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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).
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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
ALS 5% FTD )

Family history
30%

Apparently
Apparently sporadic
sporadic 70%

95%

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).

29



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).

32



-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).

(GGGCC), C9orf72 gene
ATG TAA
—= —H—— —H 3o
Exon 1a1b 2 3 45 6 7 8 9 101
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=1 @& >
aEt——— = . 5 : 3
Exon 1B Exon 1a 6060CC
o aGCC
5 * No transcription 5'__,(}(-76 {//1
A Haploinsufficiency | B Repeat RNA- c Dipeptide
of C9ORF72 gene mediated toxicity protein toxicity
o
' ’
e
18 & & P
. , ¢
g 5 3 5 3
3 R Sequestration of Repeat Associated non-AUG
® RNA-binding protein(s)? (RAN) translation
gos
[
: Controls _Patents Controls _Patients "
isoform a soform b
Reduction of C90rf72 mRNA levels Repeat RNA foci Dipeptide protein aggregation

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
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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
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(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).
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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).

79



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.
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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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Figure 1: Evolution of spinal cord transcriptomic signature in CHMP2B mice with

disease progression.

Gene expression profiles of CHMP2B™™" mice (Tg) were compared to non transgenic littermate mice
(nTg) at three stages of the disease: asymptomatic (AS), symptomatic (S) and end (E) stages.

A. Unsupervised principal component analysis (PCA) performed with the whole set of genes identified
by RNAseq. Tg mice are in red and nTg mice are in blue. PCA show a complete separation between
genotypes at AS and E stages.

B. Heatmap and hierachical clustering analysis profiles of Tg and nTg mice at the three stages. Genes
differentially expressed with an adjusted p-value<0.05 were analyzed. Scaled expression values are
coloured-code according to the legend on the top right. Dendrograms depict hierarchical clustering
based on differentially expressed genes and show a complete separation between genotypes at the
three stages of the disease.

C. The histograms tabulate the distribution of genes with altered expression at the three stages. Genes
differentially expressed with an adjusted p-value<0.05 and a fold change <0.67 or >1.5 were included
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for the analysis. White bar: total number of genes with deregulated expression, green bar: up-regulated
genes, red bar: down-regulated genes. The table represents the pourcentage of up- and down-regulated
genes for each stage.

D. Venn diagramm summarizing gene overlaping between the 3 stages. Genes differentially expressed
with an adjusted p-value<0.05 and a fold change <0.67 or >1.5 were included in the analysis. In green:
up-regulated genes, in red: down-regulated genes.

. . intron$ . .
nTg: non transgenic mice; Tg: CHMP2B " transgenic mice
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Figure 2: qPCR validation of RNA-seq results.
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For each stage, asymptomatic (A), symptomatic (B) and end stage (C) expression of 10 genes either
up- or down-regulated in the RNAseq analysis was measured by RT-qPCR. For qPCR results, graphs
represent means £ SEM. For RNAseq, graph represent the fold change (FC).

gPCR: n=6-7 per genotype; RNAseq: n=4-6 per genotype. * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001,

*#x%p<0.0001, Student’s t-test.
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Number of significantly deregulated genes

Stage Sy P<0.05 FC §g<6(;(())i >1.5
A monthy 1063 -
{6 month). 209 "
(10 monthe) 04 "

Table 1: Summary of the number of deregulated genes with the different cut-off applied.

104



g Es)%,
- Fold | Adjusted| & |EEF 4SS
Gene name Description == S =
Change | p-value E £ & 4 5 3
= S 2 g
E |[o° | =
Aifl Allograft inflammatory factor 1 1.64 5.2e-06 A
Arlll ADP-ribosylation factor-like protein 11 2.84 1.9e-15
Baif3 Ele(lzig leucine zipper transcriptional factor ATF- 1.89 2 60-04
Bcl3 B-cell lymphoma 3 protein homolog 1.64 1.2e-02
Bink B-cell linker protein 1.72 1.3e-05
Clga Complement C1q subcomponent subunit A 2.38 4.7e-10 N
Clgb Complement C1q subcomponent subunit B 2.21 1.7e-12 AN
Clge Ccl?;g)lement component 1, q subcomponent, C 28 9 86-10 N
C3 Complement component 3 1.80 1.5e-09 A AN
C3arl Complement component 3a receptor 1 2.01 5.7¢-06 AN AN
C4a Complement component 4A 1.56 | 1.49¢-03 | A\ AN
C4b Complement component 4B 2.39 2.7e-21 A
Ccl3 C-C motif chemokine 3 3.82 2.3e-16 | A
Ccl4 C-C motif chemokine 4 3.82 2.3e-16 AN
Ccl6 C-C motif chemokine 6 4.60 1.2e-22 AN
Cdl109 CD109 antigen 2.23 7.3e-10
Cdil4 CD14 antigen 1.97 3.0e-07 A N
Cd180 CD180 antigen 2.02 1.1e-06 AN
Cd22 CD22 antigen 1.61 1.8e-02
Cd300ib | CD300 molecule like family member B 1.74 5.3e-03
Cd44 CD44 antigen 1.57 2.7e-03 A
Cd48 CD48 antigen 1.72 4.6e-04
Cd52 CD52 antigen 1.80 5.7¢-04 N
Cde6s CD68 antigen 2.77 2.3e-24 N
Cd84 CD84 antigen 1.96 2.0e-06
Clec7a C-type lectin domain family 7, member a 3.06 1.62¢-13
Csflr Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor 1.57 1.4e-10 AN
Csf3r Granulocyte colony-stimulating factor receptor 2.05 4.3e-12
Ctsd Cathepsin D 1.58 1.2e-11
Ctss Cathepsin S 1.92 2.2e-08
Ctsz Cathepsin Z 1.55 1.1e-08
Cx3crl CX3C chemokine receptor 1 1.53 5.7e-06 A
Cxcl9 C-X-C motif chemokine 9 0.61 1.0e-02 \7
Cyba Cytochrome b-245 light chain 1.65 7.3¢-03
Dcstamp | Dendritic cell-specific transmembrane protein 1.60 3.3e-02
Endou Poly(U)-specific endoribonuclease 2.07 1.3e-12
Ectonucleotide
Enpp3 pyrophosphatase/phosphodiesterase family 0.62 1.6e-03
member 3
Fbxo40 | F-box protein 40 0.60 4.2e-05
Feerlg High a}fﬁnity immunoglobulin epsilon receptor 193 1.66-07 A
subunit gamma
Fegrl High affinity immunoglobulin gamma Fc 151 3 60-04 N
receptor |
Fegr3 Low affinity immunoglobulin gamma Fc region 1.87 2.7e-07 AN
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Fgr
Fyb
Gpri83
Gpr84
H2-Oa
H2-0b
Haver?2
Hcar2
Hexb
Hvenl
llla
1llrn
Irf5
Irf8
Itgax
Itgh?2
Lag3
Lat?
Lgals3
Lrrcl7
Ly86
Ly9
Lyz2
Mpegl
Myolf
Naip?2
Naip5
Naip6
Nckapll
Nme2
Pdcdl
Pitx2
Pla2g3
Plau
Pld4
Ptafr
Ptprg
Pix3
Serpinf2
Siglecf
Six4
Slamf8
Slamf8

Slcllal

Thyl
Ticam?2
Timpl
Tlr2

Tnfaip§i2

receptor 111

Tyrosine-protein kinase Fgr

FYN-binding protein

G protein coupled receptor 183

G protein-coupled receptor 84
Histocompatibility 2, O region alpha locus
Histocompatibility 2, O region beta locus
Hepatitis A virus cellular receptor 2 homolog
Hydroxycarboxylic acid receptor 2
Hexosaminidase B

Hydrogen voltage-gated channel 1
Interleukin-1 alpha

Interleukin-1 receptor antagonist protein
Interferon regulatory factor 5

Interferon regulatory factor 8

Integrin alpha-X

Integrin beta-2

Lymphocyte-activation gene 3

Linker for activation of T-cells family member 2
Galectin-3

Leucine-rich repeat-containing protein 17
Lymphocyte antigen 86

T-lymphocyte surface antigen Ly-9
Lysozyme 2

Macrophage expressed gene 1
Unconventional myosin-If

Baculoviral IAP repeat-containing protein 1b
Baculoviral IAP repeat-containing protein 1e
Baculoviral IAP repeat-containing protein 1f
Nck-associated protein 1-like

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2
Programmed cell death protein 1

Pituitary homeobox 2

Phospholipase A2, group III

Plasminogen activator, urokinase
Phospholipase D4

Platelet-activating factor receptor
Phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ
Pentraxin-related protein PTX3

Serpin 2

Sialic acid binding Ig-like lectin F
Homeobox protein SIX4

SLAM family member 8

SLAM family member 8

Natural resistance-associated macrophage
protein 1

Thy-1 membrane glycoprotein

TIR domain-containing adapter molecule 2
Metalloproteinase inhibitor 1

Toll-like receptor 2

Tumor necrosis factor alpha-induced protein 8-
like protein 2

1.59
1.51
1.56
1.66
1.59
1.85
1.91
1.86
1.52
1.86
1.61
1.71
1.57
1.81
5.02
1.63
2.16
1.58
3.39
1.64
1.53
1.68
1.52
2.57
1.82
1.67
1.98
1.70
1.54
1.50
4.37
1.54
0.58
1.76
1.73
1.75
0.55
247
2.57
1.62
0.63
1.78
1.78

2.16

2.39
1.54
2.32
2.02

1.70

1.9¢-02
1.2e-03
1.3e-03
1.2e-02
3.4e-02
1.2e-06
2.8e-07
9.6e-04
2.4e-06
5.2e-06
2.6e-02
6.3e-03
3.9¢-05
1.5e-06
2.2e-24
3.3e-04
8.4¢-09
2.2e-05
3.8e-23
2.1e-02
3.1e-02
1.2¢-03
1.1e-02
4.17e-13
1.4e-06
2.0e-04
1.1e-09
2.8e-03
3.8e-06
1.6e-02
2.5e-21
4.3e-02
9.4e-05
1.3e-06
1.7e-08
5.1e-08
1.1e-03
4.2e-13
5.7e-08
2.2e-02
4.5¢-04
2.8e-03
2.8e-03

3.6e-19

2.5e-27
3.2e-02
1.2e-07
2.0e-12

4.2e-05
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Tnfrsfla

Tnfsf8
Trem?2
Tyrobp
Unc93b1
Zbtb16

Tumor necrosis factor receptor superfamily,
member la

Tumor necrosis factor ligand superfamily
member 8§

Triggering receptor expressed on myeloid cells 2
TYRO protein tyrosine kinase-binding protein
Protein unc-93 homolog B1

Zinc finger and BTB domain containing 16

1.51

1.74

3.08
2.42
1.53
0.59

1.7e-06

3.9e-03

2.6e-27
3.6e-13
3.2e-03
9.7e-03

Table 2: Deregulated genes in immune system of spinal cord CHMP2B!"*°"> mice when
compared to littermate non transgenic mice at asymptomatic stage. A\: up-regulated gene;
V: down-regulated gene.
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A
A2m Alpha-2-macroglobulin 1.55 |[5.16e-05 N
ATP-binding cassette. sub-family C
Abcc3 (CFTR/MRP). member 3 1.79 |4.48e-08 )
Akrlcq | >-2lpha-hydroxysteroid 0.64 |1.53¢-02 \
dehydrogenase type 1
Apocl Apolipoprotein C-1 234 |4.58e-10| A N
Apoe Apolipoprotein E 1.75 |1.99¢-04 N N
Aspg 60 kDa lysophospholipase 2.19 [1.67e-08
Cubn Cubilin 0.65 |1.97e-03 7 7
Elovi2 Ellonganon.of very long chain fatty 066 |4.190-07 N7
acids protein 2
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase i
Gpd1 [INAD(+)]. cytoplasmic 0.65 |1.58e-07
Hexb Beta-hexosaminidase subunit beta 1.52 [2.41e-06
Hmges1 | Hydroxymethylglutaryl-CoA 0.66 |7.36¢-06 \ )
synthase. cytoplasmic
Hpeds Hematopoietic prostaglandin D 169 |9.446-08
synthase
Hsd11b1 Corticosteroid l.l-beta- 055 |2.876-10
dehydrogenase isozyme 1
Hsd17b3 ;Festosterone 17-beta-dehydrogenase 175 13.226-03 A A
1dil 1sopentenyl-d1phosphate Delta- 066 |2256-04 N7 v
isomerase 1
Ip6k3 Inositol hexakisphosphate kinase 3 1.61 |[1.21e-04
Lipg Endothelial lipase 0.64 [4.50e-02| 7
Lpl Lipoprotein lipase 1.90 |1.99¢-04 A A
Pla2g3 | Phospholipase A2. group III 0.58 [9.40e-05
Pibl Phosphohpase B1. membrane- 153 |3.79¢-02
associated
Pld4 Phospholipase D4 1.73 [1.67e-08
Sphingosine-1-phosphate
Sgpp2 phosphatase 2 0.65 |8.10e-08
Sptssb Serlnq palmitoyltransferase small 062 |5.600-08
subunit B
Tecr! Trans-2.3-enoyl-CoA reductase-like 0.63 |[2.13e-02 7
. Tumor necrosis factor. alpha-induced
Tnfaip8i2 protein 8-like 2 1.70 | 4.24e-05
Tumor necrosis factor receptor
Tnfrsfla superfamily member 1A 1.51 [1.75e-06
UgtSa 2-hydroxyacylsphingosine 1-beta- 065 |3.11e-03
galactosyltransferase

Table 3: Deregulated genes involved in lipids metabolism of spinal cord CHMP2Bintrons
mice when compared to littermate non transgenic mice at asymptomatic stage. A\: up-
regulated gene; W: down-regulated gene.
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ATP-binding cassette, sub-family
Abcc9 C (CFTR/MRP), member 9 0.65 |1.20e-03 | W
Calcium channel, voltage-
Cacnb3 dependent, beta 3 subunit 162 12.70e-04 0 r A
China2 Cholinergic receptor, nicotinic, 032 |4.30e-21 v
alpha polypeptide 2 (neuronal)
Cholinergic receptor, nicotinic,
Chrna6 alpha polypeptide 6 2.03 |3.11e-05 N
Cholinergic receptor, nicotinic,
Chrnb3 beta polypeptide 3 1.68 |[1.41e-03 N N
Col6al Collagen, type VI, alpha 1 1.54 [2.20e-04 AN
Cxell2 glemokme (C-X-C motif) ligand 0.65 |1.626-03 ¥
Dcc Deleted in colorectal carcinoma 0.57 |7.94e-04 7
Dok4 Docking protein 4 2.13 |7.65¢-06 )
Dok6 Docking protein 6 0.67 |2.92e-02 \7
Epha6 Eph receptor A6 0.66 |1.78¢-02 7
Gamma-aminobutyric acid
Gabrb?2 (GABA) A receptor, subunit beta 0.61 |7.74e-03 7
2
Gamma-aminobutyric acid
Gabrr2 (GABA) C receptor, subunit rho 2 177 |2.35¢-03 0
Glial cell line derived
Gfra3 neurotrophic factor family 2.84 |[2.80e-10 A
receptor alpha 3
Glral Glycine receptor, alpha 1 subunit 0.56 |8.24¢-04 N7
Guanine nucleotide binding
Gnb3 protein (G protein), beta 3 1.67 12.69¢-03 | AN 0
Hyperpolarization-activated,
Hen2 cyclic nucleotide-gated K+ 2 0.64 | 1.72¢-04|
Hyperpolarization-activated,
Hen3 cyclic nucleotide-gated K+ 3 1.58 12.89¢-03| AN
Hir3b 5-hydroxytryptamine (serotonin) 172 |3.77¢-03 N
receptor 3B
Isl2 Insulin related protein 2 (islet 2) 217 |1.29e-05 A
Iigal Integrin alpha 1 0.64 |6.44¢-03 7
Iiga2 Integrin alpha 2 0.66 |3.94¢-02 7
Itgh3 Integrin beta 3 0.67 |3.10e-04 7
Potassium voltage-gated channel,
Kcnal shaker-related subfamily, member | 0.61 |1.47¢-09 |\ | W
1
Potassium voltage-gated channel,
Kena2 shaker-related subfamily, member 0.64 |5.62-11 |\ | W
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Kene3

Keng4

Kcenh4

Kcnj4

Kenmbl

Kcensl

Kenvl

Plcb3
Robol

Scnl0Oa
Scnlla
Scn4b

Scn9a

Slel7a7

Slc6al?2

Slc6a4

Slc6as

Unc5b

Table 4: Deregulated genes involved in the neuronal system of spinal cord

2

Potassium voltage gated channel,
Shaw-related subfamily, member
3

Potassium voltage-gated channel,
subfamily G, member 4
Potassium voltage-gated channel,
subfamily H (eag-related),
member 4

Potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, member 4
Potassium large conductance
calcium-activated channel,
subfamily M, beta member 1

K+ voltage-gated channel,
subfamily S, 1

Potassium channel, subfamily V,
member 1

Phospholipase C, beta 3

Roundabout homolog 1

Scnl0a : sodium channel, voltage-
gated, type X, alpha

Scnlla : sodium channel, voltage-
gated, type XI, alpha

Scn4b : sodium channel, type IV,
beta

Scn9a : sodium channel, voltage-
gated, type IX, alpha

Solute carrier family 17 (sodium-
dependent inorganic phosphate
cotransporter), member 7

Solute carrier family 6
(neurotransmitter transporter,
betaine/GABA), member 12
Solute carrier family 6
(neurotransmitter transporter,
serotonin), member 4

Solute carrier family 6
(neurotransmitter transporter,
glycine), member 5

Unc-5 homolog B

0.54

0.65

1.64

1.52

1.58

1.63

1.53

1.81
0.64

2.15

3.51

0.55

2.03

3.42

1.52

0.64

0.61

0.66

4.08e-14

1.96e-05

2.04e-03

3.62e-02

6.65¢-03

3.90e-04

1.92e-02

8.03e-05
4.94e-06

3.89¢-15

7.51e-26

2.5%e-17

2.58e-05

3.80e-23

1.60e-02

2.03e-02

5.54e-08

3.38e-04

2 2> 2 =2 =2 €& €

€

2> € 2> >

2> € 2> > €

CHMP2B""*"S mice when compared to littermate non transgenic mice at asymptomatic
stage. AN\: up-regulated gene; W: down-regulated gene.
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) E 3 g .—g
124 P2lZ25 ¢
i s [ = S |2
Gene Description CEold Adjuited g iﬂ § .:é 3 E 5 §
name ange | p-value S| &5 S3|23¢%
LW |E° §=|EL”
S = 3
> &
Chimal Chollperglc receptor nicotinic alpha 2 0.27 1 70e-33
subunit \7 7
Chimbd Cholll}erglc receptor nicotinic beta 4 157 9.046-05
subunit AN N
Gabrr2 Gamma-amlnobutyr.lc acid type A 263 1.59¢-09
receptor rho2 subunit N
Glrb Glycine receptor beta 0.65 3.26e-05 N
Hyperpolarization activated cyclic
Hen2 nucleotide gated potassium and sodium 0.68 1.24e-04 | W
channel 2
Hyperpolarization activated cyclic
Hen3 nucleotide gated potassium channel 3 1.54 11303 | A
Kenal Potassmm voltage-gated channel 0.61 417612 | W | W
subfamily A member 1
Kenal Potassmm voltage-gated channel 0.65 76113 | W | W
subfamily A member 2
Kene3 Potassmm voltage-gated channel 0.60 185012 | W | W
subfamily C member 3
Potassium voltage-gated channel
Kcnh4 subfamily H member 4 1.53 2.69¢-03 | AN | AN
Kenh? Potassmm voltage-gated channel 0.66 192603 | W | W
subfamily H member 7
Potassium two pore domain channel
Kenk7 subfamily K member 7 1.65 5.95¢-03 | A
Potassium voltage-gated channel
Kens3 modifier subfamily S member 3 0.66 136e09 | W | b
Prkcg Protein kinase C gamma 1.53 2.54e-08 N A
Solute carrier family 18 member A3,
Slel8a3 vesicular transporter of acetylcholine 1.53 3.14¢-03 A

