrainant des troubles moteurs,
linguistiques et mnésiques. La plupart des mutations sont des mutations ponctuelles faux sens
entrainant la modification d’un seul acide aminé de la protéine, exception faite de la mutation Q165X
qui provoque un arrét prématuré de la traduction de la protéine CHMP2B et de la mutation M178V/L
(entrainant la formation du transcrit « CHMP2B™ " ») qui affecte 1’épissage du transcrit et modifie la

séquence peptidique en aval du site de mutation (Figure 22).
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R69Q (AMP) N143S (DCB) S194L (DFT)
129V (SLA-DFT) T104N (SLA) G165X (DFT) Q206H (SLA)

R22Q (SLA) N54T (SLA) D148Y (DFT) M178V/L (DFT)
T831 (SLA)

Figure 22 : Mutations du gene CHMP2B en lien avec des maladies neurodégénératives

Parmi ces 12 mutations, 5 causent une SLA et 4 causent une DFT. Une seule est a 1’origine d’un
syndrome SLA-DFT. Les deux derniéres mutations sont associées chez I’Homme a une Atrophie
Musculaire Progressive et a une Démence Corticobasale. La mutation rouge indique un décalage du
cadre de lecture et la mutation verte indique une mutation non-sens. Les 10 autres sont des mutations
faux-sens.

C. Mécanismes pathologiques en lien avec le mutant CHMP2B™""" et

modeles animaux développés

a. Données in vitro
Au vu du rdle de la prot¢ine CHMP2B dans la cellule, les premiéres études concernant la mutation
CHMP2B™"™ ont porté sur le processus d’endocytose. La transfection de ce mutant dans des lignées
neuronales mene a la formation et I’accumulation de larges endosomes. Ces structures étant positives a
la protéine mutante, il est possible que cette dernicre ait un effet de dominance négative sur la protéine
endogene (van der Zee et al., 2008). Une autre étude a montré dans la méme lignée neuronale que
I’expression du mutant « intron 5 » entrainait un retard de la fusion entre 1’endosome et le lysosome,
conduisant a I’accumulation de larges endosomes. Cette altération du trafic endolysosomal a été
confirmée sur des fibroblastes de patients exprimant le mutant « intron 5 » et pourrait étre liée a un
défaut de recrutement de RAB7, un marqueur des endosomes tardifs impliqué dans la fusion entre
I’endosome et le lysosome. Contrairement a ce que ’on aurait pu attendre, 1’expression de
CHMP2B™ " n’a pas d’effet sur 1’internalisation de protéines au niveau de 1’endosome précoce
(Urwin et al., 2010). Han et al ont complété ces résultats en montrant que la dégradation de ’EGFR
était plus lente dans les neurones exprimant CHMP2B™ "  De plus, ils ont mis en évidence une
accumulation de structures positives a LC3 en réponse a 1’expression d’un mutant lié a CHMP2B

(CHMP2B™"*N) (Han et al., 2012).

La mutation de CHMP2B est associée a une augmentation de la proportion d’épines dendritiques fines
et une diminution de la proportion d’épines dendritiques en forme de champignon. Les neurones
exprimant ce mutant présentent également une arborisation moins importante et une diminution des

croisements des dendrites (Belly et al., 2010, Chassefeyre et al., 2015).
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Une étude récemment publiée a réalisé une analyse transcriptomique sur des cellules iPS de patients
exprimant le mutant CHMP2B™ ", Zhang et al ont ainsi montré que les neurones dérivés d’iPS
présentaient une accumulation de larges endosomes et de mitochondries associée a une induction du
stress oxydatif. Trés peu d’analyses concernant 1’étude transcriptomique ont été publiées. Néanmoins,
les principales voies affectées sont les membranes synaptique et post-synaptique, 1’endosome précoce

et le lysosome (Zhang et al., 2017).

b. Modéles animaux

Bintron5

Seuls 4 modeles animaux exprimant le mutant CHMP?2 ont été générés jusqu’a maintenant.

Le premier est un modéle transgénique de drosophile développé par Fen-Biao Gao. Dans ce modéle,
les articles qui ont été publiés traitent principalement des déformations oculaires et des voies
cellulaires associées. Dans un premier article, il a ¢ét¢ montré que I’expression du mutant
CHMP2B™™ entrainait une légére déformation de D’ceil de la drosophile associée a une
dégénérescence massive des ommatidies. De plus, I’haploinsuffisance de certains membres de
ESCRT-III amplifie cette déformation. Dans ce modéle, la toxicité de CHMP2B™™" semble passer
par la voie médiée par les récepteurs TOLL (TLR chez les mammiféres), impliqués dans le systéme
immunitaire et la réponse antifongique et antibactérienne (Ahmad et al., 2009, Valanne et al., 2011).
Lu et al ont ensuite démontré que la syntaxine 13, impliquée dans le trafic endosomal, était nécessaire
a la maturation des autophagosomes et que sa répression exacerbait ’effet pathologique de
CHMP2B"n qur I’ceil de la drosophile (Lu et al., 2013). La cause de cette déformation de 1’ceil a été
par la suite imputée a un défaut du processus endolysosomal provoquant la surcharge de récepteurs
membranaires comme NOTCH, a ’origine de dérégulations développementales (Cheruiyot et al.,
2014). Enfin, une étude parue récemment a montré une induction de Jrk, un agent proapoptotique,
dans les neurones des drosophiles exprimant CHMP2B"™"_ La répression de Jnk avec un ARN
silencieux ou I’utilisation d’un mutant constitutivement actif de 4k# diminuent I’activation de caspases,

la mort neuronale et augmentent I’arborisation des neurones (West et al., 2018).

Le premier modéle murin dans lequel les souris expriment le mutant CHMP2B™""

a été généré par
Adrian Isaac et publié en 2012. Dans ce mod¢le, ’expression du mutant est sous le contréle du
promoteur du prion du hamster, entrainant une expression majoritairement neuronale et gliale. Les
souris transgéniques présentent une espérance de vie réduite, la formation d’inclusions protéiques
intraneuronales ainsi qu’une activation de la microglie et des astrocytes au niveau cortical et
thalamique. Les inclusions protéiques présentes sont positives pour P62 et ubiquitine mais négatives
pour TDP43 et TAU, comme chez les patients porteurs de cette mutation. Cette étude a également
montré que 1’extinction compléte du géne Chmp2b n’entrainait ni formation d’inclusion protéique

intraneuronale, ni phénotype moteur ou comportemental, ni mort prématurée de 1’animal (Ghazi-Noori

et al.,, 2012). Par la suite, il a ét¢ montré que le volume cérébral des souris exprimant le mutant
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CHMP2B™™ " diminuait principalement au niveau du thalamus et du cortex. Les troubles
phénotypiques associés sont une diminution progressive de la force musculaire ainsi une diminution
des interactions sociales. Les souris transgéniques présentent également une induction modérée de
marqueurs pro-inflammatoires au stade présymptomatique. Cet effet inflammatoire s’intensifie au

cours de I’évolution de la pathologie (Clayton et al., 2017).

Le deuxiéme modéle murin a été développé par Fen-Biao Gao, déja a I’origine du modéle
transgénique de drosophile. Dans ce modele, les souris expriment le mutant CHMP2B™" sous le
controle du promoteur CaMKIla-tTA, permettant son expression au niveau des neurones du cortex
frontal uniquement. Les souris exprimant le mutant présentent certaines caractéristiques retrouvées
chez les patients atteints de DFT comme une diminution des interactions sociales et une activation des
astrocytes au niveau du cortex frontal. De plus, des analyses biochimiques ont montré une induction
des sous unités Gria2, 3 et 4 du récepteur AMPA, un des récepteurs glutamatergiques, a partir du stade
symptomatique. En s’intéressant aux micros ARNSs, ils ont ensuite mis en évidence une répression du
micro ARN-124 spécifiquement dans le cortex. IIs ont également montré que cette répression était
dépendante de I’expression du mutant CHMP2B™ . Des dérégulations similaires ont été obtenues
dans le cortex frontal de patients atteints de DFT présentant des inclusions positives a TDP43 (donc ne
présentant pas de mutation du géne CHMP2B) ainsi que sur des cellules iPS de patients DFT. Enfin,
I’induction du micro ARN-124 a permis chez les souris exprimant le mutant «intron 5» une
répression des génes Gria2 et 4 ainsi qu’une augmentation des interactions sociales en test des trois

chambres. La répression directe de Gria2 a eu le méme effet sur ces souris (Gascon et al., 2014).

Le troisiéme modéle murin « CHMP2B™™%5y, a été généré et développé au laboratoire U1118 de
I’INSERM (Vernay et al., 2016). Dans ce mode¢le, les souris transgéniques expriment le mutant
CHMP2B™ " sous le controle du promoteur Thyl.2 permettant une expression spécifiquement dans
les neurones. Les souris transgéniques développent une paralysie progressive aboutissant a la mort aux
alentours de 12 mois pour les souris homozygotes (HO) et 24 mois pour les souris hétérozygotes (HE).
D’un point de vue phénotypique, les souris transgéniques développent des altérations
comportementales comme une diminution des interactions sociales ou une diminution de I’anxiété.
Les souris transgéniques, en particulier les HO présentent également des stéréotypies. En plus de ces
caractéristiques apparentées a la DFT, elles développent des troubles moteurs tels qu’une diminution
de la force musculaire et de I’endurance. Ces symptomes s’accompagnent d’une perte de masse
pondérale. Au niveau histologique, les neurones exprimant le mutant présentent une accumulation
d’inclusions protéiques positives pour CHMP2B™™ P62 et ubiquitine et négatives pour TDP43, FUS
et TAU. En réponse a ce stress neuronal, on observe chez ces souris une activation des astrocytes et de
la microglie aux niveaux cortical et spinal. On observe également 1’induction de marqueurs de

dénervation associée a un découplage entre les parties pré et post synaptiques de la JNM (Figure 23).
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Ma participation au sein de ce travail de caractérisation a porté sur la description des inclusions
protéiques observées (tri par taille et par zone cérébrale). J’ai ainsi pu montrer que les zones les
plus concernées par la formation de ces inclusions protéiques étaient la moelle épiniére lombaire et le
cortex frontal. Les travaux associés a la caractérisation de cette lignée sont détaillés dans la seconde

partie des annexes.

Caractéristiques des souris transgéniques CHMP2Bntons
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Figure 23 : Caractéristiques des souris transgéniques du modéle CHMP2Binon3
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Problématique de thése

La SLA et la DFT sont deux maladies neurodégénératives fatales. Décrites pour la premicres fois il y a
plus d’un siccle, elles restent incurables et les seuls traitements existants présentent une efficacité
modérée. L’espérance de vie moyenne des patients atteints de SLA ou de DFT est faible et leurs
conditions de vie les empéchent de vivre normalement en société. L’absence de traitement curatif
s’explique par la complexité et la versatilité de ces deux maladies. Dans plus de 70% des cas de DFT
et 80% des cas de SLA, I’origine de la maladie est inconnue. De plus, la plupart des génes identifiés
présentent des dizaines de mutations différentes ayant des impacts variables sur la protéine et la cellule.
Enfin, contrairement au postulat de départ, les neurones ne représentent pas le seul type cellulaire
promouvant la maladie puisque les cellules gliales (et le muscle dans la SLA) semblent également

participer a la progression de ces maladies.

Si les caractéristiques cliniques de ces deux pathologies sont dissemblables, il s’avere qu’elles sont
liées par un continuum clinique, soutenu par des données génétiques et histologiques. C’est en 2006
que CHMP2B, le premier géne du continuum SLA-DFT a été découvert dans les deux maladies. Par la
suite, de nombreux geénes sont venus grossir les rangs de ce continuum. Cependant, trés peu de
modéles animaux développant des caractéristiques mixtes de la SLA et la DFT ont été¢ développés.
C’est pourquoi le laboratoire a généré et caractérisé un modele transgénique dans lequel les souris
expriment le mutant CHMP2B™" spécifiquement dans les neurones. Cette caractérisation nous a
permis de montrer que les souris transgéniques de ce modele développent progressivement des
altérations comportementales et motrices proches de celles des patients atteints de SLA ou de DFT
ainsi que des caractéristiques histopathologiques associées aux deux maladies. Cependant, les
mécanismes mis en jeu dans ces deux maladies sont encore trés peu compris, en particulier chez les
patients porteurs d’une mutation dans le géne CHMP2B. Mon objectif de thése a ainsi été de
déterminer quel était I’impact de 1’expression neuronale du mutant CHMP2B™ " aux niveaux

cellulaire et tissulaire. Cet objectif s’est découpé en trois parties distinctes.

J’ai tout d’abord cherché a mettre en évidence les altérations transcriptomiques en lien avec le mutant
CHMP2B™"™, Pour cela, j’ai réalisé une étude du transcriptome par séquengage ARN sur la moelle
¢piniere lombaire de souris transgéniques et non trangéniques a trois stades, asymptomatique,
symptomatique et terminal. Cela m’a permis d’étudier I’impact du mutant au cours de la progression
de la pathologie, ce que I’analyse de tissus de patients ne permet pas (celle-ci étant inévitablement
réalisée sur des tissus post-mortem). Les analyses bio-informatiques réalisées par la suite ont mis en

¢vidence des dérégulations de genes associ¢es au métabolisme lipidique et a I’inflammation au stade
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présymptomatique. Aprés 1’apparition des symptomes, les dérégulations transcriptomiques concernent
principalement 1’activité électrique du neurone.

Cette analyse a également révélé la dérégulation d’un autre groupe de geénes associés au lysosome. A
partir de ces données ainsi que de celles de la littérature, mon travail a ensuite porté sur 1’étude du
processus autophagique en réponse a I’expression du mutant CHMP2B""" . Les résultats ont montré
une accumulation précoce et progressive d’autolysosomes dans les neurones vulnérables associée a
une répression du processus autophagique dans son ensemble. La comparaison de ces données avec
celle d’un modéle murin de SLA (SOD1%¥R) a montré des profils proches mais toute de méme

différents, augurant des mécanismes pathologiques distincts au sein de ce continuum.