Table 5: Deregulated genes involved in the neuronal system of spinal cord
CHMP2B"**"S mice when compared to littermate non transgenic mice at end stage. A\:
up-regulated gene; W: down regulated gene.
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S % 52| &
Szegl 28| &
i on @ —= —
Gene Description Fold | Adjusted 20 38 D
name Change | p-value TEE| =5 &
Czg| §E| Z
£3| 2| &
=2 2| =
E| E
Acan Aggrecan 0.57 | 3.67¢-16 v
A disintegrin-like and metallopeptidase
Adamis14 with thrombospondin type 1 motif, 14 1,57 3e-04 0
Bmpl Bone morphogenetic protein 1 1.58 2e-05 N
Col20al |Collagen, type XX, alpha 1 1.51 le-03 N
Col27al |Collagen, type XXVII, alpha 1 1.64 3e-05 N
Col6al | Collagen, type VI, alpha 1 1.54 2e-04 N
Col9a3 | Collagen, type IX, alpha 3 1.52 3e-03 N N
Hapinl | Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 | 0.46 9.82e-13 7
Itgal Integrin alpha 1 0.60 4e-04 \7
Itgad Integrin, alpha D 1.98 9e-05 AN
Itgax Integrin alpha X 1.94 2e-04 N
Iigh3 Integrin beta 3 0.63 le-06 7
Sppl Secreted phosphoprotein 1 0.58 7e-07 7

Table 6: Deregulated genes involved in the extracellular matrix of spinal cord
CHMP2B"r*"S mijce when compared to littermate non transgenic mice at end stage. A\:
up-regulated gene; W: down-regulated gene.
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Up

Down

Neuronal system

Immune system
Lipid metabolism
ECM
Transcription

Other

Unknown

Gprl79, Hspbl, Nnat, Pdlim4,
Sspo, Uts2,

C4a, C4b, Lgals3, Thyl

Apocl

Atf3, Batf3, Prrx2, Wisp2

Agt, Calchb, Cartpt

Chrna2, Ken3, Kenh4, Scn4b, Slc6al,
Steap?2, Strip2

Gpdl, Hsd11b1, Sptssb, Ugt8a
Acan, Hapinl
Smydl

Apln, Agp6, Atp2bl, Fbxo40, Mybpc3,
Olfr287

Gm4521700008003Rik,
4930432E11Rik, 5031414D18Rik,
A730020M0O7Rik, Gm10684,
Gmi5512, Gm21984, Gm26633,
Gm26673, Gm33366, Gm4524

Table 7: Genes deregulated at the three stages studied in spinal cord of CHMP2Bintrons
mice when compared to littermate non transgenic mice.
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Process Genes
Up Down Adverse regulation
Immun tem Calca, Calch, Cd44,
Inflammator Clic, Endou, GentZ, Sppl. Ferls
roshonse y Hecar2, Lgals3, Ly86, PP
p Sic7a7, Ucn, Tagin2
Transcription Aff3, BCBI’/VS;Z}Zm, Runxl, Sifn5
. Llp}ds and Anxa2 Ugt8a
lipoproteins clearance
Neuronal system Gpr35, Hspbl
Translation repressor Eif4ebpl
Cell-cell interaction Ppl
RIKEN c¢DNA
Unknown function 49;?;’2%5211)]%2%’
A730020M07 gene

Table 8: Common deregulated genes in spinal cord of CHMP2B"*"S and SOD1C836R
mice at symptomatic stages.

114



Genes Forward Reverse
Acan CGTTGCAGACCAGGAGCAAT CGGTCATGAAAGTGGCGGTA
Acta TTGTGTGTGACAACGGCTCT CCACGATGGATGGGAACACA
Apln AAGATTGGCCCAGCCTACAC TTTCTGGGGGAACGATCAGC
Asah2 ACCCCGTGAGCATGAACAAT TGCTACAAACGGTCCCTGTC
Clga AGGACTGAAGGGCGTGAAAG CAAGCGTCATTGGGTTCTGC
Clgc GTGGAGGGCCGATACAAACA CTCTGGGTACTGGGTGGTCT
C4b TCTGAAGCCTCCAACGTTCC GGCCAATTCCATTGGTGCTC
Calca GCTCACCAGGAAGGCATCAT CATGCCTGGTACAGGAGCAA
Ecell ACCATCATTGGGCACGAACT TCCACCAGTGCAACAGGTTT
Finc TCCGCCAAATGAAGCTGGAA CACGAGCTTGATGTGTTCCC
Gfap AGAAAACCGCATCACCATTC TCACATCACCACGTCCTTGT
Gnptab AAGATTGGCCCAGCCTACAC TTTCTGGGGGAACGATCAGC
Hsdl1bl CCAAGCTTCTCCCAAGGAGG AGTACACCTCGCTTTTGCGT
Kene3 CCTGCCCATTGGCTCAAGAA TGCTGCAGGGTCTCCATTG
Mpegl AACCTGACAAGCTACCTGGC GTGCATCCTGGGTGAGTGTT
Nnat CTGGGTAGGATTCGCTTTTCG GGGAGTACCTGAACACCTCAC
Nptx2 CTTAGCCGCTCCTTGCAAAC AGCCCAGCGTTAGACACATT
Plcb3 CTGCCTGTCTCTGCTATCCG CAGGCACAAAGGTTGGTTGG
Pol2 GCTGGGAGACATAGCACCA TTACTCCCCTGCATGGTCTC
Scsd CAGACTGGTCTACAAGCGCA AAGCATGACTTGCAAACGGC
Scn4b GACGGGATCGTGAAGAACGA TGGAGCCCTCTAGGGTGATT
Slc2a4 GGGGTTATCAATGCCCCACA TTGTGGGATGGAATCCGGTC
Spp1 GTGGTGCCAAGAGTGTGTTTG CAATGCCAAACAGGCAAAAGC
Sptssb GACCATTGTGGCTATGGTGGTA AAATTCCCAAGCCAGGCGG
Tagin2 GATCCAGGCCTCTTCGATGG CTGGAAGATGTCCGTGGTGT
Tbp CAGCCAAGATTCACGGTAGAT CCAATGACTCCTATGACCCCTA
Tyrobp ATGCGACTGTTCTTCCGTGA AGTACACAGCCAGGGCAATC
Uncl3c TAAAGCAGATGGGTGCCGAG CGCCGCACTGTTCTTATTCG

Supplementary table 1: Primer sequences used for qPCR.
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II.  Publication 2 : Le mutant CHMP2B™"" entraine une altération fonctionnelle

du lysosome et une répression de I’autophagie (en préparation)
L’autophagie est un processus récurrent dans les maladies neurodégénératives de par la formation
d’inclusions protéiques dans différentes sous-populations neuronales. De plus, parmi les génes mutés
dans la SLA et la DFT, il en est une majorit¢ qui sont liés a I’homéostasie protéique. L’étude

transcriptomique menée en paralléle (sur un modéle murin exprimant CHMP2B™""

) a mis en
évidence avant 1’apparition des symptomes, la dérégulation de 21 geénes associés d’un point de vue
fonctionnel au lysosome chez les souris exprimant CHMP2B"™"””. Parmi ces génes on trouve des
protéases de type cathepsine, des récepteurs de surface ou des enzymes de conversion de glucides
complexes ou de lipides complexes. Nous avons montré par la suite que les neurones moteurs et les
motoneurones exprimant le mutant CHMP2B™ " développaient progressivement une accumulation
de corps multivésiculaires et de structures denses aux électrons de grande taille (>10um?). Par des
approches immunohistologiques, nous avons identifié ces structures comme étant des lysosomes et
plus particuliérement des lysososmes secondaires ou autolysosomes. Ces autolysosomes semblent

s’accumuler de maniére précoce dans les neurones moteurs et les motoneurones exprimant le mutant

« intron 5 ».

Nous avons ensuite étudié le processus autophagique dans son ensemble par deux approches. Des
quantifications de 1’expression génique par qPCR ont révélé une répression tardive de genes en lien
avec |’initiation de I’autophagie présumant d’une répression de ce processus. Aprés un co-marquage
des autophagosomes et autolysosomes par transduction virale, nous avons ensuite quantifié¢ le flux
autophagique afin de déterminer I’efficacité relative du processus autophagique chez les souris
transgéniques. Ces analyses n’ont pas révélé de perturbation du flux autophagique en réponse a
’expression du mutant CHMP2B™"_ En revanche, le nombre de chacune des structures en lien avec
le processus autophagique (autophagosomes, autolysosomes, lysosomes) est plus faible chez les souris
transgéniques que chez les souris non transgéniques, appuyant 1I’hypothése d’une répression de
I’autophagie en réponse au mutant « intron 5 ». Enfin, nous avons comparé une partie de ces données
avec celles d’un autre modeéle de SLA : le modéle SOD1%%R, Les dérégulations des génes impliqués
dans la fonction lysosomale sont en partie retrouvées dans ce second modéle mais uniquement au
stade terminal de la maladie. De plus, a ce stade, les neurones moteurs et les motoneurones ne

présentent pas d’accumulation de lysosomes.

Ces données nous ont permis de montrer dans le modéle CHMP2B"" " une altération trés précoce de
I’étape finale du processus autophagique associée a une répression de I’initiation de I’autophagie. De
plus, bien que I’homéostasie protéique soit également perturbée dans un modele de SLA 1ié a la
mutation SODI, les neurones vulnérables dans ce modéle ne présentent pas d’altération au niveau de

I’étape finale de 1’autophagie.
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Abstract

Autophagy is a central process in neurodegenerative diseases especially in Amyotrophic Lateral
Sclerosis (ALS) and FrontoTemporal Dementia (FTD) in which patients present with an accumulation
of large intraneuronal inclusions. Several genes associated with ALS and/or FTD are involved in
protein homeostasis or autophagy. Among them CHMP2B was the first gene discovered involved in
the ALS-FTD continuum. It encodes a protein belonging to the ESCRT-III complex implicated in the
endolysosomal/autophagy pathway. To better understand the consequences of CHMP2B mutant
expression on the autophagy process in vivo, we used a mouse model expressing CHMP2B"™" "
mutant in neurons and developing a progressive phenotype reminiscent to both ALS and FTD. Our
study highlighted an early and progressive accumulation of autolysosomes in the cytoplasm of neurons
expressing the CHMP2B™" mutant associated with a deregulation of lysosome-related genes. In
addition, the expression of CHMP2B"™ " led to a repression of autophagy process and a decrease of
the autophagy vesicles formation in vulnerable motor neurons without change in autophagic flux. By
comparison with the SOD1%® ALS mouse model, we showed that autophagy was altered at a later
stage in the course of the disease in SOD1%%® ALS mice compared to CHMP2B™™% [n addition we
found that Gnptab was selectively repressed in the CHMP2B"™% mouse model, therefore pointing out
Gnptab as a potential important actor in the lysosomal storage disorder observed in CHMP2Bintrons

mice.

Introduction

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterized by a loss of
upper and lower motoneurons. Still incurable, ALS leads to progressive paralysis of voluntary muscles
and to death of patients between two to five years after diagnosis. FrontoTemporal Dementia (FTD) is
the second most common form of pre-senile dementia before 65 years of age. FTD is characterized by
an atrophy of several brain structures, frontal and temporal lobes of the cortex and hippocampus being
the most altered [1-3]. Patients suffer of emotional and cognitive troubles as a loss of empathy, apathy

or aggressiveness [4].

Seemingly very different, these two diseases share a clinical continuum highlighted by the overlapping
of clinical symptoms presented by patients. About 15% of ALS patients present FTD-related
symptoms and reciprocally [5]. Moreover, genetic and histopathological links exist between ALS and
FTD. Indeed, more than half of the mutated genes initially described in ALS patients were thereafter
found mutated in FTD or ALS-FTD patients such as C9ORF72 [6], FUS [7, 8], TARDBP [9, 10] or
P62 [11]. Studies of post mortem tissues obtained from ALS or FTD cases also highlighted common
histological hallmarks such as accumulation of neuronal inclusions [12] or activation of glial cells [13-

15].
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Linked to about 1% of ALS and FTD cases, CHMP2B (Charged Multivesicular Body Protein 2B) was
the first gene associated with ALS-FTD syndrome [16, 17]. The most common mutation in CHMP2B,
named CHMP2B"™" is a point mutation that causes retention of a part of fifth intron and the
translation of two aberrant proteins deleted of their C-terminus part [18]. The endogenous protein
CHMP2B encodes a partner belonging to ESCRT-III complex (endosomal sorting complexes required
for transport). This complex is involved in the biogenesis of vesicles by scission of preexisting
membrane. In neurons, studies have demonstrated the role of ESCRT-III in vesicles trafficking,

cytokinesis, dendritic spines formation and autophagy [19].

Autophagy and endocytosis are two highly conserved and thightly linked processes in eukaryotes
cells. They allow the degradation and the turnover of elementary constituents of cells. Autophagy is
also an essential homeostatic process involved in the degradation of diverse cellular components

including organelles and protein aggregates.

Autophagy requires the formation of a double-membrane structure named autophagosome which
engulf cytoplasmic material like proteins, nucleic acids or organites. Autophagy promotes their
degradation by fusion with a lysosome containing acid hydrolases. Autophagic process plays a
preponderant role in ALS and FTD diseases since the majority of known mutated genes are involved

in protein homeostasis or directly in autophagy [20].

Shortly after the discovery of the implication of CHMP2B in ALS and FTD, Van der zee and
collaborators [21] showed that endosomes were accumulated in CHMP2B™"" expressing cells. This
result was confirmed in fibroblast from FTD patients in which fusion between endosomes and
lysosomes was delayed, without alteration in the formation of multivesicular bodies [22]. In addition,
CHMP2B"™ " induced an accumulation of autophagosomes in vitro suggesting that depletion of
ESCRT subunits impaired the fusion between autophagosome and lysosome [23-25]. However, most
of these studies were performed in cellular models and did not take into account neither the
physiological/cellular environment of the motor neurons nor their relationship with the surrounding

cells.

To circumvent this problem, we have evaluated the effect of CHMP2B!"™ muytant on the autophagic

Bo" in neurons. This

process in motor neurons of a transgenic mouse model expressing CHMP2
model recapitulates characteristic hallmarks of ALS and FTD (i.e. accumulation of neuronal protein
inclusions, progressive motor impairments and behavior alterations) [26]. In this study, we show a
double perturbation of autophagy in the CHMP2"™" mice. Indeed, upper and lower motor neurons
present with an early and progressive accumulation of autolysosomes containing insoluble aggregates
associated with a deregulation of lysosome-related genes. We also highlighted a repression of
autophagy initiation with a decreased expression of beclin and Ulkl and a decrease of autophagosome

and lysosome formation. Finally, comparison of these data with those obtained in SOD1%® ALS
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mouse model showed a specific accumulation of autolysosomes in the CHMP2B"™" model and let
suppose an implication of Gnptab in these alterations. Altogether, our data show autophagy as a top-

notch and precocious process in the neurodegeneration of upper and lower motoneurons.

Key words: CHMP2B!"™5 | [ .ysosome, autophagy, autophagosomes, autophagic flux, FrontoTemporal

Dementia, Amyotrophic Lateral Sclerosis, SOD 186,

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/51/58/02/13 APAFIS#9494-
2017040316393769 in accordance with European regulations (Directive 2010/63/EU).

Animals

Transgenic mice overexpressing the human CHMP2B™™" mutant under the Thyl.2 promoter were
genotyped as previously described [26]. For biochemical analysis, male CHMP2B™™" transgenic
mice were compared with their control non-transgenic (nTg) littermates. For histological analysis,
female CHMP2B™ " transgenic mice were compared with their control non-transgenic (nTg)

littermates.

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.

Heterozygous (HE; six copies of transgene) mice were studied at four pre-defined stages of disease
progression: at 6 months of age, an asymptomatic stage when motor symptoms are absent; at 12
months of age corresponding to the onset of the disease when alteration of hindlimb extension is
detected; 18 months of age corresponding to the symptomatic stage of the disease when mice develop
signs of hindlimb weakness and decrease of grip strength; and 24 months of age corresponding to the
end (E) stage of the disease when mice display hindlimb paralysis or loss of the righting reflex. For
homozygous (HO, twelve copies of transgene) mice, asymptomatic stage corresponds to 1.5 months of

age and symptomatic stage corresponds to 6 months of age.
Design and construction of AAV2.2 vectors

The mCherry-LC3 plasmid was kindly provided by Dr Hetz C. (Santiago, Chile). The whole mCherry-

LC3 expression cassette was excised from the plasmid and inserted into a shuttle pro-viral plasmid,
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containing both the AAV2/2 inverted terminal repeats (ITRs) and the 1.6-kb cytomegalovirus

enhancer promoter [27].
Intraspinal injections of mCherry-LC3 AAV2.2

6 months-old mice were anesthetized by intraperitoneal (IP) injection of a mixture of ketamine
(80mg/kg body mass)-xylazine (10mg/kg body mass). After disinfection, skin was incised at the level
of the thoracic/lumbar segment of the spinal column, the spinal cord was exposed after sectioning the
paraspinous muscles. The tissue between the processi spinosi of L1 and L2 vertebrae was removed.
Glass microcapillaries connected to a nanoinjector system (3-000-205A, Drummond) were used to
inject a total of 1 pl of viral solution bilaterally (5 sites/hemicord) at the L1 level (total of 2 x 10'°
AAV nparticles). To prevent any leaking of viral solution, the glass microcapillaries were allowed to
remain in place for at least 1 minute after each injection, and were retracted slowly from the spinal
cord. Muscles and skin were sutured and metacam (5mg/kg body weight) was injected sub-
cutanecously. Animals were allowed to wake up and recover from the operation under a heating lamp
for 1 hour. Metacam was injected once a day for three additional days to limit pain following surgery.
Fifteen days after the surgery, mice were deeply anesthetized with a solution of ketamine (100mg/kg
body weight)-xylazine (10mg/kg body weight) injected intraperitoneally and perfused with 4% ice-
cold paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4.

Measure of autophagic flux

Autophagy flux was assessed on vibratome lumbar spinal cord. sections (40 um thick) of 6 months of
age nTg and HE mice 15 days after transduction with the LC3-mCherry AAV2.2. Lysosomes and
autolysosomes were immunostained with an antibody directed against cathepsin D as described below.
For the quantitative analysis, 1 image was taken with a 63X oil- objective in the middle of the nucleus
corresponding to the center of the motor neuron. Twenty motor neurons were analyzed per animal,
with 4 nTg and 5 HE mice. Background signal was excluded determining a threshold over which
fluorescent intensity was considered as positive in relation to negative controls using the ImagelJ

software.

A plugin on Imagel software was used allowing the calibration of pixel size, the selection of positive

cells in ROI manager and the counting of specific binary particles for each tranduced neuron.

The autophagy flux was assessed by two complementary methods: as described by Castillo et al [27]

as follow:

number of LC3 positive vesicles

autophagy flux =

number of autophagosomes

And by using the formula used by Elrick et al [28]:
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number of autolysosomes

autophagy flux =

number of LC positive vesicles’

Electron Microscopy

Mice were deeply anesthetized with a solution of ketamine (100mg/kg body mass)-xylazine (10mg/kg
body mass) injected intraperitoneally, and perfused with paraformaldehyde 2.5%, glutaraldehyde
2.5%, calcium chloride 50mM in cacodylate sodium 0.1M, pH 7.4. Frontal cortex and lumbar spinal
cord were then micro-dissected and post-fixed in 1% osmium tetroxide in 0.1 m cacodylate buffer for
1 h at 4°C. Following steps were performed at the imagery center of IGBMC (Illkirch, France).
Briefly, samples were dehydrated through graded ethanol (50, 70, 90 and 100%) and propylene oxide
for 30 min each and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were cut at 70 nm, contrast strained
with uranyl acetate and lead citrate and examined at 70 kv using a Morgagni 268D electron

microscope. Images were captured digitally using a Mega View III camera (Soft Imaging System).

Histology

Mice were deeply anesthetized with a solution of sodium pentobarbital (120mg/kg body mass) and
perfused transcardiacally with 4% ice-cold paraformaldehyde in phosphate buffer 0.1M pH 7.4.

Tissues were post-fixed in the same fixative solution for 24 hours and kept at 4 °C in PBS until use.