La SLA est une maladie multifactorielle faisant intervenir plusieurs types cellulaires dont les neurones
et le muscle. Cependant, le role de chacun de ces types cellulaires dans la progression de la maladie
n’est pas clairement établi. C’est pourquoi la derniére partic de ma thése a porté sur I’impact de
’expression neuronale du mutant CHMP2B™ " sur ’axe neuromusculaire. Les données obtenues ont
permis de mettre en évidence une perturbation de cet axe neuromusculaire avec notamment une
déstructuration de la JNM ainsi qu’une altération de I’expression de génes en lien avec le métabolisme
musculaire. Néanmoins, 1’absence de certaines caractéristiques observées chez les patients atteints

SLA souléve I’hypothése d’une toxicité non neuronale du mutant CHMP2B"ton5,
L’ensemble de ces données permettra la publication de trois articles scientifiques détaillés dans la

partie résultat. De plus, la caractérisation du modéle CHMP2B™™™ 3 laquelle j’ai participé, a été

publiée en 2016 sous la forme d’un article disponible en annexe.
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Resultat




Résultats

I.  Publication 1: Analyse transcriptomique longitudinale des processus altérés
dans un modele de SLA et de DFT : des altérations du métabolisme lipidique
et du systéme immunitaire a des perturbations de 1’activité neuronale (soumise)

La SLA et la DFT sont deux maladies trés complexes caractérisées par la dégénérescence de
différentes populations neuronales. Cette neurodégénérescence massive survient suite a la perturbation
de nombreux processus comme 1’homéostasie protéique ou I’inflammation. Si un nombre important
d’études transcriptomiques ont été réalisées sur des tissus (moelle épiniére ou muscle) humains et
murins exprimant un mutant SODI, trés peu concernent les patients atteints du syndrome SLA-DFT.
Afin de mettre en évidence et de mieux comprendre les mécanismes pathologiques mis en jeu en

B""°" nous avons réalisé une analyse transcriptomique par

réponse a 1’expression du mutant CHMP?2
séquencgage d’ARN sur des échantillons de moelle épini¢re lombaire. Pour cela, 3 stades d’avancée des
symptomes ont ét¢ utilisés : asymptomatique, symptomatique et terminal. Cela nous a ainsi permis de
déterminer quels étaient les processus les plus précocement dérégulés ainsi que ceux les plus
tardivement perturbés. Nous avons ainsi obtenu un total de 1063 geénes dérégulés avant 1’apparition
des symptdmes, 2809 genes dérégulés au stade symptomatique et enfin 4404 génes dérégulés au stade
terminal. Parmi ces ensembles de génes, nous avons réalisé des analyses supplémentaires pour
sélectionner uniquement ceux présentant un ratio de dérégulation inférieur a 0,67 ou supérieur a 1,5
par rapport aux souris contréles (|log2 fold change| > log2(1.5)). Cette sélection nous a permis
d’identifier 281, 576 et 348 génes a chacun de ces trois stades. Afin de déterminer a quels processus
appartenaient ces genes, nous avons ensuite eu recours a GeneOntology et ConsensusPathway
Database qui sont deux bases de données. Nous avons ainsi mis en évidence au stade
présymptomatique, ’altération de deux grands processus qui sont I’inflammation et le métabolisme
des lipides. Au niveau de la réponse inflammatoire, nous avons montré une induction de la voie
microgliale liée a TREM2 et a APOE, associée a la neurotoxicité. Concernant le métabolisme
lipidique, les souris transgéniques présentent une altération de génes liés a 1’internalisation des lipides
comme Apoe, Apocl ou Lpl. En revanche, aux stades symptomatiques, la plupart des altérations
observées portent sur 1’activité €lectrique des neurones. Parmi ces genes, 13 codent directement des
sous-unités des canaux potassiques comme Kcnal et Kcna2 ou sont associés a 1’activité de ces canaux
comme Gnb3. On observe également parmi les génes de la famille des transporteurs SLC (solute
carrier family) plusieurs génes en lien avec le transport des neurotransmetteurs. Certains de ces
processus sont retrouvés perturbés dans d’autres modeles de SLA-DFT ainsi que chez les patients
atteints de ce syndrome. Ainsi, 1’é¢tude approfondie des mécanismes mis en place dans différents
modeles appartenant a ce continuum SLA-DFT pourrait permettre la découverte de voies

mécanistiques identiques pouvant étre ciblées dans I’optique de futures thérapies.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis and frontotemporal dementia are two neurodegenerative diseases with
currently no cure. These two diseases share a clinical continuum with overlapping genetic causes.
Mutations in the CHMP2B gene are found in patients with ALS, FTD and ALS-FTD. To highlight
deregulated mechanisms occurring in ALS-FTD linked to the CHMP2B gene, we performed a whole
transcriptomic study on lumbar spinal cord from CHMP2B™™% mice, a model that develops
progressive motor alterations associated with dementia symptoms reminiscent of both ALS and FTD.
To gain insight into the transcriptomic changes taking place during disease progression this study was
performed at three stages: asymptomatic, symptomatic and end stage. We showed that before
appearance of motor symptoms, the major disrupted mechanisms were linked with the inflammatory
response and lipid metabolism. These processes were progressively replaced by alterations of neuronal
electric activity as motor symptoms appeared, alterations that could lead to motor neuron death.

To investigate overlapping alterations in gene expression between two ALS-causing genes, we then
compared the transcriptome of symptomatic CHMP2B!"™" mice with the one of SOD1%%® mice and
found the same families deregulated providing further insights into common underlying dysfunction of
biological pathways, disrupted or disturbed in ALS.

Altogether, this study provides a database to explore potential new candidate genes involved in the
CHMP2B™"™_based pathogenesis of ALS, and provides molecular clues to further understand the
functional consequences that diseased neurons expressing CHMP2B mutant may have on their

neighbor cells.

Key words: amyotrophic lateral sclerosis, frontotemporal dementia, transcriptomic analysis

CHMP2B™5 SOD196R mouse models, inflammation, lipid metabolism, ion transporters.

Abbreviations: ALS: Amyotrophic Lateral Sclerosis; AS stage: asymptomatic stage;
CHMP2B: Charged Multivesicular Body protein 2B; E stage: end stage; FC: fold change;
FTD: FrontoTemporal Dementia; nTg: non-transgenic, PAF: platelet activating factor; ROS:
reactive oxygen species; SLC: solute carrier family, SOD1: superoxide dismutase 1; S stage:
symptomatic stage, Tg: transgenic.
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GRAPHICAL ABSTRACT
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Highlights

e Neuronal expression of CHMP2B™"*" in mice alters spinal cord transcriptomic profile.

e Transcriptomic profile evolves with disease progression.

e CHMP2B™™» mutant leads to an inflammatory response before appearance of motor
symptoms.

e Lipid metabolism is deregulated early in response to CHMP2B""*" neuronal expression.

e Deregulation of neuron-related genes is associated with motor symptoms.

e  CHMP2B"™ and SOD198R ALS mouse models present common deregulation pathways.
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INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), the most common adult-onset motor neuron disease, is
characterized by the degeneration of motor neurons associated with progressive muscle denervation
and atrophy leading to paralysis and death usually within two to five years following diagnosis (Hand
and Rouleau, 2002). Frontotemporal dementia (FTD) is the second most common cause of dementia in
people under the age of 65 years after Alzheimer's disease (Ratnavalli et al., 2002). It mainly affects
anterior temporal and/or frontal lobes of the brain, causing progressive degeneration of the frontal and

temporal cortical neurons and subsequent dementia (Pressman and Miller, 2014).

Although selective groups of neurons are primarily affected in each disease (Lillo and Hodges, 2009)
increasing evidence suggests that ALS and FTD may fall into the same disease spectrum (Gascon and
Gao, 2014, Ling et al., 2013). ALS and FTD share common pathophysiological features with
overlapping genetic causes. Approximately 15-20% of ALS patients present with cognitive
impairment reminiscent of FTD and approximately 15% of FTD patients develop ALS (Lillo and
Hodges, 2009, Phukan et al., 2012). Therefore, ALS and FTD are now considered overlapping clinical
syndromes with common causes. Understanding the common mechanisms and biochemical pathways
driving the neurodegenerative processes in these diseases is essential to delineate new therapeutic

strategies that could be used for the diseases belonging to this continuum.

Among the genes associated with these two diseases, mutations in the CHMP2B (Charged
Multivesicular Body protein 2B) gene, although rare, are found in patients with ALS (Cox et al., 2010,
Parkinson et al., 2006), FTD (Ghanim et al., 2010, Skibinski et al., 2005, van der Zee et al., 2008) and
ALS-FTD (Parkinson et al., 2006). CHMP2B is a member of the Charged Multivesicular Body Protein
family. These proteins contribute to the ESCRT-III complex (endosomal sorting complex required for
transport III), which is involved in endocytic-lysosomal trafficking of proteins and autophagy (Ghazi-
Noori et al., 2012, Urwin et al., 2009). From ongoing studies, multiple pathogenic processes have been
proposed for CHMP2B mutants: disruption of endo-lysosomal trafficking, misregulation of
transmembrane receptors, abnormal substrate degradation, down regulation of a brain-specific
microRNA (Gascon et al., 2014) or abnormal dendritic spine morphology (Chassefeyre et al., 2015).
However the precise mechanisms leading to disecase pathogenesis and progression are still poorly
understood. Indeed, ALS and FTD are complex non-cell autonomous multifactorial diseases where
both neurons and glia play a critical role in disease progression (Hallmann et al., 2017, Pramatarova et

al., 2001, Qian et al., 2017).

Transcriptomic analysis represents a powerful tool to analyze the complexity of disease pathobiology,
to shed light on the cascade of events underlying the disease and to identify novel gene targets for
therapeutic intervention. Gene expression studies performed on mutant SOD1 ALS mouse models or

on tissues from sporadic ALS patients have provided invaluable insights into the molecular
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mechanisms involved in ALS, supporting a “multiple-hit” hypothesis of neurodegeneration. In this
regard, a number of converging pathogenic mechanisms are known, including oxidative damage,
defective protein misfolding, mitochondrial degeneration, impaired axonal transport, neurotrophic
factor deficits, apoptosis, aberrant RNA/DNA regulation, and neuroinflammation (Krokidis and
Vlamos, 2018). However, little is known about the transcriptional changes associated with CHMP2B
mutations. In 2010, Cox and collaborators analyzed the transcriptome of motor neurons from 3 ALS
patients bearing different CHMP2B mutations. They found a distinct gene expression signature with
an alteration of pathways related to ER and Golgi function, vesicular transport, mTOR signaling and
autophagy, MAPK and calcium signaling, axon guidance, cell cycle and apoptosis, and regulation of
actin cytoskeleton. More recently Zhang and collaborators performed a RNAseq analysis on forebrain-
type cortical neurons derived from FTD3 patient induced pluripotent stem cells (Zhang et al., 2017). In
addition to misregulation of genes related to endolysosomal pathway, mitochondria and oxidative
stress, they brought to light an alteration of genes involved in iron homeostasis that may possibly link
the previously described alterations. Although giving important information about the mechanisms
activated by CHMP2B mutants these two studies present important limitations. Indeed, in both cases,
the alteration of genomic profiles found are cell-type specific. Thus the obtained results can neither
reflect the global changes at a whole tissue level with complex cell-cell interactions, nor the changes

of genomic profiles associated with disease progression.

In an attempt to investigate the impact of CHMP2B™™" neuronal expression in a global context we
performed our transcriptomic analyzes from RNA-sequencing on lumbar spinal cord of transgenic
CHMP2B" mouse model. These transgenic mice develop a progressive age-dependent motor
phenotype associated with behavioral changes that recapitulate ALS and FTD disorders (Vernay et al.,
2016). To gain access to the changes associated with disease progression, gene profiling was
performed at three time-points corresponding to asymptomatic, symptomatic and end stage of the
disease. In a second step, in an attempt to investigate overlapping alterations in gene expression
between two ALS-causing genes, we compared the transcriptome of symptomatic CHMP2B™" mice

with the one of SOD19R mice previously published by our laboratory (Henriques et al., 2017).
MATERIAL AND METHODS
Ethics statement

All animal experimentations were performed in accordance with institutional and national guidelines,
and approved by the local ethical committee from Strasbourg University (CREMEAS) and the
ministry of higher education and research under numbers; AL/25/32/02/13, AL/51/58/02/13,
APAFIS#2255, APAFIS#9494 in accordance with European regulations (Directive 2010/63/EU).
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Animals

Transgenic mice overexpressing the human CHMP2B™™% mutant under the Thyl.2 promoter were
genotyped as previously described (Vernay et al., 2016). Male CHMP2B™™ transgenic (Tg) mice
carrying 12 copies of the transgene were compared with control non-transgenic (nTg) littermates.
Transgenic mice overexpressing murine SOD1 with the G86R mutation were genotyped as previously

described (Ripps et al., 1995).

Mice were group-housed (2—5 per cage) in the animal facility of the medicine faculty of Strasbourg
University, in a temperature- and humidity-controlled environment at 22+1 °C under a 12-h light/dark

cycle with unrestricted access to regular A04 rodent chow and water.

Mice were studied at three pre-defined stages of disease progression: at 1.5 month of age, an
asymptomatic (AS) stage when motor symptoms are absent; at 6 months of age corresponding to the
symptomatic (S) stage of the disease when mice develop signs of hindlimb weakness; and at 10
months of age corresponding to the end (E) stage of the disease when mice display hindlimb paralysis
or loss of the righting reflex. At the selected time points, mice were sacrificed by lethal injection of

pentobarbital (120mg/kg IP). Tissues were carefully dissected and stored at -80° until used.
RNA extraction

Total RNA was prepared following standard protocols. Briefly, each frozen sample was placed into a
tube containing a 5-mm stainless steel bead. Working on ice, 1 mL Trizol reagent (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands) was added, and homogenization was performed twice in a TissueLyser
(Qiagen) at 30 Hz for 3 minutes. Samples for RNA-sequencing analysis were then processed using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74104) according to manufacturer instructions. For RT-qPCR, RNA was

extracted with chloroform/isopropyl alcohol/ethanol technic. Samples were stored at —80 °C until use.
RNA-sequencing

RNA-sequencing was performed by the GenomEast platform. Libraries were generated from 500 ng of
total RNA using TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit according to [llumina user guide (PN
15031047) with the following modifications: 2 minutes mRNA fragmentation and 12 cycles library
PCR amplification. Libraries were then sequenced on an Illumina HiSeq 4000 system using single-end
1x50 bases. Image analysis and base calling were performed using RTA 2.7.3 and bcl2fastq 2.17.1.14.
Reads were mapped onto mm10 assembly of mouse genome using Tophat v2.0.14(Kim et al., 2013)
and bowtie2 v2.1.0 aligner (Langmead and Salzberg, 2012). Quantification of gene expression was
performed using HTSeq v0.6.1(Anders et al., 2015) using gene annotations from Ensembl release 81.
Normalization and differential gene expression analysis were performed using R and DESeq2 v1.6.3

Bioconductor library (Love et al., 2014).
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Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction

One microgram of total RNA was used to synthesize ¢cDNA using Iscript reverse transcriptase
(iscriptTM Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR, Bio-Rad) as specified by the manufacturer.
Quantitative PCR was performed on a CFX96 Real-time System (Bio-Rad) using iQ SYBR Green
supermix (Bio-Rad). PCR was performed as follow: 95 °C for 30 seconds, followed by 40 cycles of 4
seconds at 95 °C and 4 seconds at 60 °C. Three standard genes (Actin [Acta], Tata-box binding protein
[Tbp] and RNA polymerase 2 subunit [Pol II]) were used and data were normalized with GeNorm

softwarev3.5. Primer sequences are given in supplementary table 1.
Pathway analysis

Gene enrichment analysis was performed by using Gene Ontology and Consensus Pathway Data Base.
For theses analyses of the CHMP2B™™" mice, genes with an adjusted p-value lower than 0.05 and a
fold change (FC) value < 0.67 for down-regulated or > 1.5 for up-regulated genes were selected.
Pathway over-representation composed of at least 3 genes and with an adjusted p-value<0.05 were

considered as significantly altered.
Statistical analysis

Unless otherwise indicated, data are expressed as the mean+ SEM. GraphPad Prism version 6.0a
software was used for statistical analysis. Tests used are indicated in the legends under the figures.