Forty micrometers-thick sections of brain and spinal cord were performed using a Leica VT1000S
vibratome. Free-floating sections were pre-treated 30 minutes in citrate buffer 0.1M pH6.0 at 80°C
and incubated 1 hour in blocking solution containing 0.3% triton-X100, 8% donkey serum and 0.3%
BSA in PBS. Sections were incubated overnight at 4°C with selected primary antibodies diluted at the
indicated concentration in the blocking solution. The following antibodies were used: anti-cathepsin D
(Abcam, ab75852, 1/200), anti-choline acetyl transferase (ChAT, AB144P, Millipore, 1/50), anti-mu
crystallin (Abcam, ab54669, 1/100), anti-P62 (Progen, GP-62C, 1/200), anti-ubiquitin (MAB1510,
Millipore, 1/200). After three washes in PBS, sections were incubated 2 hours at room temperature
with the appropriate donkey secondary antibody coupled to Alexa 488, Alexa 594 or Alexa 647
(Jackson Immunoresearch, 1/1000). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (Sigma; 1pg/ml). After 3
washes sections were mounted in Aqua/Poly-Mount (18606; Polysciences) medium on superfrost
slides. Single-layer images (0.5um optical section) were acquired using a laser-scanning microscope
(confocal Leica SP5 Leica Microsystems CMS GmbH) equipped with 63X oil objective (NA1.4).
Excitation wavelengths were sequentially diode 405nm, argon laser 488nm, diode 561nm, and helium
neon laser 633nm. Emission bandwidths are 410-450nm for Hoechst 33342, 500-540nm for Alexa488,
570-630nm for Alexa594, and 650-710nm for Alexa 647.
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To measure the size of cathepsin D-positive vesicles, a single image centered on the middle of the
nucleus was performed for each motor neuron. Twenty motor neurons were analyzed per mice with 4

mice per genotype at 6, 12 and 24 months of age.

Quantification of cathepsin D-positive vesicles was performed on the Imagel 1.48v software. Plugin
was used for each image as follow: calibration of pixel size, selection of positive cells in ROI

manager, analysis and counting of specific binary particles of each cell.

Biochemical analysis

For biochemistry, mice were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (120mg/kg body mass IP)

and killed by decapitation. Tissues were carefully dissected and stored at —80°C 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) 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)
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 on lumbar spinal cord of homozygous mice and their control
littermates by the GenomEast platform (Illkirch, France). 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 [29] and bowtie2
v2.1.0 aligner [30]. Quantification of gene expression was performed using HTSeq v0.6.1 [31] using
gene annotations from Ensembl release 81. Normalization and differential gene expression analysis

were performed using R and DESeq2 v1.6.3 Bioconductor library [32].

Pathway analysis

Gene enrichment analysis was performed by using Gene Ontology and Consensus Pathway Data Base.

For theses analyses, genes were selected using the following thresholds: adjusted p-value < 0.05 and
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[log2 fold change| > log2(1.5). Log2 fold changes were estimated using the method proposed by Love
et al. [32] and implemented in DESeq2 1.6.3.

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.

Western blot analysis

Protein extraction was performed as follow. Frozen brain tissues were dissociated in PBS without
Ca2+ or Mg2+ (10% W/V) with protease inhibitors cocktail (P8340, Sigma). Samples were
centrifuged at 1000 rpm for 10min at 4°C. Supernatants were recovered and an equal volume of PBS
containing 2% laurylsarcosine and benzonase (50 units/ml) was added and gently mix 30min at 37°C
before ultracentrifugation 45min, 100000g at 4°C. Supernatants containing soluble proteins were
collected and pellets were washed in PBS containing 1% laurylsarcosine. Samples were centrifuged
30min, 100000g at 4°C. Pellets were resuspended in 450pl PBS containing 4% SDS. Protein
quantification was performed using BCA Assay Reagent Kit (UP95424 Uptima). Equal amounts of
soluble and insoluble proteins were denaturized by boiling in Laemmli Buffer (S3401, Sigma),
resolved by Criterion TGX Stain Free precast gel electrophoresis gradient 4-20% (5678094, Bio-Rad)
and transferred to a 0.45 um nitrocellulose membrane using a semi-dry transblot turbo transfer system
(Bio-Rad). After using 10% BSA in PBS as blocker during 1h, membranes were probed overnight
with primary antibodies against cathepsin D (Abcam, ab75852, 1/1000), P62 (ab56416, 1/1000),
ubiquitin (MAB1510, Millipore, 1/1000) or HA-tag (Cell signaling, 3724, 1/1000). After 3 washes
with PBS containing 0.1% tritonX100, specific HRP-coupled secondary antibodies were incubated
during 1h (P.A.R.LS, anti-rabbit HRP # BI2407, anti- mouse HRP # BI2413C, 1/5000).
Chemiluminescence was used to detect specific proteins bands with ECL Lumina Forte (Millipore)
and a chemiluminescence detector (Chemidoc, Bio-Rad). Band intensity values were normalized by

total protein load using stain free coloration.
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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 <0.05 were considered significant.

Results

CHMP2B™"5 peuronal expression leads to the deregulation of lysosomal-related genes at

presymptomatic stage.

The transcriptomic analysis of lumbar spinal cord showed that lysosome-associated genes were
significantly over-expressed in HO CHMP2B"™" mice compared to nTg littermates at 1.5 months of
age (adjusted p-value=0.00381). Principal component analysis and heatmap generated from these data
showed a genotype-related clustering (Figure 1A-B). Among the 123 genes associated with the
lysosomal function according to Consensus Pathway Data Base, 21 were deregulated in HO compared
to nTg mice and 8§ presented with a [log2 fold change| higher than log2(1.5) (Figure 1C). Three
cathepsins (CtsD, CtsS, CtsZ) encoding cysteine proteases involved in proteolysis, two surface
markers (Cd68 and Laptm5), one enzyme responsible of the conversion of ganglioside 2 into
ganglioside 3 (Hexb) and a metal ion transporter (Slc//41) were up-regulated, and an enzyme

involved in the targeting of acid hydrolases toward the lysosome (Gnptab) was down-regulated.

Neurons expressing CHMP2B"""> mutant display early and progressive accumulation of

large autolysosomes containing aggregates.

To determine whether the change in transcriptomic profile impact on autophagy, we studied the
ultrastructure of upper and lower motor neurons by electron microscopy on eighteen months-old HE
and nTg littermate mice corresponding to the symptomatic stage. At this stage, HE mice showed a
decrease of weight and muscle strength compared to nTg mice (Figure S1) and motor neurons
expressing CHMP2B™™°% showed an accumulation of large electron-dense structures and
multivesicular bodies. However, neither the size, nor the number of autophagosomes characterized by
the presence of a double membrane that engulf cytosolic components seemed modified (Figure 2). The

same alterations were observed in neurons from frontal cortex expressing CHMP2B2""*" (Figure S2).

To determine the nature of these large electron-dense structures, we performed a double
immunolabeling on lumbar spinal cord to detect cathepsin D, a protease found in lysosomes and
autolysosomes, and choline acetyltransferase (ChAT), a marker of lower motor neurons (figure 3A).
This study was performed at three stages of the disease: presymptomatic (6 months of age), onset (12
months of age) and end stage (24 months of age). In nTg mice, cathepsin D staining appeared as small

dots distributed within the cytoplasm of ChAT positive neurons. This pattern of staining was constant
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across the three ages studied. In contrast, in HE and HO mice, although still punctiform, the cathepsin
D labelling was more heterogenous with an apparent increased size of the labelled structures. This
increase of size was more pronounced in HO mice when compared to HE mice and seemed amplified
as disease progressed. Similar observation was done in layer V cortical neurons positive for mu-
crystalin (Figure S3). To ascertain our observations, we then measured and quantified these cathepsin
D positive (CathD") structures. Labelled vesicles were categorized in three groups: small vesicles
(<1um?), medium vesicles (<2um?) or large vesicles (>2um?). As shown in figure 3B at 6 and 12
months of age, the percentage of CathD" vesicles of medium and large size were significantly
increased in transgenic mice compared to nTg mice. This effect was more pronounced at 12 months of
age when compared to 6 months of age. Simultaneously the percentage of small size CathD" vesicles
was decreased in transgenic mice. At 24 months of age, the increase of large CathD" structure was not
significant due to an increased percentage of large size vesicles in nTg littermates. To complete this
analysis, quantification of CathD" structures was also performed on cortical layer V neurons identified

with mu crystallin staining and similar results were obtained (Figure S3).

To distinguish primary lysosome from autolysosomes that both are CathD", we used P62 and ubiquitin
as markers of autolysosomes and performed a triple immunostaining using antibodies directed against
ubiquitin, P62 and cathepsin D. Using this approach, we showed that P62" and ubiquitin® dots
colocalized with large cathD" structures. In contrast, small cathD" structures were devoided of other
staining (Figure 4A). We then determined whether these large P62" and ubiquitin® structures were of
soluble or insoluble nature. In soluble fraction of HE brain protein extracts, ubiquitin was decreased,
P62 tended to increase and cathepsin D was not modified compared to nTg mice (Figure 4C). In
contrast, in insoluble fractions, these three markers were increased in HE brain compared to nTg brain
(Figure 4D). Of note, CHMP2B""™" mutant protein was also found in the insoluble fraction as shown

by the presence of HA-tag signal (Figure S4).
CHMP2B™"S mutant represses autophagy.

We then investigated the expression of genes directly involved at different steps of autophagy. At 6
months of age beclin, Atgl2, Ulkl and Hsc70 mRNA levels were significantly decreased, while Lc3b
levels were increased and P62 levels were unchanged in HO mice compared to age-matched nTg
mice. Similar results were found in HE mice at 24 months except for P62 whose expression level was
increased compared to nTg mice (Figure 5). In cortex at 6 months of age, Ulkl mRNA levels were
decreased in HO mice compared to control while expression of the other genes was unchanged. In HE
mice, gene expression was comparable to control at 6 and 12 months but at 24 months of age beclin,
Atgl2, and Lc3b mRNA levels were significantly decreased, with a trend to decrease for Ulkl
(p=0.075) and a trend to increase for P62 mRNA levels (p=0.053)(Figure S4).
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We then, investigated the efficacy of autophagy by measuring the autophagy flux. To this aim,
AAV2.2 encoding LC3-mCherry fusion protein was used to target and label autophagosomes and
autolysosomes in the lumbar spinal cord of HE and nTg mice aged of 6 months. Fifthteen days post-
infection, spinal cords were collected and lysosomes and autolysosomes were labelled with an
antibody directed against cathepsin D. After detection, autophagosomes (LC3"/Cath D) were labelled
in red, lysosomes (LC37/Cath D") were labelled in green and autolysosomes (LC3*/Cath D) appeared
yellow (Figure 6A, B). Autophagy flux was evaluated by calculating the ratio between the number of
autophagosomes and the number of LC3 positives vesicles, and the ratio between the number of
autolysosomes and the number of LC3 positives vesicles. As shown in figure 6B, HE mice did not
present a perturbation of autophagy flux. However, the total number of labeled autophagy-related
vesicles per motor neuron was decreased in HE mice when compared to nTg mice (Figure 6C).
Moreover the proportion of large autolysosomes was increased in HE mice compared to nTg while the

distribution of autophagosomes size was similar between genotypes (Figure 6D).

CHMP2B™ron5 qnd SOD1%%R; different alterations for different pathological mechanisms.

We then determine whether the alterations of lysosomal pathway identified in this study were specific
to CHMP2B!"™" mutant or common to other ALS-linked mutation. In the spinal cords of SOD1%%R
mice and their nTg littermates we first measured the mRNA levels of the 8 lysosome-associated genes
found deregulated in our transcriptomic analysis. At asymptomatic stage Laptm5 mRNA level was
increased in SOD1%R mice compared to nTg mice, Hexb and Slcllal mRNA levels were decreased
and expression of the other genes tested was unchanged. At the same stage in CHMP2B™™° mice,
mRNA fold change of Cd68, Ctsd, Ctss, Ctsz, Hexb, Laptm5 and Slcllal were increased and Gnptab
mRNA levels were decreased when compared to nTg mice (Figure 7A). In contrast, at end stage in
SODI1%R mice, mRNA levels of Cd68, Ctsd, Ctss, Ctsz, Hexb, Laptm5 and Slcllal were up-
regulated and Gnptab mRNA levels were comparable to nTg mice. At the same stage, in
CHMP2B™ model, Cd68, Ctsd, Ctsz, Laptm5 and Slcllal were over-expressed while Gnptab
expression was decreased (Figure 7B). Therefore at end stage, 5 out of the 8 studied genes were

commonly deregulated in both models.

We then investigated the distribution of CathD" positive vesicles in spinal cord of SOD1%R mice at
end stage. As shown in figure 7C, the pattern of CathD immunostaining was comparable between

genotypes.

Discussion

Autophagy, a cellular process leading to the degradation of organelles and cytosolic protein

aggregates, is one of the most studied processes in neurodegenerative diseases. Indeed, a common
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characteristic of the neurodegenerative diseases is the presence of protein aggregates in the soma of
neurons possibly due to alterations of autophagy. Functions of wild-type CHMP2B are mainly related
to its involvement in membrane fission thus participating to the endolysosomal and autophagy
pathways. However, mechanisms by which CHMP2B mutants and CHMP2B!™™" in particular will
lead to autophagy dysfunction are not clearly understood. In this study performed in a mouse model
expressing CHMP2B™"*™ and developing an ALS-FTD phenotype, we showed for the first time that at
early stage of the disease, prior motor symptoms, expression of genes involved in lysosome functions
(enzymes, membrane transporters) were up regulated suggesting an increase of the lysosomal activity.

B expressed in mouse leads to

Previous studies including our have shown that CHMP2
accumulation of P62 and ubiquitin inclusions early in the course of the disease [26, 33]. These types
of inclusions are also found in neurons from patients [17]. In this study we show that these P62 and
ubiquitin inclusions colocalize with large cathepsin D positive structures corresponding to
autolysosomes and that these autolysosomes accumulated in motor neurons as motor symptoms
progress. However, we did not observe any perturbation of autophagy flux showing that fusion
between autophagosome and autolysosome is not altered by the expression of CHMP2B™ " mutant in
our conditions. Our results seem in contradiction with results obtained in vitro by other groups whose
suggested that CHMP2B"™"*" expression alters the fusion between autophagosomes and lysosomes
[22, 24, 34]. However, this discrepancy can be due to the type of quantification performed. Indeed
these studies were only based on the accumulation of LC3 positive vesicles that could be either
autophagosomes or autolysosomes and not by measuring the autophagic flux. This could possibly lead
to a misinterpretation of the results. Our results also indicate that, in CHMP2B!"™" mice, protein
inclusions are taken over by the autophagy machinery to be imported into the autolysosomes. This
accumulation of large autolysosomes could be the consequence of an increase of pathological
inclusions formation associated with an inability of the lysosomal enzymes to eliminate these large
inclusions. This hypothesis is supported by the presence of cathepsin D in the insoluble fraction
corresponding to protein aggregates in which cathepsin D will be inactive. Interestingly we also
noticed a progressive decreased expression of genes involved in early steps of the autophagy process
(beclinl, Ulkl, Atgl2, Hsc70) and a global decreased number of autophagy-related vesicles
(autophagosome, lysosomes, autolysosomes) in neurons of transgenic mice. These two results tend to
indicate a repression of autophagy. This repression could be a consequence of the inability of

lysosome to degrade soluble or insoluble proteins.

In addition, among the 8 deregulated genes associated to the lysosome, the only repressed gene is
Gnptab. This gene encoded the o and B subunits of the N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase.
This enzyme is fundamental for addressing the enzymes to the lysosome by addition of mannose-6-
phosphate markers on the enzymes [35] (Fig 8A). Gnptab mutations are responsible for mucolipidosis

II/111, a systemic disease affecting the cognition and the development, which leads to death before the
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end of childhood [36]. Post-mortem analysis of tissue from mucolipidosis patients carrying a loss of
function mutation in the GNPTAB gene showed an accumulation of large lysosomes in neurons and
glial cells [37]. In addition, transgenic mice expressing the same mutant exhibit an accumulation of
large lysosomes associated with weight loss, decrease of muscle strength, gait alteration and induction
of inflammation markers as shown in CHMP2B"™" mouse models [38, 39]. In fibroblasts of
mucolipidosis patients activity of N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase represents only 10 to
20 percent of controls [40]. In spinal cords of CHMP2B"™"% mice Gnptab expression is decreased by
40% at asymptomatic stage and 30% at end stage compared to controls. As in mucolipidosis II or III,
neurons from CHMP2B™" mice present an increase of poly-ubiquitin and P62 proteins, defective
autolysosome degradation and no alteration of autophagosome formation, in contrast to other
lysosomal storage diseases [41]. Nevertheless, the decrease of autophagosome and lysosome number
could be explained by the repression of autophagy process. Moreover lysosomes and autophagosomes
in transgenic neurons trend to fuse with each other to form a very large structure, leading to a decrease
of the number of vesicles without any decrease of quantity of LC3 or P62 proteins. In addition,
conversely to mucolipidosis II/III cases, the degradation by lysosomal acid hydrolases is not
completely blocked but markedly diminished in CHMP2B™™"S mice. Therefore, this decrease of
Gnptab expression could lead to an impairment of acidic hydrolases targeting and a decrease of
lysosome degradation capacity (Figure 8B). This hypothesis is highly supported by the results
obtained in the SOD1%R model. Indeed, SOD19%R transgenic mice present with a late induction of all
lysosome-related gene tested (Fig 7B) except Gnptab whose expression is unchanged. Moreover, in
contrast to CHMP2B!"™" expressing neurons, SOD1%R neurons do not present with accumulation of
autolysosomes. Therefore, the role of GNPTAB could be of prime importance in the lysosomal storage

disorder observed CHMP2B"™ patients.

Perturbations of autophagy process are described in ALS and FTD. These perturbations can be
separated in two classes: mutations leading to a decrease of autophagy process like with FUS or
TDP43 [42, 43] and other mutations associated with a blockade of autophagy process like CHMP2B,
PGRN or SODI [44-46]. In the first class of genes, a stimulation of autophagy is sufficient to increase
the clearance of protein aggregates [47-50]. However, in the second class of genes, a direct induction
of autophagy process seems inefficient if no deleterious [46]. Therefore, the exact mechanisms leading

to neurodegeneration remain to be elucidating.

Finally, in ALS and FTD diseases, CHMP2B present a particular profile. Firstly, among different
classes of protein inclusions found in FTD, CHMP2B is the only gene responsible to the formation of
UPS (ubiquitin proteasome system) aggregates, containing at least P62 and ubiquitin proteins. The
other mutated genes lead to the formation of TDP43, TAU or FUS positives aggregates [12].
Moreover, in most ALS or FTD cases, autophagy perturbations are limited to a decrease of process

intensity [42, 51] or an increase of material to degrade (e.g SOD1 aggregates). However, in CHMP2B
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mutants, as in PGRN mutants, autophagy process is blocked in final step and autolysosome becomes

garbage that cannot be eliminated [52]. Finally, in CHMP2B mutant, autophagy alterations appear

very early and could be a direct cause of motoneurons and frontotemporal degenerations.

Understanding more precisely how these alterations lead to neurodegeneration will help to develop

new therapeutic strategies to treat this incurable disease linked with CHMP2B mutants.
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Figure 1: Lysosome-related genes are deregulated in CHMP2B™"" transgenic mice.

A. Principal component analysis performed on lumbar spinal cord of homozygous (HO) mice
compared to non transgenic (nTg) littermates at asymptomatic stage (45 days) with lysosome-related

genes showing a transcriptomic signature dependent of the genotype.

B. Heatmap and hierachical clustering analysis profiles of HO and nTg mice at asymptomatic stage

with genes associated with lysosomes highlight a genotype-related clustering.
C. Table presenting the 8 most deregulated genes associated with the lysosome.
Wald test adjusting for multiple tests. nTg: n=6 , HO: n=5.
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Figure 2: Abnormal accumulation of multivesicular bodies and electron-dense structures in
CHMP2B™™" motor neurons.

Lower motoneurons expressing CHMP2B™*" present with an accumulation of multivesicular bodies
(yellow arrows) and electron-dense structures (surrounded in yellow) compared to non transgenic
(nTg) mice at 18 months of age. However, density and size of autophagosomes are comparable
between heterozygous (HE) and nTg mice (yellow asterisks). Scale bar: left= Sum; center=1pum;
right=2pm. N=nucleus.
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Figure 3: CHMP2B e mutant expression leads to an increase of large cathepsinD positive vesicles
proportion from early stage.

A. Double immunolabelling with antibody against ChAT (Red) and cathepsin D (green) at 6 (top), 12
(middle) and 24 months of age (bottom).