Differences with p-values of at least <0.05 were considered significant.

RESULTS

Deregulated genes in the spinal cord of CHMP2B"™"S mice: transcriptomic analysis
discriminate between CHMP2B™"™"5 Tg mice and nTg mice at the three stages of the
disease.

To gain insight into the nature and extent of gene expression changes occurring in ALS-FTD
syndrome linked to CHMP2B™"°" mutation, the spinal cord transcriptomes of Tg and age-matched
nTg mice were studied by RNA-sequencing at three stages of disease progression: AS stage (1.5
month of age, no motor symptom) S stage (6 months of age, signs of hindlimb weakness) and the E

stage of the disease (10 months of age, hindlimb paralysis or loss of the righting reflex).

Principal component analysis (PCA) performed with the 34000 analyzed genes for each stage showed
a clear segregation between genotypes at AS and E stages. This segregation was less pronounced at S
stage probably reflecting a heterogeneity of disease progression between Tg mice (Figure 1A). As

shown in table 1 the number of deregulated genes with an adjusted p-value<0.05 increased with
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disease progression. To highlight the most altered cellular processes, a fold change (FC) value < 0.67
for down-regulated or > 1.5 for up-regulated genes and an adjusted p value <0.05 were used as criteria
for defining a set of deregulated candidate genes in Tg when compared to nTg mice. Using these
criteria, unsupervised hierarchical clustering showed that these differentially expressed genes were
able to segregate all the Tg mice from their nTg littermates as shown by the dendrograms in Figure 1
B. Comparison of gene expression resulted in 281, 576 and 348 differentially regulated genes at the
AS, S and E stage respectively (Figure 1C and table 1). Interestingly, as disease progressed, the
percentage of up-regulated genes in Tg mice when compared to nTg littermates was decreased while
the percentage of down-regulated genes was increased. Complete list of genes found either up- or
down-regulated in Tg when compared to nTg mice are given in Supplementary tables 2-4 (available in
the second part of the appendices). Among the deregulated genes identified, 49 were common to the
three time points with 19 up-regulated and 30 repressed (Figure 1D). Amongst the repressed genes, 11
were of unknown function.

To ascertain RNA-sequencing results, gene expression was then assessed by RT-qgPCR on an
independent cohort of mice. For each stage, 10 genes were selected on the basis of their FC.
Expression levels of the selected transcripts obtained by RT-qPCR were comparable with the FC
found by RNA-seq analysis except for 3 genes, Hsd11b1 at AS stage and Unci3 (p=0.079) and Finc at

ES stage whose regulation did not reach significance (Figure 2).

Transcriptomic profiles evolve as disease progress

In an attempt to identify the mechanisms altered throughout the course of the disease and the pathways
with a significant number of differentially expressed genes, gene ontology analysis was performed

with significantly dysregulated genes.

At the AS stage, two major pathways emerged as over-represented: the immune system (34% of the
deregulated genes; over-representation: p.;=2.le-14) and the metabolism of lipids (9.6% of the
deregulated genes, over-representation: p.g=1.10e-03). Among the 96 deregulated genes linked to the
immune process 32 of them were associated with the inflammatory response (Table 2). Remarkably,
except for Cxcl9 that was down-regulated, the 31 other genes involved in inflammatory response were
induced. The most up-regulated proinflammatory and chemo attractant molecules were Cc/3, Cc/4 and
Ccl6 (FC>3.8), followed by complement subunits Clga, Clgb, Clgc, C4b (FC>2.2) and C3 and C4a
(FC>1.5) and its receptor C3arl (FC=2.01), and other receptors (Fcerlg, Fcgrl, Csflr, Ptafr and
Tir2).
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In addition, we showed an increase of Trem2 (FC=3.1) a type I transmembrane protein primarily
expressed in microglia in the central nervous system, and of other lectin-related inflammatory proteins
such as Lgals3 (FC=3.39), Clec7a (FC=3.06) and the integrin /zgax (FC=5).

The second pathway identified as over-represented dealt with the metabolism of lipids (Table 3), a
pathway known to be altered in ALS (Dupuis et al., 2008). Indeed, amongst the 281 deregulated
genes, 27 genes belong to the lipid metabolism process with 13 genes down-regulated and 14 genes
up-regulated. These deregulated genes were involved in plasma lipoprotein assembly, remodeling, and
clearance, cholesterol metabolism, synthesis of very long-chain fatty acyl-CoAs and steroids

metabolism (Table 3).

Six lipases were deregulated: 60kDa lysophospholipase (4spg: FC=2.19), lipoprotein lipase (Lp!:
FC1.9), phospholipase D4 (Pld4: FC=1.73), phospholipase B1 (P/bl: FC=1.53) endothelial lipase
(Lipg: FC=0.64) and phospholipase A2 (Pla2g3: FC=0.58).

The two apolipoproteins Apocl and Apoe were up-regulated with a FC of respectively 2.34 and 1.75
while cubilin (Cubn) a protein that mediates high density lipoproteins transport was down-regulated
(FC=0.65).

In addition, three enzymes involved in the metabolism of sphingolipids were down regulated: the
serine palmitoyltransferase small subunit B (Sptssb: FC=0.62), a subunit of serine palmitoyltranferase
that catalyzes the first step in the biosynthesis of sphingolipids, the sphingosine-1-phosphate
phosphatase 2 (Sgpp2: FC=0.65) responsible of sphingosine-1-phosphate synthesis and the 2-
hydroxyacylsphingosine 1-beta-galactosyltransferase (Utg8a: FC=0.65) which catalyzes the synthesis
of galactosylceramide from ceramide. Finally, Hexb, the beta subunit of hexosaminidase that converts
ganglioside GM2 to GM3 was over-expressed (FC=1.52). Four genes involved in steroid metabolism
were down-regulated: the corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1 (Hsd11b1: FC=0.55) which
converts cortisone into corticosterone, 3-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (Adkric4:
FC=0.64) that mediates neurosteroids synthesis, hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (Hmgcsl:
FC=0.66) and isopentenyl-diphosphate delta-isomerase 1 (/di/l: FC=0.66) that both participate to
cholesterol synthesis. Two were up-regulated: testosterone 17-beta-dehydrogenase 3 (Hsdl7b3:
FC=1.75) which converts androstenedione in testosterone and ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 3 (4bcc3: FC=1.79) which is a multidrug-resistance transporter that mediates

efflux of 17-beta-glucuronosyl estradiol and organic cations.

At the S stage (Table 4), when motor impairments are obvious, the mainly altered processes were
related to neuronal activity. Indeed, 43 genes associated with this process were deregulated (7.4% of
the deregulated genes; over-representation: p.;=6.3e-6). Most of them were related to electrical
activity of the neuron including potassium and sodium channels, neurotransmitter receptors or

transporters and axon guidance. Potassium channels represent the most complex class of voltage-gated
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ion channels from both functional and structural standpoints. They play a crucial role in maintaining
membrane potential and modulating electrical excitability in neurons. Thirteen potassium channel
subunits or potassium channels-related genes were deregulated. Kcnh4, Kenj4, Kenmbli, Kensl, Kenvl
and Hcn3 and Gnb3 mRNAs were up-regulated while Kcnal, Kena2 Kene3, Keng4, Hen2 and Abec9
mRNAs were repressed. Sodium channels expression was also altered. Voltage-gated sodium channels
subunits alpha Scn9a, Scnl0Oa, Scnlla and nicotinic receptor subunits Chrrna6 and Chrnb3 mRNAs
were up-regulated. In contrast voltage-gated sodium channel 3 subunit Scn4b and nicotinic receptor
alpha2 subunit Chrna?2 mRNAs were repressed. In addition sodium-coupled neurotransmitter
transporters were also identified. Slc/7a7 encoding the vesicular glutamate transporter VGLUT1 and
Slc6al2 encoding the GABA transporter GAT2 were up-regulated. At the same time, Slc6a4 encoding
the serotonin transporter SERT and Slc6a5 encoding the glycine transporter GLYT2 were repressed.
In addition, Slcla2 (FC=0.72, not included in table 3), encoding the glutamate transporter EAAT2 was
also repressed but does not reached our FC threshold. Finally, mRNAs encoding GABA receptor rho2
subunit Gabrr2 was up regulated while GABA receptor 32 subunit Gabrb2 and glycine receptor al

subunit Glral were down regulated in Tg when compared to nTg mice.

At E stage deregulation of neuronal system (4.3% of the deregulated genes, over-representation:
Paq=0.038) was still present (Table 5). However, the number of deregulated genes was decreased when
compared to S stage falling from 43 to 15 genes. Potassium channels family remained the most
represented family with 6 out of 15 genes identified. In addition to the neuronal system, a new
pathway linked with extracellular matrix emerged (Table 6). In this pathway mRNAs encoding
collagens (Col6a, Col9a3, Col20al and Col 27al) were up-regulated while mRNAs encoding
integrins were either up- (Itgad, Itgax) or down-regulated (/tgal, Itgb3) and proteoglycans Acan and

Hapln were down-regulated.

In order to determine the genes constantly deregulated during disease progression we then compared
the deregulated genes at the three stages studied. 49 genes common to AS, S and E stages were found
(Table 7). Twelve were related to the neuronal system (Chrna2, Hspbl, Kene3, Kenhd, Nnat, Pdlim4,
Scn4b, Slc6al, Sspo, Steap2, Stripl, Uts2), 5 were linked with lipid metabolism (4pocl, Gpdl,
Hsdl1bl1, Sptssb, Ugt8a), 4 with immune system (C4a, C4b, Lgals3, Thyl) and 2 were related with
ECM (Acan, Hapinl). In addition, a new category related to transcription became apparent with the
induction of the transcriptional regulators A#f3, Batf3, Prrx2 and Wisp2 and the down-regulation of
histone methyl transferase SmydI. Interestingly all the identified genes were either up- or down-

regulated over the all three stages.
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CHMP2B""onS apd SOD1¢86R mice share common deregulated genes at symptomatic
stage of the disease

In an attempt to investigate overlapping alterations in gene expression profiles and highlight
pathological mechanisms common to two ALS-related mutants, we then compared our results
obtained on CHMP2B™™™ mice at S stage with those of transcriptomic analysis performed on spinal
cord from SOD1%® mice at 90 days of age corresponding to the S stage in this line. Using the same
criteria than those used for CHMP2B™» model analysis, we found 449 genes deregulated in
SOD1%R mice when compared to controls. Among them, 28 were common to both models, with 22
genes up-regulated, 3 genes down-regulated and 3 genes with opposite deregulations. We then
categorized these genes and identified 7 deregulated processes (see Table 8 for details). The most
represented was the immune system including inflammatory response, followed by molecules
involved in transcription, lipid metabolism, neuronal system, repression of translation and cell-cell

interactions. Two genes were of unknown function.

DISCUSSION

This work is the first study that thoroughly characterizes the transcriptomic changes that occur
throughout the course of disease progression in the spinal cord of an ALS-FTD mouse model. This
model is based on the neuronal over-expression of the CHMP2B™ " mutant as described earlier
(Vernay et al., 2016). Using RNAseq followed by bioinformatic analysis we established that as early
as 1.5 month of age, the transcriptomic profile of CHMP2B™™° mice showed its own gene expression
signature that differs from nTg mice. This demonstrates that transcriptomic changes, confirmed by
RT-gPCR on an independent cohort, already exist several weeks before the first clinical motor
symptoms. This transcriptomic profile evolves through the course of the disease with a progressive
switch of deregulated pathways from immune system/inflammatory response and lipid metabolism to

neuronal system dysfunction and ECM alterations when motor symptoms become visible.

Neuronal expression of CHMP2B™"" triggers an initial inflammation with disruption of

lipid metabolism before onset of motor symptoms.

Inflammatory processes are strongly related to ALS and FTD but also to other neurodegenerative
disorders like Alzheimer or Parkinson disease. Their role in the development and progression of
neurodegenerative diseases is however not clearly understood. Here, we report that neuronal
expression of CHMP2B™ " mutant triggers a strong activation of immune system associated with an
activation of the inflammatory response in spinal cord before any motor symptoms. Indeed, transcripts
encoding chemoattractant proteins CCL3, CCL4 and CCL6 that stimulate the recruitment of

inflammatory cells (Schulthess et al.,, 2012) are induced together with an increase of
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microglial/macrophage or astrocyte markers (A4ifl/Ibal; Cx3crl; Cd68; Cdi4; Cd52; Gfap). In
addition expression of IL-1a and TNFa receptors, which are related to the proinflammatory pathway
(Tortarolo et al., 2015), and complement cascade components are also up-regulated. These data are in
agreement with data obtained in another transgenic mouse line over-expressing CHMP2B"™™" and in
human CHMP2B mutation carriers. Indeed, Isaac’s group demonstrated the presence of an early
microgliosis in brain of CHMP2B™" mice with an up-regulation of mRNAs encoding inflammation
markers including /78 and Csfir (Clayton et al., 2017). In human CHMPZ2B mutation carriers, it has
recently been shown that serum levels of CCL4 are increased throughout life (Roos et al., 2018). In
sporadic ALS patients CCL3, CCL4, IL-1a are increased in CSF while TNFa receptor levels are

1637R

increased in plasma. In addition CCL6 is over-expressed in astrocytes from SOD mouse model

IG93A

(Sun et al., 2015) and activation of complement cascade is also observed in SOD mouse model

(Ferraiuolo et al., 2007) and in serum of ALS patients (Apostolski et al., 1991). However, depletion of
Clq or C3, two essential proteins of complement cascade, does not increase the lifespan of SOD1937R
nor delay the degeneration of motor neurons (Lobsiger et al., 2013) suggesting that complement
activation is a consequence rather than a cause of disease progression. We also highlight the activation
of an inflammatory pathway based on TREM2. TREM2 was previously associated with both ALS
pathogenesis (Cady et al., 2014) and microglial activation (Cantoni et al., 2015) and very recently with
FTD caused by CHMP2B mutants (Roos et al., 2018). TREM2 is a cell surface receptor expressed by
microglia, interacting with protein tyrosine kinase binding protein (TYROBP). This apoptotic cell-
detector which recognizes a variety of ligands, is able to bind Apolipoprotein E (ApoE) (Bailey et al.,
2015) and to promote proinflammatory mechanisms by the induction of inflammatory players
(Krasemann et al., 2017). Interestingly, using microarray analysis, Cox and collaborators found that
APOE is over-expressed in motoneurons of human CHMP2B mutation carriers (Cox et al., 2010). Our
results show the induction of Trem2 and its interactor Tyrobp associated with an induction of Apoe and
inflammatory markers including Clec7a, Lgals3, Gpnmb and Itgax. Interestingly, Clec7a is also over-
expressed in astrocytes of SOD1%%34 ALS mouse model (Baker et al., 2015) while Itgax and ApoE are
increased in microglia (Chiu et al., 2013). However, the exact consequence of TREM pathway
activation is a matter of debate. Indeed, recent data also suggest a possible beneficial neuroprotective
role of TREM2 by interacting with TLR2 and CD14, which are both induced in our study. Thus,
whether TREM2 pathway activation is beneficial or deleterious in our pathological context linked to

CHMP2B"™""™ neuronal expression remains to be elucidated.