B. Quantifications of the size of lysosome/autolysosome positive vesicles (small, medium or large) at
6 (top), 12 (middle) and 24 months of age (bottom). Grahps represent mean + SEM. * p <0.05, ** p <
0.01, **** p < 0.0001, Two way ANOVA followed by uncorrected Fischer’s LSD or t test. n=4 per
genotype.
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Figure 4: CHMP2B!"™ mice present with a precocious accumulation of autolysosomes containing
insoluble aggregates

A. Immunostaining in lower motor neurons of 12 months-old heterozygous (HE) mice with cathepsin
D (red), P62 (green) and ubiquitin (cyan) antibodies. Nuclei were labelled with Hoescht. Scale bar:
10um.

B. Representative Western blot showing ubiquitin, P62, cathepsin D and loaded proteins in soluble or
insoluble fraction from brain extracts of 12 months-old HE and non transgenic (nTg) mice.
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C. Quantification by densitometry of ubiquitin, P62 and cathepsin D from soluble and insoluble
fractions. Graphs represent mean fold change= SEM . * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, t test. n=4
per genotype.
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Figure 5: CHMP2B mice present with a late repression of autophagy process.
Quantification of autophagy-related genes mRNA levels in lumbar spinal cord of non
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transgenic

(nTg), heterozygous (HE) and homozygous (HO) mice at 6, 12 and 24 months of age. Graphs
represent mean fold change+x SEM. *p< 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001, one way ANOVA

followed by uncorrected Fisher’s LSD or t test. n=6-7 per genotype.
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Figure 6: CHMP2B™"" expression induces a repression of autophagy structures formation without
affecting the autophagy flux.

A. Experimental design of autophagy flux study. AAV2.2 encoding LC3-mCherry protein was
injected in lumbar spinal cord of non transgenic (nTg) and transgenic (HE) at 6 months of age. 15 days
after injection, lumbar spinal cords were collected and lysosomes were labelled with an antibody anti-
cathepsin D.

B. HE and nTg lower motoneurons transducted by AAV2.2 and labelled with anti-cathepsin D
antibody and quantifications of autophagy flux. Scale bar=20pm.

C. Quantification of number of autophagosomes (red), lysosomes (green) or autolysosomes (yellow)
per motoneuron.

D. Distribution of autophagosomes (up) or autolysosome (bottom) in function of their size.

Graphs represent mean = SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, **** p <0.0001, t test. nTg: n=4, HE: n=5.
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Figure 7: SOD1%%R mutant triggers late perturbation of lysosome-related genes expression.

A-B. Quantification of lysosome-related genes mRNA levels in spinal cord in SOD1%¥R by qPCR and
comparison with RNA-seq of CHMP2B"™" mijce line at asymptomatic (A) and end stages (B).

C. Double immunolabelling with antibodies against ChAT (Red) and cathepsin D (green) at end stage
(105 days) in SOD19%R mice line. Scale bar: 10um.

Graphs represent mean fold change+ SEM for SOD1%R mice line and fold change for CHMP2Bon5
mice line. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, t test (SOD1%R mice line) or Wald
test adjusting for multiple tests (CHMP2B™°% mice line). SOD19%R : n=5-7 per genotype,
CHMP2B": n= 5-6 per genotype. #: p < 0.05 between homozygous (HO) and non-transgenic (nTg)
mice in RNAseq statistical analysis.
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Plasmic membrane Plasmic membrane
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/L Mannose-6-phosphate receptor
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Figure 8: Hypothetic role of down expression of GNPTAB in the lysosomal storage disorders observed

intron.

in CHMP2B™"" patients

A. In physiological conditions, acid hydrolases interact with mannose-6-phosphate receptor (M6PR) in
Golgi apparatus after the adding of M6P by GNPTAB enzyme (1). Acid hydrolases are directed by
vesicle trafficking in late endosome where acidic pH destabilizes the liaison between acid hydrolase
and M6PR (2). M6PR are recycled by retrograde trafficking toward Golgi apparatus (3). Late
endosome fuses with lysosome to form endolysosome (4). Proteins, nucleic acids and lipids are
degraded and their components are released in cytosol by carriers. Finally, a part of endolysosome
buds to reform lysosome and another part fuses with plasmic membrane and its content is released in
the extracellular space (5).

intron5

B. In neurons expressing the CHMP2B mutant, we observed a decrease of Gnptab expression.
This deregulation could trigger a decrease of acid hydrolase amount directed towards the late
endosome and the endolysosome. The consequence would be an accumulation of undegraded
lysosomal material and an accumulation of endolysosomes or autolysosomes.
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Supplemental figure 1: Heterozygous (HE) mice exhibit a loss of weight (left) and strength (right) at
18 months of age compared to littermates non transgenic (nTg) mice.
Graphs represent mean = SEM. * p <0.05, **** p < 0.0001, t test. nTg: n=4 HE: n=6.
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Supplemental figure 2: Neurons of frontal cortex expressing the mutant CHMP2B™" contain large
electron-dense structures and multivesicular bodies.

Frontal cortex neurons expressing CHMP2B™ " present with an accumulation of multivesicular
bodies (yellow arrows) and electron-dense structures (surrounded in yellow) compared to control mice
at 18 months of age. However, number and size of autophagosomes (yellow asterisks) are unchanged
between nTg and HE mice. Scale bar: left= 5um; right=2um. nTg: non transgenic mice, HE:
heterozygous mice.
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Supplemental figure 3: Transgenic mice exhibit a precocious and progressive accumulation of large
lysosomes proportion in frontal cortex neurons from early stage.

A. Double immunolabelling with antibodies against CRYM (Red) and cathepsin D (green) at 6 (top),
12 (middle) and 24 months of age (bottom).

B. Quantifications of the size of lysosome positive vesicles (small, medium or large) at 6 (top), 12
(middle) and 24 months of age (bottom). Graphs represent mean + SEM, *** p < 0.001, **** p <
0.0001, Two way ANOVA followed by uncorrected Fischer’s LSD or t test. n=4 per genotype.
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Supplemental figure 4: CHMP2B™'" mutant forms insoluble aggregates.
Representative western blot showing CHMP2B™™" mutant and loaded proteins in soluble or insoluble

fraction from brain extracts.
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Supplemental figure 5: Repression of genes involved in autophagy initiation in cerebral cortex of
CHMP2B"™™ mice.
Quantification of autophagy-related genes mRNA levels in cerebral cortex of non-transgenic (nTg),
heterozygous (HE) and homozygous (HO) mice at 6, 12, 24 months of age. Graphs represent mean
fold change+SEM. *p < 0.05, one way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD or t test. n=6-7

per genotype.
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Gene Forward Reverse
18s TCTGATAAATGCACGCATCC GCCATGCATGTCTAAGTACGC
Atgl?2 CAGCACCGAAATGTCTCTGA CCCAGACCAAGAAGTTGGAA
beclinl GCCTCTGAAACTGGACACGA TAGCCTCTTCCTCCTGGGTC
Cd68 GACCGCTTATAGCCCAAGGA TCATCGTGAAGGATGGCAGG
Ctsd AATCCCTCTGCGCAAGTTCA GGGCCTTTGAGGATCAGGTC
Ctss GATGGCTGTTTTGGATGCCC TCCCAATGGTAGTCCAGGGT
Ctsz GACCAGGCCGTTATCAACCA TTCGCCCCATGAATTTCGGA
Gnptab AAGATTGGCCCAGCCTACAC TTTCTGGGGGAACGATCAGC
Hexb GGACTTCAGCATCGACCACA GTAATATCGCCGAAACGCCTC
Hsc70 TCTCGGCACCACCTACTCC CCCGATCAGACGTTTGGC
Laptm5 GGACAGCAGCTCCAAGATGT GGAGTCTTAGGGGGCAGAGA
Lc3b TGACCCAGCTTAAGCGACTG AACCACATCCTAAGGCCAGC
P62 AGAAACCCATGGACAGCATC GCTCAGGAGGAGACGATGAC
Pol2 GCTGGGAGACATAGCACCA TTACTCCCCTGCATGGTCTC
Silcllal GAAGGGGACAGATTGAGGAGC |GGGGGCTCTTGTCACTAATCAT
Thp CAGCCAAGATTCACGGTAGAT |CCAATGACTCCTATGACCCCTA

Ulkl

TACACACCTTCTCCCCAAGTG

Supplementary table 1: Primer sequences used for gPCR

GAGGAACCGGGTCGTGG
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ITII.  Publication 3: Dysfonctionnement de la jonction neuromusculaire et
modification du métabolisme musculaire en réponse a I’expression neuronale
du mutant CHMP2B™"" (en préparation)

Les atteintes motrices développées par les patients atteints de SLA sont la résultante d’altérations au
niveau de différents types cellulaires notamment les motoneurones et les cellules gliales au niveau
central et les fibres musculaires au niveau périphérique, qui participent au développement des

symptdmes associés a la SLA comme 1’atrophie musculaire et les troubles de la motricité.

Dans cette étude, nous avons étudié I’impact de 1’expression neuronale de CHMP2B™ ™ sur le

développement de ces caractéristiques pathologiques en se focalisant sur 1’axe neuromusculaire.

Nous avons tout d’abord mis en évidence des troubles progressifs de la motricité et de la posture chez
les souris exprimant le mutant CHMP2B™ " avec une augmentation de 1’écartement des pattes
postérieures et une irrégularit¢ de la démarche. Nous avons ensuite étudié la morphologie des
jonctions neuromusculaires (JNM) par microscopie électronique. Au stade symptomatique, les souris
transgéniques présentent une déstructuration des JNM avec une perte des invaginations post-
synaptiques. Par ailleurs, de larges structures denses aux ¢lectrons sont présentes au niveau de la partie

pré-synaptique des JNM.

Des tests électrophysiologiques nous ont ensuite permis d’étudier la fonctionnalité des JNM
déstructurées. Les résultats ont montré une diminution progressive de I’amplitude maximale de
réponse chez les souris transgéniques lors des stimulations nerveuses répéttées traduisant une
altération du couplage entre les neurotransmetteurs et leurs récepteurs. Des analyses identiques chez
les souris SODI1%¥R ont montrées des altérations différentes. L’amplitude du CMAP apparait plus
faible mais lors de stimulations répétées, aucune diminution de I’amplitude n’est observée, traduisant

des mécanismes pathologiques différents entre les deux mode¢les.

Nous avons ensuite réalisé des analyses histologiques et biochimiques sur des muscles des membres
postérieurs de souris transgéniques afin de déterminer 1’impact de I’expression neuronale de
CHMP2B™" sur le muscle. Contrairement aux patients SLA, les muscles des souris transgéniques ne
présentent pas d’augmentation de la proportion de fibres oxydatives. En revanche, comme dans le
modéle SOD1%R  nos analyses biochimiques ont montré une induction de myosines associées au
métabolisme oxydatif. De plus, les souris transgéniques présentent une atrophie musculaire

progressive au niveau des muscles des membres postérieurs.

B"rond goit suffisante a la mise en

Ainsi, il semblerait que 1’expression neuronale du mutant CHMP2
place des principales caractéristiques présentées par les patients SLA tout en suggérant une
participation d’autres types cellulaires, notamment le muscle dans le développement des symptomes

moteurs liés a la SLA.
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Altération de la jonction neuromusculaire et modification du métabolisme
musculaire en réponse a I’expression neuronale du mutant CHMP2B™""

Waegaert R!, Dirrig-Grosh S!, Goy MA!, Loeffler JP!, René F'.

1 : Universit¢ de Strasbourg, INSERM U1118 Mécanismes centraux et périphériques de la
neurodégénérescence, Strasbourg, France.

Résumé

CHMP2B (charged multivesicular body protein 2b), membre du complexe ESCRT-III
(endosomal sorting complexes required for transport) est une protéine impliquée dans les processus de
déformation membranaire indispensables dans 1’autophagie et 1’endocytose. En 2006, une mutation
dans le gene CHMP2B a ét¢ découverte chez des patients atteints de Sclérose Latérale Amyotrophique
(SLA), maladie neurodégénérative entrainant une paralysie progressive des muscles squelettiques.
Maladie complexe, la SLA est également une maladie dans laquelle plusieurs types cellulaires,
notamment le muscle, pourraient étre a ’origine des symptomes moteurs. Cependant, aucune étude a
ce jour ne s’est intéressée a 1’impact du mutant CHMP2B™ " sur 1’axe neuromusculaire. CHMP2B
étant majoritairement exprimé et traduit au sein du neurone, nous avons voulu déterminer si

B3 était suffisante & la mise en place des altérations de

I’expression neuronale du mutant CHMP2
I’axe neuromusculaire relatives a la SLA.
Les résultats que nous avons obtenus montrent une altération a la fois fonctionnelle et structurale de la
jonction neuromusculaire (JNM) entrainant I’apparition progressive de troubles de la posture et de la
coordination motrice. Le muscle, bien que n’exprimant pas le mutant, présente une atrophie
progressive ainsi qu’une induction de 1I’expression de myosines associées au métabolisme oxydatif.
Ainsi, nos résultats indiquent un impact important du neurone dans le développement de la SLA.
Néanmoins, I’expression du mutant CHMP2B™ " au niveau des neurones ne semble pas suffisante a
I’établissement de I’ensemble des caractéristiques associées a la SLA, suggérant 1’implication

potentielle d’un ou de plusieurs autres types cellulaires, notamment le muscle dans le développement

des symptomes relatifs a la SLA.

Introduction

Le gene CHMP2B code une protéine appartenant au complexe ESCRT-III impliqué dans I’endocytose,
et plus particuliérement dans la formation de corps multivésiculaires par déformation membranaire. En
2006, une mutation dans ce gene a ¢été découverte chez des patients atteints de Sclérose Latérale
Amyotrophique (SLA), une maladie neurodégénérative fatale caractérisée par la perte progressive des
neurones moteurs et des motoneurones. La SLA entraine une paralysie progressive des muscles

squelettiques et aboutit, 2 & 5 ans aprés diagnostic, a I’arrét des fonctions respiratoires.
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La complexité de cette maladie tient a la large hétérogénéité des symptomes et des formes de SLA,
associées a une étiologie faible. En effet, plus de 90% des cas de SLA sont sporadiques [1] pour
seulement 10% de cas familiaux dans lesquels I’origine de la maladie est parfois connue.

Néanmoins, quelle que soit ’origine de la maladie, la SLA se caractérise par des altérations de la
jonction neuromusculaire précédant la mort des motoneurones et une atrophie des muscles
squelettiques.

De plus, la SLA est une maladie dans laquelle plusieurs types cellulaires participent au développement
et a la propagation des symptdmes, notamment les neurones moteurs, les motoneurones, les neurones
sérotoninergiques [2], les cellules gliales [3] et les fibres musculaires [4]. En effet, il a été mis en
évidence dans plusieurs modéles murins de SLA des altérations musculaires comme la formation
d’agrégats protéiques [5] ainsi que I’induction d’un stress oxydatif [6, 7] associé a des
dysfonctionnements mitochondriaux [8].

Cependant, ces altérations musculaires pourraient étre la conséquence d’une altération au niveau des
motoneurones innervant les fibres musculaires aussi bien que de I’expression du mutant au sein méme
du muscle.

Ainsi, a partir d’un modéle murin exprimant le mutant CHMP2B"™"" spécifiquement dans les
neurones, I’objectif de cette étude est de déterminer quelles sont les conséquences de cette expression
neuronale de CHMP2B™"°" sur le phénotype moteur des souris et la fonctionnalité de la JNM. Deux
études ont préalablement montré que 1’expression neuronale de ce mutant entrainait une diminution
progressive de la force musculaire et de I’endurance [9] ainsi qu’une dénervation partielle des muscles
squelettiques [10]. Nous nous proposons ici d’étudier plus en détail la structure de [’axe
neuromusculaire des souris CHMP2B™™™" par microscopie électronique ainsi que la fonctionnalité de
la JNM par électrophysiologie.

Les résultats obtenus montrent que 1’expression neuronale de CHMP2B™"*" entraine I’apparition de
troubles de la posture et de la coordination motrice. A un stade avancé de la pathologie, les souris
transgéniques présentent des altérations de la JNM avec une perte des invaginations post-synaptiques
et une perturbation de la distribution des vésicules synaptiques au niveau pré-synaptique. De plus, des
tests électrophysiologiques ont mis en lumiére des altérations fonctionnelles de la JNM. Enfin, comme
observé chez les patients, les souris transgéniques présentent une induction de I’expression de
myosines associées au métabolisme oxydatif ainsi qu’une atrophie des muscles des membres
postérieurs.

Ainsi, nos résultats suggérent une forte toxicité neuronale de CHMP2B!"™ entrainant des altérations
a la fois neuronales et musculaires. Cependant, I’absence de certaines caractéristiques présentes chez

les patients SLA souléve ’hypothése d’une potentielle toxicité de CHMP2B™™ au niveau musculaire.
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Matériel et Méthodes

L’ensemble des procédures expérimentales ont ¢été réalisées en accord avec les directives
institutionnelles et nationales et approuvées par le comité d’éthique de 1’Université de Strasbourg
(CREMEAS) ainsi que par le ministére de 1’enseignement supérieur et de la recherche sous les
numéros AL/51/58/02/13 APAFIS#9494-2017040316393769 conformément a la réglementation
européenne (Directive 2010/63/EU).

Animaux
Les souris transgéniques surexprimant le mutant humain CHMP2B"™"" sous le contrdle du promoteur

Thy1.2 ont été génotypées comme décrit précédemment [10]. Les souris SOD19%R

ont ¢été génotypées
comme décrit précédemment [11]. Des souris males ont été utilisées pour les analyses biochimiques et
des femelles ont été utilisées pour les analyses histologiques.

Les souris ont été €levées (2-5 par cage) dans ’animalerie de la faculté de médecine de Strasbourg,
dans un environnement thermorégulé (22+1°C) et hygrorégulé, avec une alternance des cycles
lumiére/obscurité de 12h. Les souris avaient acces a I’eau et a la nourriture (croquettes A04 standards)

ad libitum.

Tests comportementaux

Les tests moteurs ont été réalisés sur des souris non transgéniques (nTg) et hétérozygotes (HE) de la
lignée CHMP2B™™15 3 3, 6, 12 et 18 mois, ainsi que sur des souris homozygotes (HO) et leurs
contrdles (Ctr HO) a 3 et 6 mois. Les souris « Ctr HO » correspondent a des souris non transgéniques
de poids et de taille identiques aux souris HO, mais d’age différent. Les résultats obtenus chez les
souris HO ont été comparés a ceux des groupes nTg et Ctr HO. Les altérations de la démarche ont été
évaluées par le systéme d’analyse Catwalk de Noldus. Les souris, placées sur une plaque de verre
tactile, traversent un couloir obscur et chaque empreinte de patte est enregistrée par une caméra. Le
logiciel Catwalk identifie alors chacune de ces empreintes puis évalue plusieurs dizaines de
parametres. L’index de régularité évalue la coordination générale de la souris par estimation du
pourcentage de pas incorrects durant I’ensemble du trajet. Cet index est le pourcentage d’empreintes
appartenant a une foulée [12]. La « base de soutien » est la largeur moyenne entre les deux pattes
antérieures ou les deux pattes postérieures. Le « cycle de travail » correspond au pourcentage moyen
(dans une foulée) durant lequel une patte de 1’animal est en contact avec la passerelle en verre. Le

logiciel calcule un « cycle de travail » pour chaque patte de maniere indépendante.

Microscopie électronique
Aprés la mesure du poids et de la force musculaire par le test d’agrippement (ALGO1, Bioseb France),
les souris sont anesthésiées avec une solution de kétamine (80mg/kg)-xylazine (10mg/kg) administrée

par voie intrapéritonéale. Les souris sont perfusées par voie intracardiaque avec la solution de fixation
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suivante (paraformaldéhyde 2,5%, glutaraldéhyde 2,5%, chlorure de calcium 50mM, cacodylate
sodique 0,1M, pH 7,4). Les muscle long extenseur des orteils (extensor digitorum longus muscle,
EDL) sont ensuite prélevés et post-fixés avec la solution de fixation suivante (tampon de cacodylate
0,1M, tétroxyde d’osmium 1%) pendant 1 heure a 4°C et a I’obscurité. Les étapes suivantes ont été
réalisées au centre d’imagerie de 'IGBMC (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et
Cellulaire, Illkirch, France). Les tissus sont ensuite déshydratés par des bains croissants et successifs
d’alcool (50%, 70%, 90%, 100%) puis avec une solution d’oxyde de propyléne. Les tissus sont
incubés a 4°C durant 6 heures dans une solution d’oxyde de propyléne et d’épon (ratio 1 :1) puis dans
une solution d’épon. L’inclusion est réalisée dans une solution d’épon a 60°C durant 2 jours. Des
sections de 70 nanométres d’EDL sont obtenues a 1’aide d’un ultramicrotome. Enfin, 1’étape de
contraste est réalisée avec des solutions d’acétate d’uranyle et de plomb avant 1’observation des

coupes sous un microscope électronique a transmission.