Lipids directly contribute to cell signaling, membrane stability/fluidity and neuronal energy balance
during stress. Some recent lipidomic studies point towards a change in lipid metabolism in ALS-FTD
patients characterized by an increase of circulating triglycerides level and cholesterol/HDL ratio, a

decrease of LDL and APOCI1 (Ahmed et al., 2018, Kim et al., 2018, Kim et al., 2018). However little
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is known about human CHMP2B mutation carriers. Here, we show for the first time that early in the
course of the disease, before any motor symptoms, lipid metabolism is significantly altered in
CHMP2B™™™™ Tg mice. Indeed, expression of several genes encoding proteins involved in plasma
lipoprotein formation and clearance, cholesterol metabolism, synthesis of very long chain fatty acids
and steroid metabolism is altered. Apoe expression is increased as previously found in a transcriptomic
analysis of motor neurons from human CHMP2B mutation carriers (Cox et al., 2010). However, in an
experimental cellular model (IPSC-derived cortical neurons expressing CHMP2B mutant) an opposite
result was obtained suggesting a potential importance of culture manipulations and conditions or the
limits of such models (Zhang et al., 2017). Lipidation of APOE can be performed by ABCAI a
membrane receptor mainly found in the plasma membrane of astrocytes that mediates the efflux of
cholesterol and phospholipids to lipid-poor apolipoproteins (Wahrle et al., 2004). In the present
transcriptomic analysis Abcal expression is also found to be induced (FC=1.41) although not reaching
the chosen threshold significance. Nevertheless, this increase of 4bcal could favor the transport of
lipids by APOE to neurons and glia. Associated with these up-regulations of lipids import factors, LPL
which hydrolyzes and transports free fatty-acids to neurons and schwann cells (Eckel and Robbins,
1984, Huey et al., 1998) is also induced suggesting an increase of lipids availability for these cells. Of
note, gene expression profiling and proteomic analyses reported increased levels of LPL in mutant
SOD19%*4 mouse spinal cords. However, in our study other deregulations point toward an inhibition of
lipids uptake. Indeed, Apoci, known as an APOE and LPL inhibitor (Berbee et al., 2005) is increased.
APOCI regulates activities of several proteins involved in high density lipoprotein metabolism and its
over-expression provokes a hypertriglyceridemia in human and murine plasma composition through
the inhibition of LPL activity. This increase of Apoc! is also found in the spinal cord of ALS patients,
impacting the uptake of lipids by neurons and glial cells (D'Erchia et al., 2017).

The decreased expression of enzymes involved in the synthesis of cholesterol and very long chain
fatty acids (Hmgcsl, Idil, Tecrl, Elovi2) could lead to a global reduction of lipids bioavailability.
HMGCS1 was found down regulated in a transcriptomic study performed on spinal cords from ALS
patients (D'Erchia et al., 2017). We further observed a decrease of Cubn which is involved in the
endocytosis of holoparticles of HDL (Hammad et al., 1999).

Finally, sphingolipids are involved in key pathways for ALS, such as autophagy and protein clearance,
cell survival, energy metabolism, and neuroinflammation. Our analysis also identified two genes
whose deregulation would deregulate the glycosphingolipid pathway: Ugt8a and Hexb. Interestingly,

1986R mice, and Ugt8a expression level correlated with disease

similar regulations were found in SOD
severity (Henriques et al., 2017). All these alterations in lipid metabolism may affect the organization
of cellular membranes and, in turn, modify axon guidance and synaptic transmission participating to

disease progression and neuronal dysfunction.

86



In our CHMP2B"™™ mice, at the early stage of the disease, deregulation of the immune system and
lipid metabolism are concomitant. Numerous data have already shown that these two processes can be
linked by oxidative stress. Indeed, activated microglial cells increase ROS production (Haslund-
Vinding et al.,, 2017, Peterson and Flood, 2012) leading to oxidation of lipids in the plasma
membranes of the surrounding cells (de la Haba et al., 2013, Yang et al., 2006). This oxidation of
membrane lipids promotes membrane curve disturbance and favors aggregates formation. Moreover,
changes in composition of membrane lipids are also known to alter synaptic plasticity and trigger
apoptosis (Ledesma et al., 2012). Cutler showed that oxidative stress leads to an increase of ceramide
and cholesterol in ALS patients and that inhibition of ceramide and cholesterol synthesis protects
against cell death induced by oxidative stress (Cutler et al., 2002). On the other hand, specific class of
lipids such as prostaglandins or platelet activating factor (PAF) can also trigger inflammation. In our
study, we observed an increased expression of Pl/bl that encodes an enzyme involved in the
metabolism of glycerophosphocholine, a precursor of PAF (Edwards and Constantinescu, 2009,
Marrache et al., 2002). In addition, Ptafr, encoding the PAF receptor expressed on cell surface of
microglia (Aihara et al., 2000) is also over-expressed in our transgenic mice suggesting an activation

of the PAF pathway.

Altogether, the results obtained at the asymptomatic stage suggest that activation of the immune
system represents the initial step of disease onset. One possible cause could be the abnormal
accumulation of protein aggregates due to neuronal expression of CHMP2B™™ " that are already
detectable at this stage and may trigger the inflammatory response, which then could further
participate to neurotoxicity and disease progression. However, activation of immune system and

B"r"S mutant and seems to be a general mechanism in ALS,

inflammation is not specific to CHMP2
irrespective of the initial cause of the disease, similar activation being also found in sporadic ALS and
FTD patients (McCauley and Baloh, 2018, Prado et al., 2018, Roos et al., 2018). The hypothesis of
aggregate-causing inflammation has already been proposed for other neurodegenerative diseases. At

B""" neuronal expression. The

this stage, the metabolism of lipid is also impacted by CHMP?2
emerging question is: which process impact the other? Does the inflammatory response lead to the
perturbation of lipid metabolism observed in ALS patients (Schmitt et al., 2014) or the reverse?
Another hypothesis could be that proinflammation and lipid metabolism impairment are associated to
generate a neurotoxic environment leading to neuronal dysfunction and neuronal death. As recalled

above, oxidative stress could be the possible link between inflammation and lipid metabolism.
At the symptomatic and end stages, neuronal functions are deregulated