Histologie et immunohistochimie

Les souris sont profondément anesthésiées avec une solution de pentobarbital sodique (120Mmg/kg)
injectée par voie intrapéritonéale.

Pour les expériences d’immunofluorescence, les souris sont perfusées par voie intracardiaque avec une
solution de paraformaldéhyde a 4%, pH 7,4. Les muscles sont post-fixés dans une solution identique
toute la nuit puis placés a 4°C dans un tampon phosphate salin (PBS) contenant 0,02% de thimérosal
jusqu’a utilisation. Les muscles sont pesés et les fibres d’EDL sont ensuite séparées sous loupe
binoculaire. Les fibres sont pré-traitées 30 minutes dans une solution de saturation contenant 0,3% de
triton X-100, 8% de sérum de cheval et 0,3% de sérum albumine bovin. Les fibres sont ensuite
incubées toute la nuit a 4°C en présence d’anticorps dirigés contre la synaptophysine (développé par
Eurogentec chez le lapin a partir du peptide suivant : H-CAP PGA PEK QPA PGDA-NH2, 1/50).
Apres trois lavages au PBS, les fibres sont incubées deux heures en présence de 1’anticorps secondaire
(immunoglobulines d’ane-anti-IgG de lapin couplées a 1’ Alexa 488, Jackson immunoresearch, 1/1000)
et de I’alpha-bungarotoxine conjuguée a la rhodamine (aBGT 1pg/uL Sigma, 1/1000). Les noyaux
sont marqués avec du Hoeschst 33342 (1 pug/ml; Sigma). Les fibres sont ensuite montées en milieu
aqueux dans I’aquapolymount (18606, Polysciences) sur des lames superfrost. Enfin, les images sont
acquises séquentiellement sur un microscope confocal (confocal Leica SP5 Leica Microsystems CMS
GmbH) équipé d’un objectif 63X a huile (NA 1.4). Les longueurs d’ondes d’excitation sont les
suivantes : diode 405nm, argon 488nm, diode 561 nm. Les longueurs d’ondes d’émission sont 410-
450nm pour le Hoechst 33342, 500-540nm pour I’ Alexa488, 570-630nm pour la rhodamine.

Pour les marquages enzymatiques, des échantillons de TA non fixés sont inclus dans de I’OCT et
congelés immédiatement dans 1’isopentane a -40°C. Des coupes de 14um sont réalisées au cryostat.

Les coupes sont fixées dans une solution d’acétone 15 minutes a 4°C puis séchées 30 minutes a 1’air.
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Pour le marquage de la succinate déshydrogénase (SDH), les coupes sont placées 2 heures a 37°C dans
une solution composée de 1% de succinate de sodium dibasique, 0,2% de nitrobleu de tétrazolium
complété avec 0,0025% de phénazine méthosulphate. Les coupes sont rincées a [’eau puis montées
avec du milieu aquapolymount.

Pour le marquage de la cytochrome oxydase (COX), les coupes sont placées 1 heure a température
ambiante avec une solution contenant 0,1% de cytochrome C, 7,5% de sucrose, 0,004% de catalase et
0,05% de 3,3’-diaminobenzidine. Les coupes sont rincées a 1’eau puis déshydratées dans des bains
croissants d’alcool suivi d’une déshydratation finale au xyléne. Enfin, les coupes sont montées dans

I’histokit.

Le comptage des fibres musculaires est réalisé manuellement a I’aide du logiciel imageJ sur la totalité
des fibres de 2 coupes de TA par animal. Pour le marquage COX, nous avons respectivement utilisé 3
et 6 souris non transgéniques a 12 et 24 mois et 6 et 8 souris HE a 12 et 24 mois. Pour le marquage

SDH, entre 6 et 7 animaux ont ét¢ utilisés par génotype et par age.

Analyses électrophysiologiques

Les souris sont anesthésiées avec une solution de kétamine (80mg/kg)-xylazine (10mg/kg) injectée par
voie intrapéritonéale et placées sur un tapis chauffant durant toute I’expérience. L’activité électrique
spontanée du muscle gastrocnémien est évaluée par électromyogramme (EMG). La vitesse de
conduction nerveuse est ensuite mesurée au niveau de la queue des souris. Enfin, un test de stimulation
nerveuse répétée (SNR) est réalisé au niveau du nerf sciatique. 10 stimulations successives sont
effectuées a 4 fréquences différentes : 3, 10, 20 et 50 Hz. Pour chaque fréquence, 3 trains de 10
stimulations sont réalisées avec 15 secondes de repos entre chaque train. Avant chaque changement de
fréquence, 2 minutes et demie de repos sont laissées a la souris. Pour chaque fréquence, deux

pourcentages de décrément sont calculés avec 1’équation suivante :

Amplitude de la premiére stimulation—Amplitude de la Xiéme stimulation

% de décrément = ( )X 100

Amplitude de la premiére stimulation

Ce pourcentage a été calculé a la 5¢ stimulation et a la 10° stimulation.

Analyses biochimiques
Les souris anesthésiées sont mises a mort par décapitation et les tissus sont collectés et aussitdt placés

a -80°C jusqu’a utilisation.

Extraction d’ARN et PCR en temps réel

L’ARN total est extrait selon le protocole suivant. Chaque échantillon congelé est placé dans un tube
contenant une bille de métal de Smm de diamétre. Sur glace, 1mL de trizol (Invitrogen, Groningen,
The Netherlands) est ajouté et 1’homogénéisation est réalisée a 1’aide d’un tissuelyser (Qiagen)
pendant 3 minutes a une fréquence de 30Hz. L’ARN est extrait par une technique de

chloroforme/isopropanol/éthanol et stocké a -80°C jusqu’a son utilisation. Un microgramme d’ARN
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total est utilis¢ pour synthétiser I’ADNc en utilisant la transcriptase inverse Iscript (iscriptTM Reverse
Transcription Supermix for RT-qPCR, Bio-Rad) comme spécifié par le fournisseur. L’expression
génique est ensuite mesurée par I’utilisation de SYBR green (SsoAvanced™ Universal SYBR Green
Supermix, Bio-Rad) selon les instructions du fournisseur sur un thermocycleur. La PCR est réalis¢e
dans les conditions suivantes : dénaturation de 30 secondes a 95 °C suivie par 40 cycles de 4 secondes
a 95 °C et 4 secondes a 60 °C. Les séquences des amorces utilisées sont disponibles dans la table S1 du
matériel supplémentaire. La standardisation est réalisée en utilisant 3 génes standards : H1h2bc, H2ac

et Thp et le logiciel Genorm v3.5.

Analyses statistiques
Les données sont exprimées en moyenne + erreur standard. Le logiciel GraphPad Prism (version 6.0a)
est utilisé pour les analyses statistiques. Les tests utilisés sont indiqués dans la légende de chaque

figure. Les données avec une valeur p inférieure a 0,05 sont considérées comme significatives.
Résultats

L’expression neuronale du mutant CHMP2B™°" est suffisante pour déclencher des
altérations de la démarche et de la coordination motrice.

Les capacités motrices des souris transgéniques et non transgéniques ont été évaluées en utilisant
I’appareil catwalk. Les souris HE et HO présentent une altération de la coordination similaire avec une
diminution de I’index de régularité a partir de 6 mois chez les HO et a partir de 18 mois chez les HE
(Fig 1A). De plus, I’écartement des pattes postérieures est plus important chez les souris transgéniques
que chez les souris nTg. Il augmente de 20% a 3 mois et de 37% a 6 mois chez les souris HO en
comparaison a 1’écartement des pattes postérieures des souris Ctr HO. Chez les souris HE, cet
écartement est significativement plus important a celui des souris nTg a 6 mois (augmentation de
8,5%), 12 mois (augmentation de 14%) et 18 mois (augmentation de 20%) (Fig 1B). Nous avons
ensuite évalué le « cycle de travail » qui correspond au pourcentage de temps moyen (dans une foulée)
durant lequel une patte de 1’animal est en contact avec la passerelle en verre. Ce pourcentage
augmente chez les souris HO a partir de 6 mois et chez les souris HE a partir de 18 mois en
comparaison des souris nTg et Ctr HO (Fig 1C-D). Les souris HO présentent également une
augmentation de I’intensité avec laquelle elles posent les pattes postérieures et une tendance a la
diminution de cette intensité au niveau des pattes antérieures a 6 mois par rapport aux souris Ctr HO
(Fig 1E). A 18 mois, cette intensité est plus faible chez les souris HE que chez les souris nTg au

niveau des pattes postérieures (Fig 1F).
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L’expression de CHMP2™""> entraine une altération structurale et fonctionnelle de la
jonction neuromusculaire.

Aprés avoir mis en évidence ces altérations motrices, nous nous sommes intéressés a ’ultrastructure
de la JNM au niveau des muscles des membres postérieurs. A 18 mois, les souris HE présentent une
diminution de leur masse corporelle et de leur force musculaire par rapport aux souris nTg de méme
age (Fig S1). Par microscopie électronique, nous avons observé au niveau de I’EDL de souris HE de
18 mois une déstructuration de la JNM, avec une forte réduction des invaginations post-synaptiques
ainsi qu’une accumulation de structures denses aux électrons au niveau pré-synaptique (Fig 2A). De
plus, des marquages avec un anticorps dirigé contre la synaptophysine ont mis en évidence chez les
souris HE une distribution anormale des vésicules synaptiques au niveau de la terminaison pré-
synaptique de la JNM. Chez les souris HE, les vésicules semblent se regrouper sous forme de clusters

alors que chez les souris nTg, elles sont réparties de maniere homogene (Fig 2B).

Pour évaluer la fonctionnalité de la JNM, nous avons réalisé différents tests électrophysiologiques. Les
EMG réalisés a 24 mois montrent chez les souris HE la présence d’une 1égére activité spontanée dans
le muscle gastrocnémien (données non montrées) qui n’est pas détectée chez les souris contrdle de
méme age. Les tests de mesure de vitesse de la conduction nerveuse sensitive au niveau de la queue
n’ont en revanche montré aucune altération de ce parametre a 6, 12 ou 24 mois chez les souris HE et
HO (Fig 3A). Enfin, nous avons évalué la fonctionnalité de la JNM via le test de stimulations
nerveuses répétées (SNR). Les résultats montrent une diminution progressive de I’amplitude de la
réponse enregistrée (c’est-a-dire une augmentation du pourcentage de décrément) chez les souris HO a
6 mois pour des fréquences de 20 et 50Hz en comparaison aux souris nTg (Fig 3C, D). Le méme
phénomeéne est observé a 12 mois chez les souris HE a 50Hz avec un pourcentage de décrément de
20% (Fig 3C, E). A 24 mois, cette altération est également visible a des fréquences plus faibles (10 et
20Hz avec des décréments d’environ 15% et 25%) (Fig 3C). En revanche, quel que soit 1’age ou le
génotype étudié, aucun décrément n’a été mis en évidence a une fréquence de 3Hz (Fig 3C). De plus,
I’amplitude du potentiel d’action moteur composé (Compound Muscle Action Potential, CMAP)
obtenu lors d’une stimulation unique supramaximale n’est pas différente entre les souris transgéniques

et nTg aux différents ages étudiés (Fig 3B).

Nous avons réalisé les mémes études électrophysiologiques sur le modéle SOD1%¥R un autre modéle
de SLA. Ces analyses ont été réalisées a 105 jours, stade terminal de la pathologie correspondant aux
souris HE de 24 mois. Les enregistrements EMG ont permis de mettre en évidence une activité
électrique spontanée beaucoup plus importante que celle observée chez les souris CHMP2Binons
(données non montrées). Comme dans la lignée CHMP2B!"™% aycune variation de la vitesse de
conduction nerveuse sensitive n’a été observée (Fig 4A). Cependant, les tests de SNR ont montré des

résultats différents par rapport au modéle CHMP2B™™°%, Premiérement, les souris SOD1%R pe
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présentent pas de décrément a 3, 10 ou 20Hz (Fig 4C). De plus, le décrément obtenu a S0Hz refléte
I’importante dénervation du muscle, produisant des amplitudes de réponse trés hétérogénes et
anarchiques lors des SNR (Fig 4C, D). Enfin, contrairement a la lignée CHMP2B!™™", les souris
SOD1%8R présentent une amplitude de CMAP 7 fois plus faible que celle des souris nTg (Fig 4B).

L’expression neuronale de CHMP2B™"™" entraine une altération du métabolisme

musculaire et une atrophie des muscles des membres.

Nous nous sommes ensuite demandés si 1’expression neuronale de CHMP2B™™" affectait le
métabolisme du muscle. Nous avons en premier licu pesé 3 muscles des membres postérieurs : TA,
gastrocnémien et soléaire a 6, 12 et 24 mois chez des souris nTg, HE et HO. A 6 mois chez les souris
HO, les poids du TA (Fig 5A), du muscle gastrocnémien (Fig 5B) et du muscle soléaire (Fig 5C) sont
plus faibles que ceux des muscles des souris nTg. A 12 mois, le poids de ces muscles est identique
entre les souris HE et nTg. En revanche, a 18 mois, on observe une diminution de 40% du poids du
TA (Fig 5A), de 30% du poids muscle gastrocnémien (Fig 5B) et de 40% du poids du muscle soléaire
(Fig 5C) chez les souris HE par rapport aux souris nTg. La comparaison du poids des muscles au cours
du temps chez les souris HE montre une diminution d’entre 20% et 30% de chacun d’eux entre 6 mois

et 18 mois. (Fig 5D-F).

Par révélation histochimique des activités enzymatiques des enzymes COX et SDH, deux enzymes
impliquées dans la chaine respiratoire de la mitochondrie, nous avons ensuite étudié la proportion de
fibres glycolytiques et oxydatives au sein du TA de souris HE et nTg (Fig 6A). A 12 et 24 mois, le TA
des souris HE présente des proportions de fibres glycolytiques et oxydatives similaires a celles des
souris nTg (Fig 6B). Enfin, nous avons quantifié I’expression de myosines associées au métabolisme
oxydatif ou glycolytique par RT-qPCR au niveau du TA. A 6 mois, les expressions de Myhl et de
Myh4 sont environ deux fois plus importantes chez les souris HE que chez les souris nTg (Fig 6C, E).
Cependant, I’induction de Myhl disparait a 12 et 24 mois (Fig 4C). Les résultats ont également montré
chez les souris HE une induction de I’expression des myosines 7, 4 et 2 (Fig 6D-F) qui sont
respectivement associées au métabolisme musculaire oxydatif, glycolytique et mixte. Les expressions
de Myh2 et Myh7 en particulier sont environ 4 fois plus fortes a 24 mois chez les souris HE que chez
les souris nTg. Dans le modéle SOD1%R des résultats similaires ont été obtenus, avec une forte
induction de Myh7 (environ 8 fois) et une tendance a I’augmentation de Myh2 (p=0,051) au stade
terminal de la pathologie (105 jours) (Fig S2).
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Discussion

Le neurone, et plus particuliérement le motoneurone, joue un role important dans la SLA. L’étude
menée par Boilée et al a en effet montré que I’inactivation du mutant SOD197R spécifiquement dans
les motoneurones permettait un retard de 1’apparition des symptdmes moteurs chez la souris, retard
associé a une augmentation de la survie [13]. Les modéles murins CHMP2B™"™" actuels corroborent
cet impact trés fort du neurone puisque les souris CHMP2BI"™ (dans lesquelles 1’expression du
mutant est strictement ou majoritairement neuronale) présentent une diminution de la force
musculaire, de I’endurance [9] ainsi qu’une paralysie progressive [10]. Notre étude appuie davantage
I’impact fort du motoneurone en mettant en évidence pour la premicre fois des altérations directes au
niveau musculaire en réponse a I’expression neuronale de CHMP2B™ " Les résultats que nous avons
obtenus montrent que 1’expression strictement neuronale de CHMP2B™"" entraine une altération de
la posture et de la coordination ainsi qu’une faiblesse musculaire chez les souris. Ces altérations
s’accompagnent d’une déstructuration de la JNM et d’une atrophie des muscles des membres

postérieurs.

L’étude de la JNM par microscopie électronique chez les souris CHMP2B™™™ a tout d’abord révélé
une altération structurale de la partie post-synaptique avec une perte des invaginations post-
synaptiques de la JNM. De plus, le marquage des vésicules synaptiques a mis en évidence une
distribution hétérogéne de ces dernicres chez les souris transgéniques. Enfin, les analyses par SNR ont
mis en lumicre une perturbation fonctionnelle de la JNM. Le fort décrément présent a 20 et SO0Hz lors
des SNR indique une diminution du couplage entre le neurotransmetteur et son récepteur. Si ce
décrément n’est pas visible a 3Hz, cela est vraisemblablement di au stock de réserve de vésicules qui
prend le relais avant la dépression trop importante du nombre de vésicules synaptiques. Etant mis a
disposition au bout d’une a deux secondes aprés la libération du premier potentiel d’action, ce stock
n’est pas disponible lors des 10 stimulations a 20 ou 50Hz. Cette notion d’épuisement du stock de
vésicules synaptiques serait cohérente avec leur distribution en clusters au niveau présynaptique. De
plus, on pourrait penser que I’altération structurale au niveau post-synaptique limite la fixation des
neurotransmetteurs sur leurs récepteurs, entrainant une diminution progressive de 1’amplitude du
signal. Ce type d’altération de la JNM est proche de celui observé dans la Myasthénie de Gravis (MG),
une maladie auto-immune dans laquelle la fixation d’anticorps au niveau des récepteurs a
I’acétylcholine limite la contraction musculaire [14, 15]. Les résultats de décrément obtenus dans notre
étude sont relativement hétérogénes, a I’instar de ceux obtenus chez les patients atteints de SLA [16-
18]. Dans ces études, une partie des patients présentaient un tracé en forme de U caractéristique de la
MG alors que d’autres présentaient un décrément similaire a celui des souris CHMP2Bintrons
(diminution progressive). Enfin, comme chez certains patients atteints de SLA, certaines souris

transgéniques présentant des troubles moteurs ne présentent pas de décrément lors de I’enregistrement
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des stimulations répétées. Toutefois, il est a noter que les résultats chez les patients ont été obtenus a

des fréquences faibles (3Hz) et sur d’autres muscles (deltoide, biceps, diaphragme).

Dans notre modéle, ’expression du mutant CHMP2B™ " au niveau neuronal est suffisante au
développement de la plupart des caractéristiques de la SLA, proposant un rdle trés fort du neurone
dans le développement et la propagation des altérations liées a la SLA. Cependant, certaines
altérations sont absentes de notre modéle, notamment 1’augmentation de la proportion de fibres
musculaires oxydatives ou encore la mort des motoneurones [10, 19]. De plus, les analyses de SNR
montrent des résultats différents entre les modéles CHMP2B™™ et SOD19%R, Les résultats du
modéle SOD19%R indiquent une importante dénervation du muscle entrainant des réponses de
stimulations nerveuses trés hétérogénes les unes des autres alors que ceux du modéle CHMP2Bintrons
montrent une dénervation plus légére du muscle mais une diminution progressive du couplage entre
les neurotransmetteurs et leurs récepteurs pouvant étre lié a un épuisement du stock de vésicules

synaptiques.

Ces résultats soulévent I’hypothése d’une toxicité non neuronale du mutant CHMP2B™" pouvant
étre d’origine musculaire et/ou gliale. En effet, Wong et Martin ont montré que I’expression du mutant
SODI1%R au niveau musculaire conduisait a une dénervation et a la mort des motoneurones [20] et,
dans un modele SOD1 similaire, Drobrowolny et al ont mis en évidence une atrophie musculaire et
une diminution des performances musculaires chez les souris transgéniques [21]. Par ailleurs, la glie
semble jouer un role dans le développement de la SLA puisque I’excision du mutant SODI
spécifiquement dans les astrocytes permet de retarder l’apparition des symptdmes [22] et que
I’implantation d’astrocytes de patients atteints de la SLA au niveau de la moelle épinicre de souris non
transgéniques entraine 1’atrophie des motoneurones [23]. Néanmoins, Skibinski et al ont montré par
hybridation in situ sur un cerveau de souris, 1’absence d’expression de CHMP2B dans les cellules
gliales. Au niveau du muscle squelettique, ils n’ont mis en évidence sa présence qu’au niveau de
I’ARNm [24]. Au niveau protéique, la présence de CHMP2B dans le muscle a été mise en évidence a
deux reprises, une fois par immunofluorescence au niveau du muscle cardiaque [25] et une seconde
fois par western blot au niveau du muscle squelettique [10]. Cependant, la quantité de protéine
CHMP2B dans le muscle squelettique apparait faible en comparaison de celle mesurée dans le systéme
nerveux central. Ainsi, comme dans les modéles SODI, il est possible que la toxicité de CHMP2Bintrons
ne soit pas uniquement neuronale mais également musculaire, participant ainsi a la dégénérescence des
motoneurones [26]. Néanmoins, contrairement aux mutants SOD/ ou FUS qui sont fortement
exprimés dans le muscle squelettique [27, 28], il est probable que le mutant CHMP2B"™ ait un

impact moins important sur le muscle du fait de sa faible traduction.
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Si ’on ignore encore qui du muscle ou du motoneurone initie le premier des deux une influence

pathologique sur le second, plusieurs modeles dont le nbtre, tendent a prouver que les atteintes les plus

précoces concernent la JNM qui dégénere avant la mort du motoneurone, 1’apparition des symptomes

moteurs ou I’atrophie musculaire [10, 29]. Ces altérations de la JNM sont retrouvées dans d’autres

maladies du motoneurone comme I’ Amyotrophie Spinale [30] ou des dystrophies musculaires comme

la myopathie de Duchenne [31, 32]. L’axone apparait donc comme la partie la plus vulnérable du

motoneurone dans la SLA, dégénérant avant le soma comme le propose 1’hypothése de « dying-back

».
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Figure 1: Les souris CHMP2B™"™" développent progressivement des altérations de la coordination
motrice et de la posture.

A. Diminution de I’index de régularité a 6 mois chez les souris HO et a 18 mois chez les souris HE.

B. Augmentation progressive de 1’écartement des pattes postérieures a partir de 3 mois chez les souris
HO et de 6 mois chez les souris HE.

C-D. Augmentation de la proportion de temps passé avec les pattes antérieures gauche (C) et droite
(D) posées a 6 mois chez les souris HO et a 18 mois chez les souris HE.

E-F. Intensité moyenne avec laquelle chaque patte est posée a 6 (E) et 18 mois (F).

Les graphiques représentent les moyennes =+ erreur standard. * p <0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001,
ANOVA a une voie (A-D) ou a deux voies (E, F) suivies d’un test de Fischer ou test t (A-D). nTg: n=
14/15/16/9; HE: n=16/16/16/8. Ctr HO: n=10/19; HO: n=5/7. nTg: souris non transgénique, HE: souris
hétérozygote, HO: souris homozygote, Ctr HO: souris non transgénique de poids et taille identiques
aux souris HO. AD: patte antérieure droite; PD: patte postérieure droite; AG: patte antérieure gauche;
PG: patte postérieure gauche.
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Figure 2: Le mutant CHMP2B"™"™" entraine une altération structurale de la jonction neuromusculaire.
A. Les souris heterozygotes (HE) présentent une diminution modérée (gauche) ou importante (droite)
des invaginations post-synaptiques de la jonction neuromusculaire (fléches jaunes) ainsi qu’une
accumulation de matériel dense aux électrons (astérisque jaune) au niveau de I’EDL a 18 mois en
comparaison des souris non transgéniques (nTg). Echelle: gauche= 1um,; droite= 2um.

B. Immunomarquage des vésicules synaptiques avec un anticorps dirigé contre la synaptophysine
(vert) et marquage des récepteurs de 1’acétylcholine avec de ’aBGT couplée a la rhodamine (rouge)
au niveau de la jonction neuromusculaire d’EDL a 24 mois. Chez les souris HE, les vésicules
synaptiques sont regroupées sous forme de clusters en comparaison de la distribution homogéne
observée chez les souris nTg. Echelle: 20um. aBGT: alpha bungarotoxine.
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intron5

Figure 3: L’expression neuronale de CHMPB entraine une altération fonctionnelle de la jonction
neuromusculaire.

intron5

A-B. Les souris CHMPB ne présentent pas d’altération de la vitesse de conduction nerveuse
sensitive au niveau de la queue (A) ni de ’amplitude du potentiel d’action musculaire composé
(CMAP) a 6,12 ou 24 mois (B).

C. Les tests de stimulations nerveuses répétées a 6 (haut), 12 (milieu) et 24 mois (bas) montrent une
diminution progressive de I’amplitude de réponse a 20 et SOHz chez les souris homozygotes (HO) a 6
mois (haut) et chez les souris hétérozygotes (HE) a 12 (milieu) et 24 mois (bas) a 10, 20 et SOHz.

D-E. Tracés représentatifs des CMAP en réponse a de stimulations nerveuses répétées a SOHz a 6 mois
(D) chez les souris non transgéniques (nTg) (haut) et HO (bas) et a 24 mois (E) chez les souris nTg
(haut) et HE (bas).

Les graphiques représentent les moyennes =+ erreur standard. *p <0,05, ** p < 0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001, ANOVA a une voie (A-B) ou a deux voies (C) suivies d’un test de Fischer ou test t (F-G).
n=4-6 par groupe.
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Figure 4: Les souris SOD1 présentent des altérations de la JNM différentes de celle des souris
CHMPBintronS

. G86R . . .. .
A. Les souris SODI1 présentent des vitesses de conduction nerveuse sensitive au niveau de la

queue similaires a celles des souris non transgéniques (nTg) a 105 jours (stade terminal).

B. L’amplitude des CMAP a 105 jours est plus faible chez les souris sop1®*™ que chez les souris
nTg.

C. Les souris SODI*"" 4 105 jours ne présentent pas de diminution progressive de 1’amplitude du
CMAP lors de stimulation répétées excepté a S0Hz.

D. Tracé représentatif de stimulations nerveuses répétées a SOHz a 105 jours chez les souris nTg (haut)
G86R

et SODI1 (bas).
Les graphiques représentent les moyennes + erreur standard. *p <0,05, ** p < 0,01, ANOVA a deux
voies (C) suivies d’un test de Fischer ou test t (A-B). n=3 par groupe.
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Figure 5: L’expression neuronale de CHMPZBmmmj entraine une atrophie progressive des muscles des
membres postérieurs.

A-C. Poids des muscles tibialis antérieur (TA), gastrocnémien et soléaire chez des souris non
transgéniques (nTg), hétérozyogtes (He) et homozygotes (HO). Le poids des muscles est plus faible
chez les souris HO et HE respectivement a 6 et 24 mois en comparaison aux souris nTg.

D-F. Poids des muscles TA (D), gastrocnémien (E) et soléaire (F) chez les souris HE a 6, 12 et 24
mois. Les souris HE présentent une atrophie progressive des trois muscles apparaissant entre 12 et 24
mois.

Les graphiques représentent les moyennes + erreur standard. *p <0,05, ** p < 0,01, ANOVA une voie
suivie d’un test de Fischer ou test t. 6-12mois: n=4 par groupe; 24 mois, n=6 par groupe.
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Figure 6: L’expression neuronale de CHMP2BWM5 entraine des modifications du métabolisme
musculaire.

A. Détection de I’activité enzymatique de la succinate déshydrogénase (SDH; gauche) et de la
cytochrome oxydase (COX; droite) visualisant les fibres oxydatives sur des coupes de TA chez des
souris non transgéniques (nTg) et hétérozyogtes (HE) de 24 mois. Les fléches noires montrent des
exemples de fibres oxydatives et les fleches bleues indiquent des fibres glycolytiques identifiables sur
les deux coupes.

B. Proportion de fibres Cox ou SDH* par coupe de TA a 12 et 24 mois chez les souris nTg et HE.

C-F Quantification du niveau d’ARN messager de Myhl (1), Myh2 (J), Myh4 (K) et Myh7 (L) au
niveau du TA a 6, 12 et 24 mois chez des souris nTg et HE. A 6 mois, I’expression de Myhl et Myh4
est induite chez les souris HE par rapport aux souris nTg ainsi que 1’expression de Myh2, Myh4 et
Myh7 a 24 mois.

Les graphiques représentent les moyennes + erreur standard. *p <0,05, test t. n=14-16 par groupe.
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Figure supplémentaire 1: Les souris hétérozygotes (HE) présentent une diminution du poids (gauche)
et de la force musculaire (droite) a 18 mois en comparaison des souris non transgéniques (nTg). Les
graphiques représentent les moyennes * erreur standard. *p <0,05, **** p < 0,0001, test t. n'Tg: n=4
HE: n=6.
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Figure supplémentaire 2: L’expression des myosines impliquées dans le métabolisme oxydatif est
G86R
induite au stade avancé de la maladie chez les souris SOD1

Quantification du niveau d’ARN messager de Myh2 et Myh7 au niveau du TA chez les souris

sop1™™ a 75, 90 et 105 jours. Les graphiques représentent les moyennes + erreur standard. ** p <

0,01, test t. n=6-7 par génotype.

172



Gene Forward Reverse

Myhl GCATCCCTAAAGGCAGGCTC ACTTCCGGAGGTAAGGAGCA

Myh2 CGAAGCGAGGCACAAAATGT TTGCTTGCAAAGGAACTTGGG

Myh4 | ACAGGACAGTGACAAAGAACG | GGTGAAGAGCCGAGAGGTTC

Myh7 CAAGAGCCGGGACATTGGT TGTTGCAAAGGCTCCAGGTC
Hih2bc | GAATTCGCTACGGAGGCTTACT AACAAGCGCTCGACCATCA

H2ac |GAAGTTTCCGCAGATTCTGTTGC| CAACGACGAGGAGCTCAACAAG

Thbp CAGCCAAGATTCACGGTAGAT | CCAATGACTCCTATGACCCCTA

Tableau supplémentaire 1: Séquences des amorces utilisées en qPCR.
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Discussion
I. CHMP2B™" : gain ou perte de fonction ?

Encore trés peu de chose sont connues au sujet de I’'impact du mutant CHMP2B™"™" puisque moins
d’une vingtaine d’études publiées a ce jour portent sur cette mutation. Les mécanismes pathologiques
liés a cette protéine partiellement tronquée pourraient étre associés a la perte de fonction de CHMP2B

ou au gain d’une nouvelle fonction encore inconnue.

La mutation M178V/L (conduisant a la formation du transcrit CHMP2B""") entraine la perte des 35
derniers acides aminés de la protéine correspondant a son domaine d’interaction avec la protéine VPS4.
Cette interaction permet la scission membranaire et le démantelement du complexe ESCRT-III. Un
mécanisme potentiel de perte de fonction pourrait donc étre une perturbation de la formation des corps
multivésiculaires, processus majeur faisant intervenir CHMP2B. Cependant, 1’analyse histologique de
fibroblastes de patients atteints de DFT a montré que la mutation CHMP2B™ " n’impacte pas la
formation de vésicules intraluminales au niveau de I’endosome (Urwin et al., 2010). Néanmoins, une
¢tude plus récente a montré dans des cultures primaires de neurones corticaux que la mutation
CHMP2B™ " entraine un défaut de recrutement de VPS4 pouvant étre a I’origine d’altération du
processus endolysosomal comme une perturbation du trafic des endosomes ou de leur fusion avec le

lysosome (Clayton et al., 2018).

Cette perte partielle de CHMP2B affecte également la morphologie des neurones. En effet, I’étude de
Belly et al a montré que la répression de Chmp2b in vitro entraine une perturbation de la proportion
des différents types d’épines dendritiques, avec une diminution de la proportion des épines
dendritiques les plus larges et stables (en forme de champignon) ainsi qu’une augmentation de la
proportion de celles dites fines (moins stables) (Belly et al., 2010). Dans une seconde étude, ils ont
montré¢ que la densité des épines dendritique ainsi que le nombre d’entrecroisements par neurone
diminuaient lors d’une répression de Chmp2b. Les mémes effets sont observés lors de I’expression
d’un mutant « intron 5 » ou « A10 ». Mais le plus intéressant est que la protéine sauvage est capable de
rétablir un développement axonal normal, méme en présence de la protéine mutante (Chassefeyre et al.,

2015), excluant I’hypothése d’un effet dominant négatif de la protéine mutante.

D’un autre co6té, plusieurs études ont également montré que les mécanismes pathologiques de la
protéine mutante CHMP2B!"™" ¢taient associés a un gain de fonction. Premiérement, dans le modéle
que j’ai utilis¢ durant mon doctorat, les deux alléles du géne Chmp2b sont préservés tout comme leurs
niveaux d’expression et de traduction. Si la perte de fonction de la protéine avait un impact important
dans le développement des symptomes relatifs a la SLA et la DFT, les souris transgéniques de ce
modele ne développeraient pas de symptdmes contrairement a ce qui a été démontré (Vernay et al.,

2016). Cela est également valable pour les autres modéles animaux (développés par Gao et Isaacs ;
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voir I1.3.C.b. Modéles animaux) (Gascon et al., 2014, Ghazi-Noori et al., 2012). Enfin, ’argument le
plus pertinent en faveur de I’hypothése de gain de fonction de la protéine mutante concerne le modele
murin dans lequel le géne Chmp2b a été complétement éteint. Les souris transgéniques de ce modele
ne développent pas d’inclusions protéiques intra-neuronales, ne développent aucun symptome moteur

et ne présentent aucune mort prématurée (Ghazi-Noori et al., 2012).

Ainsi, I’ensemble de ces données semble montrer que, s’il existe des mécanismes pathologiques liés a
la perte de fonction de CHMP2B, ils sont minimes et dispensables au développement des troubles

moteurs et comportementaux liés a la SLA et la DFT.
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II. Mcécanismes pathologiques associés au gain de fonction de
CHMPzBintronS

Les mécanismes pathologiques du mutant CHMP2B™™" gsont encore trés peu compris. Pourtant

certaines pistes semblent avoir été dégagées au cours des dernicres années.
1. Agrégation de CHMP2Bintrons

Pour plusieurs raisons, celle qui retient le plus l’attention est celle basée sur des troubles de
I’autophagie. Tout d’abord, nous savons depuis de nombreuses années que les neurones des patients
SLA et/ou DFT développent des inclusions protéiques pathologiques. Plus qu’un défaut du processus
autophagique, on sait également que la protéine transgénique CHMP2B"™ forme des oligoméres
insolubles. Cette capacité a s’agréger pourrait provenir de la levée de son auto inhibition.
Contrairement a la protéine endogéne dont les extrémités N-terminale et C-terminale interagissent
ensemble afin d’inactiver la protéine, la troncation de sa partie C-terminale pourrait entrainer
I’agrégation du mutant (Bodon et al., 2011). Comme la protéine mutante SODI1, il semblerait que
CHMP2B"nS goit capable de piéger la protéine CHMP2B endogéne au niveau de ces inclusions

protéiques, empéchant cette derniére de remplir ses fonctions (Chassefeyre et al., 2015).
2. CHMP2B™ " ¢t maladies de stockage lysosomale

De plus, nous avons mis en évidence une perturbation de 1’étape finale de I’autophagie (Figure 24).
Cette accumulation d’autolysosomes est visible plusieurs mois avant 1’apparition des symptomes chez
les souris transgéniques, présageant d’une altération des fonctions lysosomales trés précoce au sein du
neurone. Cette particularité pathologique est également retrouvée chez les patients DFT porteurs d’une

mutation au niveau du géne PGRN (progranuline) (Evers et al., 2017).

Le role de PGRN n’est pas encore complétement élucidé. Néanmoins, il est connu que la protéine se
localise au sein du lysosome et qu’elle participe a 1’acidification de 1’organite et au métabolisme
lipidique. En effet, des études de knock-out de Pgrn ont montré une accumulation de triglycérides
dans le cerveau de souris transgéniques (Evers et al., 2017). Ainsi, dans le cas du géne PGRN,
I’accumulation de lysosomes chez les patients est uniquement due a la perte de fonction de la protéine
(Cruts and Van Broeckhoven, 2008). En revanche, CHMP2B ne présente aucune fonction connue en
lien direct avec le lysosome, appuyant I’hypothése d’un gain de fonction de la protéine mutante

entrainant un blocage de I’activité lysosomale.

Ce blocage de la dégradation lysosomale pourrait &tre lié a une diminution de 1’activité des hydrolases
acides elle-méme conséquente a un défaut d’acidification du lysosome. Une étude a montré que la
progranuline est impliquée dans 1’acidification du pH lysosomal et que sa mutation entraine une

induction de génes codant des hydrolases ou des marqueurs du lysosome, comme ce que 1’on observe
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chez les souris exprimant le mutant « intron 5 » (Tanaka et al., 2017). Une seconde hypothése serait un
défaut dans 1’adressage de ces hydrolases acides vers le lysosome. En effet, notre analyse
transcriptomique a mis en évidence une répression importante de Gnptab qui code une enzyme au role
primordiale dans 1’adressage des hydrolases acides par ajout d’un groupement M6P (Voir III.1.A. Le
lysosome) au niveau des enzymes lysosomales nouvellement traduites. Cette hypothése est encore plus
intéressante quand on s’intéresse a I’effet d’une répression de GNPTAB. En effet, la mutation des deux
alleles de ce géne (entrainant une perte de fonction de la protéine) provoque la mucolipidose, une
maladie développementale étale durant I’enfance (Leroy et al., 2014). Cette pathologie fait partie de la
classe des maladies de stockage lysosomale qui se caractérisent par une accumulation de lysosome de
taille supérieure a la moyenne. De plus, les modéles murins Gnptab” montrent des caractéristiques
trés similaires aux souris transgéniques de notre mod¢le avec une diminution de la masse pondérale,
une diminution de I’endurance (test de rotarod), une altération de la posture (perturbation de la
coordination, augmentation de 1’écartement des pattes postérieures) et une accumulation de lysosomes
dans les neurones (Paton et al., 2014). Enfin, I’induction observée dans notre étude transcriptomique
des génes codant des hydrolases acides (cathepsines D, S, Z) pourrait étre la conséquence de cette
répression de Gnptab. En effet, une étude a montré 1’effet répresseur de Gnptab sur 1’expression des

hydrolases acides dans les ostéoclastes (Lei et al., 2015).

Toutefois, et contrairement a la plupart des geénes associés aux maladies de stockage lysosomale
(PGRN, GNPTAB, LAMP2, CTSD ou GALC), la protéine CHMP2B™™" semble agir par gain de
fonction rendant la compréhension de ses mécanismes pathologiques plus complexe (Endo et al., 2015,

Shacka and Roth, 2007, Tappino et al., 2010).
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Figure 24 : Impact du mutant CHMP2B"™ gur le processus autophagique

Le mutant CHMP2B"% semble impacter 1’étape finale de dégradation du contenu de 1’autolysosome
ainsi que la fusion entre 1I’endosome tardif et le lysosome. Le mutant semble également entrainer une
répression de I’initiation de 1’autophagie. Entre revanche, la formation de corps multivésiculaires a
partir de I’endosome précoce n’est pas impactée.