One of the characteristic features of ALS is the presence of muscle fasciculations. The origin of
fasciculations depends on the functional state of lower motor neurons and is associated with an

increase of their excitability (de Carvalho and Swash, 2017, de Carvalho et al., 2017).
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A precise balance between neuronal excitation and inhibition is crucial for proper functioning of the
nervous system. Disturbance of neuronal excitation-inhibition homeostasis results in severe
pathological phenotypes, such as excitotoxic neurodegeneration, epilepsy, muscular spasticity, and
mental retardation (Zoghbi et al., 2000). Electrical activity of the neuron and excitability are tightly
link to the nature of ion channels expressed by the neuron. This homeostasis relies on the expression
of ion channels, neurotransmitter receptors and transporters. So far the only study linking CHMP2B
mutant to an alteration of neuronal functionality showed that mutant CHMP2B elicits a decrease in
synaptic activity and suggest that the pathogenic proteins may perturb synaptic plasticity and
microstructure, long before overt cell death (Belly et al., 2010). In this study, at symptomatic stage
when motor and cognitive symptoms are present in the CHMP2B!™™% mice, we highlighted a major
deregulation of genes implicated in the electrical activity of the neurons (i.e. potassium and sodium
channels, neurotransmitter receptors and transporters) potentially leading to a hyperexcitability of the
neurons. In support of this hypothesis Kcnal and Kcna2, that encode Kvl.1 and Kv1.2 alpha subunits
voltage-gated potassium channels involved in repolarization and hyperpolarization of neurons by
efflux of potassium ions, are down-regulated. Kcnal knock-out leads to a hyperexcitability of neurons
with a lower excitation threshold without any change in resting potential (Brew et al., 2003) and mice
develop seizures (Rho et al., 1999). In ALS patients Kcnal and Kcna2 expression is decreased and
correlates with hyperexcitability (Kanai et al., 2006, Kleine et al., 2008, Vucic and Kiernan, 2006),
supporting the involvement of these two channels in the disease. In addition, Scnl0 encodes Navl.8
alpha subunit of a voltage-gated sodium channel that supports repetitive firing in response to sustained
depolarization is increased, and gain-of-function mutations of NaV1.§ produce neurons
hyperexcitability suggesting that over-expression of Scnl0a could lead to hyperexcitability (Han et al.,
2016). Interestingly, Scnlla that encodes the Navl.9 voltage-gated sodium channel contributing to
persistent hyperalgesia following exposure to inflammatory mediators (Huang et al., 2014) is
increased in our study and in the transcriptomic study performed on motor neurons from human
CHMP2B mutation carriers (Cox et al., 2010). As disease progresses, down-regulation of voltage-

gated potassium channels persists while deregulation of sodium channels disappears.

We also observed a deregulation of the Slc family of proteins involved in neurotransmitters re-uptake.
This deregulation of the Slc family is also observed in motor neurons from human CHMP2B carriers
(Cox et al., 2010) supporting the results obtained here with our model. In particular, Slc6a4 involved
in the re-uptake of serotonin is decreased, and in the spinal cord serotonin (5-HT) increases
motoneuron excitability. Interestingly, the serotonin receptor 3b Htr3b is increased. In contrast, Slc6a5
encoding the glycine transporter 2 (GLYT2) is decreased. It has been shown that in spinal cord of
SOD19%4 ALS mice decreased GLYT2 expression is due to the degeneration of inhibitory
interneurons possibly responsible for the hyperexcitability of motor neurons (Hossaini et al., 2011).

Further, Slc6ai2 that codes GABA transporter involved in presynaptic GABA re-uptake is increased
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thereby possibly stopping GABA effect more rapidly. Moreover, Slcl7a7 that encodes the vesicular
glutamate transporter 1 is increased in Cox study and in our study (Cox et al., 2010). Altogether one
can hypothesizes that the convergence of these deregulations may drive a strong increase in neuronal

excitability possibly initiating/participating to subsequent degeneration.

Finally, we also observed altered expression of genes related to extracellular matrix. Deregulation of
collagen and integrin expressing genes was also reported in the transcriptomic study performed in
motor neurons from human CHMP2B carriers (Cox et al., 2010). However, the consequences of these

deregulations are not known and need to be further explored.

The comparison of the deregulated genes at the three studied stages of the disease allowed us to
identify constantly deregulated genes. Among these genes 49% belong to families or pathways already
found deregulated at, at least, one studied stage. Among the remaining genes, one can notice that four
transcription factors are commonly up-regulated: A#f3 whose expression is increased in response to
stress, Batf3 whose expression is involved in dendritic cell differentiation, Wisp2 that is up-regulated
in ganglioside-deficient mice and though to have a neuroprotective function (Ohkawa et al., 2011) and

Prrx2. The role of the others deregulated genes in the pathogenesis remains to be elucidated.

Surprisingly, none of the pathways considered as responsible for the pathogenicity of CHMP2B
mutants (i.e. endo-lysosomal pathway, autophagy) were found statistically over-represented when
analyzed with the chosen threshold. This unexpected result may reflect the fact that our analysis was
performed on the whole lumbar spinal cord while CHMP2B™"*" expression was restricted to neurons.
Nonetheless, considered individually, several genes related to these pathways (i.e. Rab, Atg, or

cathepsins family members), were found deregulated strengthening the validity of our approach.

Comparison of transcriptomic profiles of CHMP2B™"" and SOD1°%R at symptomatic stage:
identification of common new genes possibly involved in pathogenesis, irrespective of the

genetic cause of the disease.

If half of the identified genes common to the two ALS-causing mutants have already been associated
with ALS or other neurodegenerative disorders (4nx4 (Mishra et al., 2007), Ugt8a (Sevastou et al.,
2016), Atf3 (Malaspina et al., 2010, Viug et al., 2005), Bcl3 (Ferry et al., 2014), Crym (Daoud et al.,
2011, Fukada et al., 2007), Runx1 (Patel et al., 2011), Wisp2 (Sevastou et al., 2016), Calca (Henriques
et al., 2017), Calcb, Cd44 (Matsumoto et al., 2012), ClicI (Novarino et al., 2004), Hcar2 (Wakade et
al., 2014), Sppl (Morisaki et al., 2016, Yamamoto et al., 2017), Lgals3 (Yan et al., 2016), Hspbl
(Fukada et al., 2007, Gorter et al., 2018, Ylikallio et al., 2015)) the remaining genes have not been
described as modified or involved in neurodegenerative diseases . However, they are related to
physiological functions (immune system, neuronal system, lipid metabolism etc...) known to be

altered in neurodegenerative processes and in ALS in particular. Whether the change in expression of
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these genes is causative of the pathological process engaged by the two mutants or if it is a

consequence has to be determined.

CONCLUSION

Our study is the first dynamic analysis of transcriptome in a CHMP2B"" model, a model developing
characteristic hallmarks of ALS/FTD. Our RNA-Seq analysis of lumbar spinal cord provides a
snapshot of transcriptomic events characterizing the disease at three different time points giving us an
access to the very early changes engaged before motor symptoms become apparent but also to the
variations of gene expression profile when motor symptoms become detectable and then when mice
are paralyzed. Our results highlight an early deregulation of immune system and lipid metabolism at

asymptomatic stage although transgene expression is limited to neurons.

How mutant drives these deregulations remains an open question. Understanding the mechanisms
underlying these alterations and determining whether they are protective or deleterious are of prime

importance to delineate new therapeutic strategies for these diseases with not cure.

We also show that appearance of motor symptoms correlate with the detectable deregulation of genes
related to neuronal system and more specifically with genes involved in ions and neurotransmitters
transport. These deregulations may underlie neuronal hyperexcitability that is thought to induce

neuronal degeneration in ALS.

Finally the comparison of the gene expression signature of CHMP2B™™" mice with those of
SOD19%R mice at the symptomatic stage provides further insights into common underlying

dysfunction of biological pathways, disrupted or disturbed in ALS.

In closing, our study provides a database for neuroscientists to explore potential candidate genes
involved in the CHMP2B™" _based pathogenesis of ALS, and it may provide molecular clues to
further understand the functional consequences that diseased neurons expressing CHMP2B mutant

may have on their neighbor cells.
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