3.  RABT7 et trafic endolysosomale

Associée a cette accumulation d’autolysosomes, Urwin et al ont montré que ’expression de
CHMP2B™""" entrainait une accumulation d’endosomes tardifs par un possible défaut de recrutement
de RAB7 sur I’endosome (Urwin et al., 2010). En effet, des études ont montré que I’extinction ou la
répression de RAB7 entrainait une accumulation d’endosomes tardifs (Takahashi et al., 2017,
Vanlandingham and Ceresa, 2009). Le role de RAB7 va d’ailleurs au-dela de la simple fusion entre
endosome et lysosome puisqu’il est impliqué dans le trafic des endosomes tardifs par interaction
indirecte avec le complexe dynéine-dynactine (Johansson et al., 2007, Tan et al., 2011). Ce défaut de

recrutement de RAB7 au niveau des endosomes en présence du mutant CHMP2B"™" pourrait étre 1ié
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a son état (actif ou non). En effet, une étude récente a montré que RAB7 était plus ou moins localisé
au niveau de I’endosome et du lysosome en fonction de son état (GDP/GTP) (Jimenez-Orgaz et al.,
2018). Toutefois, le role de RAB7 semble plus complexe que cela et reste encore relativement
incompris puisque Kuchitsu et al ont montré que son extinction dans des cellules Hela n’entravait pas
la fusion entre endosome/autophagosome et lysosome mais bloquait la maturation de 1’autolysosome

(dégradation de son contenu) (Kuchitsu et al., 2018).
4. TMEMI106B, facteur de risque de la DFT

Le géne TMEMI106B (transmembrane protein 106B) code une protéine transmembranaire localisée au
niveau de I’endosome tardif et du lysosome. Sa fonction est encore mal comprise. Toutefois, Brady et
al ont montré que I’induction de Tmeml06b entrainait une diminution de la dégradation protéique
(Brady et al., 2013). L’année suivante, une autre étude portant sur TMEMI106B a montré que la
protéine interagissait avec MAP6 (microtubulle-associated protein 6) et contrélait le trafic de
I’endosome et du lysosome au niveau des dendrites. L’interaction de TMEM106B avec MAP6
entraine un arrét du trafic de la vésicule. Ainsi, la répression de Tmem106b est liée a une induction du
transport rétrograde du lysosome mais aussi a une diminution du nombre de prolongements formés par

le neurone (Schwenk et al., 2014).

Si de plus en plus d’études portent sur ce géne, c’est en partie di au fait que TMEM106B est un facteur
de risque dans les maladies neurodégénératives et en particulier dans les cas de DFT. En effet, ce géne
est sujet au polymorphisme nucléotidique entrainant la modification d’une sérine en thréonine en
position 185. Les neurones présentant cet haplotype semblent plus vulnérables lors du vieillissement.
Une étude transcriptomique basée sur des échantillons de sujets sains porteurs de 1’alléle protecteur ou
I’alléle « a risque » a montré une importante dérégulation de génes impliqués dans la signalisation
synaptique au niveau du cortex temporal (Ren et al., 2018). De plus, I’atrophie du cortex chez les
patients atteints de DFT apparait comme plus ou moins marquée en fonction du polymorphisme de

TMEM]106B (Harding et al., 2017).

11 a également été montré que 1’expression de TMEM106B est plus importante chez les patients atteints
de DFT que chez les individus sains au niveau des cortex frontal, temporal et occipital. Cette induction
s’accompagne, chez les patients porteurs d’une mutation dans le géne PGRN, d’une augmentation de
la quantité protéique de TMEM106B (Chen-Plotkin et al., 2012). Cette induction a été par la suite
montrée comme néfaste a I’acidification du lysosome et a la dégradation lysosomale (Busch et al.,

2016).

Une étude visant a déterminer la pathogénicité associée a I’alléle « a risque » s’est penchée sur les
niveaux d’expression et protéique de TMEM106B en fonction de son polymorphisme. Les résultats ont

montré une expression identique entre les deux formes. En revanche, la quantité protéique de
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TMEM106B est plus importante dans le cas de ’alléle a risque. Cette augmentation a été expliquée
par une diminution de la dégradation de la protéine. Bien que cela n’ait jamais ét¢ montré, I’une des
hypothéses associ¢es au risque de 1'un des alléles porte sur 1’absence d’une modification post-
traductionnelle de TMEM106B au niveau de I’asparagine 183 de la protéine « a risque » (Nicholson et

al., 2013).

De par I'impact de TMEM106B dans le développement de la DFT et dans le devenir du lysosome, une
¢tude s’est intéressée a la survie de patients DFT porteurs d’une mutation dans le géne PGRN en
fonction des alléles de TMEM106B. Les analyses ont mis en évidence une espérance de vie plus faible
chez les patients portant deux all¢les « a risque » en comparaison aux patients portant 1 ou 2 alléles
protecteurs. Cette diminution de la survie s’accompagne d’une diminution de la quantité plasmique de

PGRN (Cruchaga et al., 2011).

Dans ’optique d’une compréhension partielle des mécanismes pathologiques associés a la DFT, des
¢tudes récentes ont porté sur le potentiel effet protecteur d’une répression de TMEM106B dans des

modeles murins de DFT.

Tout d’abord, dans un modéle PGRN, il a été montré que 1’haploinsuffisance de Tmeml06b ne
permettait pas un rétablissement partiel du comportement ou d’une activité lysosomale comparable a
celle des souris sauvages (Arrant et al., 2018). Néanmoins, la méme année, une seconde étude sur un
modele similaire a évalué I’effet de 1’extinction compléte de Tmeml06b. Les résultats obtenus sont
contradictoires avec ceux de la premiére étude. En effet, il semblerait que la répression compléte de
Tmem106b permette un rétablissement du comportement anxiogéne (test en champ ouvert) des souris
mutantes. Les altérations associées au lysosome sont également reversées (Klein et al., 2017). En
accord avec les données de cette derniére étude, il a ét€ montré que, dans le cas de I’extinction du geéne
Pgrn, la surexpression de Tmem106b entraine une aggravation du phénotype lysosomale, avec une

accumulation plus importante de lipofuscine et de lysosomes (Zhou et al., 2017).

L’effet de la répression de Tmem106b a également été étudié dans un modele C9orf72. Les résultats
montrent un maintien des troubles comportementaux et de 1’accumulation d’inclusions positives a

TDP43 chez les souris DFT n’exprimant plus 7mem06b (Nicholson et al., 2018).

Enfin, la répression de Tmeml06b semble avoir un effet bénéfique dans les neurones exprimant le
mutant CHMP2B™*". Cette répression permet un meilleur trafic des lysosomes le long des neurites

(Clayton et al., 2018). Cette analyse ne montre cependant aucune donnée comportementale.

L’ensemble de ces analyses montrent donc un réle de TMEM106B dans I’homéostasie protéique. Les
mécanismes d’action de cette protéine semblent doubles et contradictoires, avec un role négatif de la

protéine dans le trafic rétrograde des lysosomes mais aussi un possible réle dans I’acidification du
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lysosome par interaction avec AP1, une ATPase impliquée dans 1’acidification du lysosome (Klein et

al., 2017).

Les données aussi bien de répression que d’induction de TMEM106B indiquent que la régulation de ce
gene est un facteur clé dans I’homéostasie lysosomale et qu’une induction ou une répression trop
importante conduit a un dysfonctionnement lysosomale et a la mort cellulaire (Suzuki and Matsuoka,

2016).
5. Le lysosome au-dela de la dégradation protéique

Cette accumulation de lysosomes impacte 1’homéostasie cellulaire au-dela de I’encombrement stérique
et de la formation d’agrégats protéiques. En effet, le lysosome joue également un réle dans 1’apport et
la conversion de lipides dans les neurones. Les lipides par liaison avec des lipoprotéines (ApoCl,
ApoE) traversent la barriere hémato-encéphalique puis par interaction des lipoprotéines avec des
récepteurs aux LDL (low density lipoprotein), ces lipides sont internalisés par endocytose. Une fois
I’endosome fusionné avec le lysosome, les lipases et protéases dégradent les lipoprotéines. Certains
lipides, notamment le cholestérol et les acides gras simples, pourront alors rejoindre le cytoplasme via
des transporteurs au niveau de la membrane lysosomale. Les lipides peuvent également rentrer dans la
cellule sous la forme de gouttelettes lipidiques. Ces structures seront prises en charge par

I’autophagosome puis, aprés fusion avec le lysosome, les lipides seront libérés dans le cytoplasme.

Les lipases lysosomales jouent également un réle dans le métabolisme lipidique en convertissant
certains lipides complexes au besoin du neurone. Cependant, on retrouve dans la plupart des maladies
de stockage lysosomal une accumulation de certains types de lipides (sphingolipides, gangliosides,
sphingomyéline) parfois associée a une diminution de I’efflux de cholesterol (Filocamo and Morrone,

2011, Infante et al., 2008).

Par ailleurs, il est connu que les lipides jouent un role important au niveau du muscle dans la SLA
puisqu’il a été montré que les fibres musculaires glycolytiques étaient les premicres a dégénérer
(Hegedus et al., 2007). De plus, Palamiuc et al ont mis en évidence un changement général du
métabolisme musculaire, avec une augmentation de la proportion de fibres oxydatives au niveau du
muscle de souris SOD19%® (Palamiuc et al., 2015). Les lipides seraient donc un carburant permettant

le maintien des fonctions musculaires suite a 1’insulino-résistance mise en place.

Cependant le role des lipides dans le SNC et plus particulierement dans les neurones vulnérables dans
la SLA est encore peu étudié. Dans une étude, les patients SLLA présentaient aux niveaux cervical et
lombaire une accumulation de céramide et de cholestérol. De plus, 1’inhibition de la sérine palmito-
transférase, une enzyme impliquée dans la formation d’un précurseur du céramide diminue la mortalité

des neurones en culture (Cutler et al., 2002).
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II. CHMP2B™™" : vers un modéle plus humain

A travers la caractérisation de la lignée murine CHMP2B""" effectuée durant ma thése, nous avons
pu mettre en évidence un certain nombre de caractéristiques pathologiques en réponse a I’expression
neuronale du mutant humain CHMP2B""*". Cependant, le modéle murin actuellement utilisé, bien
que représentatif du syndrome SLA-DFT présente quelques limites inhérentes pour certaines a la
méthode employée afin de le développer. C’est également le cas des 3 autres modeéles animaux

« CHMP2B™™n5 ), développés a ce jour. En effet, la transgénése classique pose plusieurs limites.

Tout d’abord, le site d’insertion de la séquence d’intérét est aléatoire. Ainsi, ’ADN exogéne peut
s’insérer dans la région clé d’un géne (vraisemblablement un intron), entrainant une altération de son
expression ou son épissage. Dans notre modele, la séquence codant le transgene est située au niveau de
I’intron 1 du geéne Afp2bl responsable de ’export actif du calcium. Si une premiére étude de
I’expression de ce géne n’a pas montré de modification de son expression chez les souris
transgéniques, notre étude transcriptomique a toutefois montré une importante répression de Aip2b1 au

niveau de la moelle épini¢re lombaire de souris HO dés le stade asymptomatique (Vernay et al., 2016).

La seconde limite de notre modéle est le recours a un promoteur différent de celui du géne d’intérét.
En effet, notre mode¢le ainsi que celui de Gao (Gascon et al., 2014) ne permettent qu’une expression
trés localisée du mutant (Figure 25). Certes, lors de la modélisation d’une maladie multicellulaire,
I’expression restreinte a un type cellulaire permet d’étudier I’impact de ce type cellulaire sur les autres
et sur le développement de la pathologie. Cependant, cela éloigne le modele de la maladie originelle.
Le modé¢le de Gao est encore plus restrictif que le nétre puisque seuls les neurones du prosencéphale
(cortex, thalamus, hypothalamus) expriment le mutant. Dans le mod¢le développé par Isaacs, le
promoteur utilisé est celui de la protéine prion du hamster. La littérature semble indiquer que, bien que
la protéine prion soit exprimée dans de nombreux tissus, son expression se concentre principalement
dans le systéme nerveux central (neurones/glie). Dans le muscle squelettique en revanche, son

expression est presque nulle (Peralta and Eyestone, 2009, Race et al., 1995).

Ce type de modéle animal présente €galement le probléme du niveau d’expression du transgene,
associé ou non au nombre d’allele. Ici les trois modéles murins ne reflétent pas la pathologie observée
chez le patient (Figure 25). Dans notre modéle, de par le nombre important de copies de la séquence
codant le mutant, I’expression de ce dernier est beaucoup plus importante que celle de Chmp2b, méme
si un seul alléle est concerné chez les souris HE. Dans le modéle murin de Gao, ’expression du
transgéne semble la méme que celle de Chmp2b (Gascon et al.,, 2014). A noter toutefois que
I’expression du mutant est limitée aux neurones contrairement a celle de Chmp2b. Ainsi il est fort
possible que le mutant soit davantage exprimé que Chmp2b dans les neurones mais que la
quantification en présence majoritaire de glies (n’exprimant pas le transgéne) moyenne cette

expression. Enfin, dans le modéle d’Isaacs (Ghazi-Noori et al., 2012), I’expression du mutant est
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équivalente a celle de Chmp2b. Cependant, des analyses sur des cerveaux de patients porteurs de cette
mutation ont montré que I’expression du transgene était plus de deux fois inférieure a celle de
CHMP2B et ce, méme en cumulant I’expression des deux transcrits « intron 5 » et « A10 » (Urwin et
al., 2010). Ainsi, dans les trois modéles murins existants, le ratio d’expression CHMP2B™ | Chmp2b

est plus élevé que chez les patients porteurs de la mutation « intron 5 ».

Enfin, chez les patients, la mutation « intron 5 » affecte un alléle, créant une haploinsuffisance du géne
CHMP2B. Les patients présentent ainsi un allele sain et un allele muté, ce qui entraine
vraisemblablement une diminution de la quantité de protéine CHMP2B traduite (cela n’a toutefois
jamais été vérifié). Cependant, dans chacun des 4 modéles développés, la séquence mutée s’insére
aléatoirement dans le génome et les deux alléles de Chmp2b restent intacts. Bien que 1’extinction
compléte de Chmp2b n’affecte ni la survie des souris, ni la formation d’agrégats protéiques (Ghazi-
Noori et al., 2012) il est possible et méme logique que la perte d’un alléle provoque des dérégulations

transcriptomiques, ce qui n’est pas modélisé dans les lignées CHMP2B"™™ actuelles.

Pour pallier toutes les limites de ces modéles, nous avons développé au laboratoire un nouveau modele
murin par knock-in. Ainsi, les souris mutantes expriment le transgéne CHMP2B™*" i la place du
gene Chmp2b au niveau d’un allele chez les souris HE et des 2 alléles chez les souris HO (les souris
HO n’expriment donc plus du tout le géne Chmp2b). En plus de reproduire (chez les souris HE)
I’haploinsuffisance retrouvée chez les patients, le promoteur du mutant sera le méme que chez le
patient, respectant son niveau d’expression dans 1’ensemble des tissus. Ce knock-in, en cours de

caractérisation, devrait davantage modéliser la pathologie humaine que les modéles animaux existants.
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Figure 25 : Tableau récapitulatif des caractéristiques des différents modéles animaux CHMP2Bnton3
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IV. L’autophagie : acteur central du syndrome SLA-DFT

L’autophagie est un processus clé dans 1’homéostasie cellulaire. Ce processus est altéré dans un tres
grand nombre de maladies comme les maladies cardio-vasculaires (Martinet et al., 2007), les cancers
(Mathew et al., 2007), les maladies hépatiques (Ueno and Komatsu, 2017) mais surtout les maladies
du muscle (Grumati and Bonaldo, 2012) et les maladies neurodégénératives (Nixon, 2013). De plus,

dans la SLA comme dans la DFT, de nombreux processus dérégulés sont liés a 1’autophagie.
1. Autophagie et stress du RE

Comme abordé dans I’introduction, le stress du RE associé a la réponse UPR est un mécanisme mis en
place chez de nombreux patients atteints du syndrome SLA-DFT. Ce mécanisme se déclenche dans la
cellule lors de I’accumulation de matériel au niveau du RE ou de I’accumulation de protéines mal
conformées entrainant une induction de I’autophagie afin de rétablir I’homéostasie protéique (Fouillet
et al., 2012). En cas d’échec, la cellule (en I’occurrence le neurone dans le syndrome SLA-DFT) entre

en apoptose.
2. Autophagie et stress oxydatif

Peu de temps apres la découverte de I’implication du géne SODI dans la SLA, des études ont porté sur
le stress oxydatif au niveau des régions les plus atteintes et ont mis en évidence une augmentation de
la quantité d’especes réactives de I’oxygeéne (ERO), impactant les protéines (Shaw et al., 1995), les
lipides (Shibata et al., 2001) et ’ADN (Ferrante et al., 1997). La plus grande source d’ERO est la
mitochondrie. Il a ét¢ montré que le stress oxydatif entrainait une induction de la macroautophagie
(Shao et al., 2016) ainsi que de I’AMC (Su et al., 2016). De plus, en cas de dysfonctionnement des
mitochondries, des protéines comme NIX ou parkin marqueront la membrane externe des
mitochondries altérées permettant leur acheminement vers 1’autophagosome via leur interaction avec

LC3 (Narendra et al., 2008, Rodriguez-Hernandez et al., 2009).
3. Autophagie et hypoxie

L’hypoxie est un facteur qui concerne les patients atteints de SLA puisqu’une étude a montré qu’en
plus de souffrir d’hypoxie nocturne, les patients présentent un déficit cognitif consécutif a cette
insuffisance respiratoire (Park et al., 2013). Dans le neurone, 1’hypoxie entraine une induction du
processus autophagique induit par BNPI3 lui-méme induit par HIF, le facteur majeur de 1’hypoxie

(Azad et al., 2008, Bellot et al., 2009, Song et al., 2018, Tan et al., 2018).
4.  Autophagie et réparation de ’ADN

Bien qu’ils soient associés depuis plusieurs décennies a la SLA (Tandan et al., 1987), les dommages

de I’ADN ainsi que sa réparation sont deux aspects émergeant de cette maladie.
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11 existe deux types de cassure de I’ADN : simple ou double brin. Afin de réparer les 1ésions double
brin, la cellule pourra employer la recombinaison homologue ou la recombinaison non homologue par
jonction des extrémités (RNHJE). En cas de cassure simple brin, la réparation se fait par ’'un de ces
trois mécanismes : réparation par excision d’une base (REB), réparation par excision d’un nucléotide

(REN) ou réparation des mésappariements (RM).

Des études ont mis en évidence une induction de marqueurs de la REB au niveau de la moelle épiniére
et du cortex moteur de patients atteints de SLA (Kim et al., 2004, Shaikh and Martin, 2002). Ces
dommages de I’ADN s’expliquent par plusieurs facteurs. Premiérement, parmi les génes liés a la SLA,
plusieurs sont impliqués dans la réparation de I’ADN. C’est le cas de FUS, dont la mutation ANLS
(entrainant la perte du domaine d’import nucléaire de la protéine) empéche le recrutement de FUS au
niveau du site de dommage de I’ADN, exacerbant le stress du neurone et conduisant a sa
dégénérescence (Higelin et al., 2016, Naumann et al., 2018). Les mutations de C9ORF72 (par
répétition d’un motif hexanucléotidique) sont également a 1’origine d’une vulnérabilité accrue aux
dommages de I’ADN. Ces répétitions entrainent la formation de structures appelées « boucles R » ou
« quadruplexes G » qui, lors de la transcription du brin complémentaire, sont sujettes a I’action de
nucléases, de déaminases ou d’enzymes de réparations (Moruno-Manchon et al., 2017, Skourti-
Stathaki and Proudfoot, 2014). L’induction des marqueurs de la réparation de I’ADN chez les patients
SLA s’explique également par I’important stress oxydatif au sein des neurones vulnérables. En effet, il
a ét¢ montré que les ERO étaient capables d’induire des dommages au niveau de I’ADN (Kohen and

Nyska, 2002).

Ces mécanismes de réparation peuvent étre régulés par le processus d’autophagie. Hewitt et al ont
montré que la protéine P62 régulait négativement le processus de réparation double brin de I’ADN en
dégradant par la voie protéasomale les protéines RADS51 et FLNA, deux acteurs importants dans la RH
(Hewitt et al., 2016). La méme année, une autre équipe a mis en évidence son rdle répresseur dans
I’ubiquitination de la chromatine, entrainant une répression de la réparation des cassures double brin
de ’ADN. Les mémes résultats ont été obtenus lors du blocage du processus autophagique montrant
que ce dernier favorise la réparation de I’ADN par séquestration et dégradation de P62 (Park et al.,
2014, Wang Y et al., 2016). La protéine UVRAG joue aussi un rdle dans la prise en charge de cassures
double brin. En effet, par induction de 1’autophagie, UVRAG favorise la réparation de I’ADN. II peut
¢galement former un complexe avec DDB1, DDB2, CUL4A et RBX1 au niveau du site de Iésion ce
qui permet la réparation de I’ADN (Yang et al., 2016a).

L’autophagie peut également induire la réparation des cassures simple brin en particulier par des
mécanismes de REN. Des études sur des fibroblastes murins ont montré que 1’extinction de Azg5 (et
donc le blocage de 1’autophagie) inhibait la REN par I’intermédiaire d’une répression de Xpc et d’une

rétention de DDB2 (Qiang et al., 2016). La protéine UVRAG, impliquée dans les réparations de
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cassures double brin, joue également un rdle dans la REN. Elle est recrutée au niveau du site de 1ésion
par interaction avec DDBI1 puis forme un complexe avec CUL4A et 1’ubiquitine ligase DDB2,

permettant le recrutement de XPC et la réparation de I’ADN (Yang et al., 2016b).
5. Autophagie et apoptose

Le lien entre autophagie et apoptose est encore mal caractérisé. Pourtant, certaines connections ont été
mises en évidence. Tout d’abord, I’autophagie est un processus davantage li¢ a la survie de la cellule
qu’a son entrée en apoptose en condition de stress (comme lors d’une déprivation en nutriments,
d’accumulation de protéines mal conformées ou d’ERO). Cependant, il peut arriver dans certains cas

que ce processus induise I’apoptose.

La protéine P62 joue un role majeur et ambivalent dans le devenir de la cellule. P62 peut favoriser
I’activation de NF-kB, un médiateur de la survie cellulaire par activation et poly-ubiquitination de
TRAF6 (Wooten et al., 2005). De plus P62 peut cibler la dégradation de protéines pro-apoptotiques
comme la caspase 8 (Hou et al., 2010). Néanmoins, P62 a également ét¢ montré comme associée a la
voie pro-apoptotique, en permettant ’agrégation de CUL3, une ubiquitine-ligase activant les

récepteurs de mort DDR4 et DDRS (Jin et al., 2009).

L’inhibition de I’apoptose par 1’autophagie peut également passer par la mitophagie. En réduisant le
nombre de mitochondries, la cellule peut limiter la quantité de cytochrome C libéré dans le cytoplasme.
Radoshevich et al ont montré que I’interaction entre ATG3 et ATG12, deux protéines associées a
I’autophagie, favorisait 1’apoptose par répression de génes codant des protéines anti-apoptotiques
(Radoshevich et al., 2010). Cependant, I’induction de 1’autophagie entraine la formation du complexe
ATGS-ATG12 (voir 1I1.1.B.c. La macroautophagie) et empéche 1’interaction entre ATG12 et ATG3.

Dans ce cas de figure, I’autophagie inhiberait 1’apoptose.

Ainsi, ’ensemble de ces données tend a prouver que le processus autophagique est primordial dans la
SLA puisqu’il permet de rétablir I’homéostasie cellulaire lors de I’hypoxie, d’un stress oxydatif, d’un
stress du RE ou de I’instabilité du génome (en promouvant la réparation de I’ADN). Il est le dernier
rempart avant I’entrée de la cellule en apoptose (Figure 26). Or, dans de nombreux cas de SLA et de
DFT, ce processus est bloqué ou réprimé, empéchant un retour a I’homéostasie et promouvant

I’apoptose.
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Figure 26 : Role de I’autophagie dans I’homéostasie cellulaire

Dans la cellule, ’autophagie permet de maintenir 1’homéostasie cellulaire en réduisant le stress
oxydatif, les dommages de I’ADN et en maintenant I’homéostasie protéique. Les patients atteints de la
SLA présentent une hypoxie, une induction du stress oxydatif, de marqueurs du stress du RE et une
instabilité du génome. Ces mécanismes pathologiques peuvent exacerber les autres comme ’hypoxie
qui conduit au stress oxydatif pouvant étre a 1’origine d’un stress du RE et de dommages au niveau de
I’ADN. Chacun de ces mécanismes pathologiques conduit a I’induction de l’autophagie qui, en
conditions physiologiques, favorise un retour a I’homéostasie cellulaire. Cependant, dans de nombreux
cas de SLA, ce processus est réprimé ou bloqué menant a 1’entrée du neurone en apoptose.

189



Conclusion

190



Conclusion

La SLA et la DFT sont deux maladies neurodégénératives incurables encore peu comprises a ce jour
en raison de leur étiologie complexe et du grand nombre de mutations qui leur sont associées (plus de

400 mutations différentes répertoriées dans environ 30 genes).

Maladies multifactorielles, la SLA et la DFT sont également des maladies multicellulaires dans
lesquelles différents types cellulaires comme les neurones, la glie ou les fibres musculaires sont
affectés. De plus, les perturbations consécutives au développement de ces maladies portent sur un
grand nombre de processus au sein de ces différentes cellules, allant du stress oxydatif a I’homéostasie

protéique en passant par 1’excitotoxicité glutamatergique ou encore le transport axonal.

L’étude transcriptomique que nous avons mené nous a permis de confirmer la présence d’atteintes
multiples en montrant une forte induction de I’inflammation accompagnée d’une altération du
métabolisme lipidique avant méme 1’apparition des symptomes. A des stades plus avancés, nous avons
pu mettre en évidence une accentuation du stress oxydatif ainsi que des perturbations du transport de
neurotransmetteurs et de I’activité électrique du neurone. Cette étude est la premiére réalisée sur un
modéle de SLA-DFT exprimant le mutant CHMP2B"™ " et a un stade pré-symptomatique. Notre
étude longitudinale nous a ainsi permis de déterminer quels processus €taient altérés avant et apres la

mise en place des symptomes moteurs.

Nous avons également montré une altération de génes liés au lysosome et donc au processus
autophagique. Une étude approfondie de ce processus a révélé une perturbation de stockage
lysosomale dans les neurones exprimant CHMP2B™™", ¢’est-a-dire une incapacité de la cellule a
dégrader et recycler ses constituants élémentaires localisés dans le lysosome, accumulation
accompagnée d’une répression de ’autophagie. D’autres études de la mutation « intron 5 » évoquent
également une altération du trafic endolysosomal qui, sans réfuter ce stockage lysosomale
pathologique, ajouterait une perturbation au sein du processus autophagique. Nos données proposent
un role de la répression de Gnptab dans cette altération, par une diminution de 1’adressage des
hydrolases acides vers le lysosome. Cette hypothése nécessite de plus amples investigations en
commengant par la vérification au niveau protéique de la répression de GNPTAB. 1l serait aussi

intéressant d’analyser 1’effet d’un rétablissement de Gnptab sur le métabolisme lysosomale.

Sur I’ensemble des génes connus a ce jour comme induisant la SLA, CHMP2B est le seul lié a une
maladie de stockage lysosomale. En revanche, des altérations similaires ont été retrouvées chez des
patients DFT porteurs d’une mutation dans le géne PGRN, a ceci prés que la protéine PGRN est
associée au métabolisme lysosomale. La complexité du mutant CHMP2B™™"5 tient donc du fait que
ses mécanismes pathologiques sont liés a un gain de fonction de la protéine mutante, ce qui en fait un

cas a part dans les maladies de stockage lysosomale.
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Annexes

I.  Données supplémentaires de la publication 1

Gene Definition Fold | Adjusted
Symbol Change | p-value
Itgax Integrin Alpha X 5.02 2.17e-24
Ccl4 Chemokine (C-C Motif) Ligand 4 4.60 1.23e-22
Pdcdl Programmed Cell Death 1 4.37 2.53¢e-21
Ccl3 Chemokine (C-C Motif) Ligand 3 3.82 2.27e-16
Lgals3 Lectin, Galactose Binding, Soluble 3 3.39 3.85e-23
Trem?2 Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 2 3.08 2.64e-27
Clec7a C-Type Lectin Domain Family 7, Member A 3.07 1.62¢-13
Arlll Adp-Ribosylation Factor-Like 11 2.85 1.94e-15
Cst7 Cystatin F (Leukocystatin) 2.84 8.27e-10
Cd68 Cd68 Antigen 2.77 2.31e-24
Serpinf2 i/?ggl(; e(r02r Cysteine) Peptidase Inhibitor, Clade F, )57 5. 700-08
Mpegl Macrophage Expressed Gene 1 2.57 4.17e-13
Tgml Transglutaminase 1, K Polypeptide 2.54 8.10e-08
Ptx3 Pentraxin Related Gene 247 4.17e-13
Tyrobp Tyro Protein Tyrosine Kinase Binding Protein 242 3.65e-13
C4b Complement Component 4B (Chido Blood Group) 2.39 2.72e-21
Thyl Thymus Cell Antigen 1, Theta 2.39 2.49¢-27
Clga gggﬂ;ﬁg? Component 1, Q Subcomponent, Alpha 238 4746-10
AF251705 Cdna Sequence Af251705 2.36 8.63¢-18
Rgsl Regulator Of G-Protein Signaling 1 2.35 1.42e-06
Apocl Apolipoprotein C-1 2.34 4.58e-10
Timpl Tissue Inhibitor Of Metalloproteinase 1 2.32 1.17e-07
Gpnmb Glycoprotein (Transmembrane) Nmb 2.30 1.96e-06
Clge gﬁ;rilglement Component 1, Q Subcomponent, C )98 9.84¢-10
Cclo Chemokine (C-C Motif) Ligand 6 2.23 7.34¢-10
Clgb g(())lr;lé);lgggt Component 1, Q Subcomponent, Beta 291 1.656-12
Aspg Asparaginase Homolog (S. Cerevisiae) 2.19 1.67e-08
Sertal | oo Comr oty 1 o Copot it | 315 | 351
Lag3 Lymphocyte-Activation Gene 3 2.16 8.35e-09
Mmpl?2 Matrix Metallopeptidase 12 2.09 2.73e-05
Endou Endonuclease, Polyu-Specific 2.07 1.31e-12
Slcl5a3 Solute Carrier Family 15, Member 3 2.06 1.04e-09
Csf3r Colony Stimulating Factor 3 Receptor (Granulocyte) 2.05 4.31e-12
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A330015K06Rik
Gfap
Cd180
Tlr2
C3arl
A3
Naip5
Bcl2alb
Cd109
Glycaml
Cds4
Gprl79

Fcerlg

Ctss
Havcer?2
Lpl

Batf3
P2ry6
Ferls
Padil
Fcegr3
Hvenl
Crym
Hcar?2
H2-0b
Myolf
Irf8
C3
Cd52

Abce3

Rasal3
Slamf8
Gml13904
Dusp27

Kirb1b

Crifl

Finc

Plau
Hsdl17b3

Riken Cdna A330015K06 Gene

Glial Fibrillary Acidic Protein

Cd180 Antigen

Toll-Like Receptor 2

Complement Component 3A Receptor 1

Activating Transcription Factor 3

NIr Family, Apoptosis Inhibitory Protein 5

B Cell Leukemia/Lymphoma 2 Related Protein A1B
Cd109 Antigen

Glycosylation Dependent Cell Adhesion Molecule 1
Cdg4 Antigen

G Protein-Coupled Receptor 179

Fc Receptor, Ige, High Affinity I, Gamma
Polypeptide

Cathepsin S

Hepeatitis A Virus Cellular Receptor 2
Lipoprotein Lipase

Basic Leucine Zipper Transcription Factor, Atf-Like
3

Pyrimidinergic Receptor P2Y, G-Protein Coupled, 6
Fc Receptor-Like S, Scavenger Receptor
Peptidyl Arginine Deiminase, Type |

Fc Receptor, Igg, Low Affinity III
Hydrogen Voltage-Gated Channel 1
Crystallin, Mu

Hydroxycarboxylic Acid Receptor 2
Histocompatibility 2, O Region Beta Locus
Myosin If

Interferon Regulatory Factor 8
Complement Component 3

Cd52 Antigen

Atp-Binding Cassette, Sub-Family C (Cftr/Mrp),
Member 3

Ras Protein Activator Like 3
Slam Family Member 8
Predicted Gene 13904

Dual Specificity Phosphatase 27 (Putative)

Killer Cell Lectin-Like Receptor Subfamily B
Member 1B

Cytokine Receptor-Like Factor 1
Filamin C, Gamma
Plasminogen Activator, Urokinase

Hydroxysteroid (17-Beta) Dehydrogenase 3

2.03
2.02
2.02
2.02
2.01
2.00
1.98
1.98
1.97
1.97
1.96
1.94

1.93

1.92
1.91
1.90

1.90

1.89
1.88
1.87
1.87
1.86
1.86
1.86
1.85
1.82
1.81
1.80
1.80

1.79

1.79
1.78
1.77
1.77

1.77

1.76
1.76
1.76
1.75

2.34e-08
2.53e-21
1.12e-06
1.99e-12
5.66e-06
1.60e-07
1.09e-09
6.56e-05
2.98e-07
4.01e-04
2.02e-06
3.59e-07

1.58e-07

2.19e-08
2.76e-07
1.99e-04

2.60e-04

2.93e-09
1.02e-05
1.34e-03
2.69e-07
5.17e-06
1.47e-03
9.64¢e-04
1.15e-06
1.42e-06
1.48e-06
1.46e-09
5.73e-04

4.48e-08

7.40e-07
2.83e-03
6.45¢-04
4.30e-03

3.64e-03

1.88e-03
6.57e-09
1.35e-06
3.22e-03
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Apoe
Ptafr
Cd3001b

Tnfsf8
Gnals5
Pld4
Gipr
Cd48
Bink
Gml1681
Pdlim4
Cdl4
1llrn
Cartpt
Prrx2
Tnfaip812
Naip6
BC089491
Hpgds
Stra6l
Laptm5
Ly9
Sprria
Naip2
Gpr84
Tprg
Cyba
Gm8186
Gml15650
Lrrel7
Bcl3
Sspo
Aifl
Cd63-ps

1810062018Rik

Itgh?2

RP24-68G17.3
A330048009Rik

AU020206
Gml13868

Apolipoprotein E
Platelet-Activating Factor Receptor

Cd300 Antigen Like Family Member B

Tumor Necrosis Factor (Ligand) Superfamily,
Member 8

Guanine Nucleotide Binding Protein, Alpha 15
Phospholipase D Family, Member 4

Gastric Inhibitory Polypeptide Receptor

Cd48 Antigen

B Cell Linker

Predicted Gene 11681

Pdz And Lim Domain 4

Cd14 Antigen

Interleukin 1 Receptor Antagonist

Cart Prepropeptide

Paired Related Homeobox 2

Tumor Necrosis Factor, Alpha-Induced Protein 8-
Like 2

Nlr Family, Apoptosis Inhibitory Protein 6
Cdna Sequence Bc089491

Hematopoietic Prostaglandin D Synthase
Stra6-Like

Lysosomal-Associated Protein Transmembrane 5
Lymphocyte Antigen 9

Small Proline-Rich Protein 1A

Nlr Family, Apoptosis Inhibitory Protein 2

G Protein-Coupled Receptor 84
Transformation Related Protein 63 Regulated
Cytochrome B-245, Alpha Polypeptide
Predicted Gene 8186

Predicted Gene 15650

Leucine Rich Repeat Containing 17

B Cell Leukemia/Lymphoma 3

Sco-Spondin

Allograft Inflammatory Factor 1

Cd63 Antigen, Pseudogene

Riken Cdna 1810062018 Gene

Integrin Beta 2

Riken Cdna A330048009 Gene
Expressed Sequence Au020206
Predicted Gene 13868

1.75
1.75
1.74

1.74

1.73
1.73
1.73
1.72
1.72
1.72
1.72
1.71
1.71
1.71
1.71

1.70

1.70
1.69
1.69
1.69
1.68
1.68
1.68
1.67
1.66
1.66
1.65
1.65
1.65
1.64
1.64
1.64
1.64
1.64
1.64
1.63
1.63
1.63
1.62
1.62

1.99e-04
5.06e-08
5.34e-03

3.94e-03

3.64e-04
1.67e-08
2.57e-04
4.57e-04
1.27e-05
7.57e-06
5.52e-04
1.29e-05
6.29e-03
1.13e-03
4.58e-04

4.24e-05

2.83e-03
7.96e-03
9.44e-08
2.82e-03
5.43e-07
1.17e-03
6.70e-03
1.99e-04
1.24e-02
5.73e-03
7.32e-03
1.96e-02
1.59e-02
2.13e-02
1.24e-02
1.30e-03
5.23e-06
7.60e-04
3.52e-03
3.29e-04
2.58e-03
4.60e-05
2.48e-04
2.75e-02
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Siglecf
Gm14964
Gm37861

Hspbl

Ip6k3

Sap30bpos

Cedc36

Spata9

1lla

Zfpl185

Cd22
1700095J03Rik
Dcstamp
Gml12057

Slcd4as

RP24-496C22.5
Gml16555
Fgr
Ecell
H2-Oa
Gml13306
Cd72
Spata3
Tmprss7
Ctsd
Trhr2
Lat?

Kcenmb4

Ucn

Cd44
Uts2

Csflr
Sall4
Cyth4

Rapgef3os2
Irf5
Gm21846

Mrgprf
Nnat

Sialic Acid Binding Ig-Like Lectin F
Predicted Gene 14964

Predicted Gene, 37861

Heat Shock Protein 1

Inositol Hexaphosphate Kinase 3

Sap30 Binding Protein, Opposite Strand
Coiled-Coil Domain Containing 36
Spermatogenesis Associated 9
Interleukin 1 Alpha

Zinc Finger Protein 185

Cd22 Antigen

Riken Cdna 1700095J03 Gene
Dentrocyte Expressed Seven Transmembrane Protein

Predicted Gene 12057

Solute Carrier Family 4, Sodium Bicarbonate
Cotransporter, Member 5

Predicted Gene 16555

Gardner-Rasheed Feline Sarcoma Viral Oncogene
Homolog

Endothelin Converting Enzyme-Like 1
Histocompatibility 2, O Region Alpha Locus
Predicted Gene 13306

Cd72 Antigen

Spermatogenesis Associated 3
Transmembrane Serine Protease 7
Cathepsin D

Thyrotropin Releasing Hormone Receptor 2

Linker For Activation Of T Cells Family, Member 2

Potassium Large Conductance Calcium-Activated
Channel, Subfamily M, Beta Member 4

Urocortin

Cd44 Antigen

Urotensin 2

Colony Stimulating Factor 1 Receptor
Sal-Like 4 (Drosophila)

Cytohesin 4

Rap Guanine Nucleotide Exchange Factor (Gef) 3,
Opposite Strand 2

Interferon Regulatory Factor 5
Predicted Gene, 21846
Mas-Related Gpr, Member F

Neuronatin

1.62
1.62
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.60
1.60

1.60

1.60
1.60

1.59

1.59
1.59
1.59
1.59
1.59
1.58
1.58
1.58
1.58

1.58

1.57
1.57
1.57
1.57
1.57
1.57

1.57

1.57
1.57
1.56
1.56

2.20e-02
1.66e-02
2.27e-02
3.30e-03
1.21e-04
6.29e-03
2.91e-02
1.52e-02
2.63e-02
2.61e-03
1.84e-02
2.47e-03
3.33e-02
2.65e-02

2.39e-04

3.24e-02
2.72e-02

1.88e-02

3.42e-05
3.37e-02
2.15e-02
2.11e-02
3.19e-02
2.65e-02
1.21e-11
7.78e-03
2.18e-05

2.73e-03

3.44e-02
2.68e-03
2.45e-02
1.41e-10
3.68e-02
1.45e-06

3.11e-02

3.89e-05
3.73e-02
1.23e-02
2.26e-02
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C4a
Irs3
Gpri83
Wisp2
Gml6102
Agt
Pnoc
A2m
Fxydl
Gm37811
Kcensl
Ctsz
Uts2b
Tmie
Cnksrl
Cryba4
Tifab
Ccd37
Vef
Pitx2
Nckapll
Gm37706
Ticam?2
Clqll
Tm4sf5
Hk2
Parvg
Calch
Unc93bl
Plbi
Ly86
Cx3crl
Lyz2
A530076117Rik
Slcl4al

Hexb
Slamf9
RP23-286M3.4

Kcenh4

Complement Component 4A (Rodgers Blood Group)
Insulin Receptor Substrate 3

G Protein-Coupled Receptor 183

Wntl Inducible Signaling Pathway Protein 2

Predicted Gene 16102

Angiotensinogen (Serpin Peptidase Inhibitor, Clade A,
Member 8)

Prepronociceptin

Alpha-2-Macroglobulin

Fxyd Domain-Containing Ion Transport Regulator 1
Predicted Gene, 37811

K+ Voltage-Gated Channel, Subfamily S, 1
Cathepsin Z

Urotensin 2B

Transmembrane Inner Ear

Connector Enhancer Of Kinase Suppressor Of Ras 1

Crystallin, Beta A4

Traf-Interacting Protein With Forkhead-Associated
Domain, Family Member B

Cd37 Antigen

Vgt Nerve Growth Factor Inducible

Paired-Like Homeodomain Transcription Factor 2
Nck Associated Protein 1 Like

Predicted Gene, 37706

Toll-Like Receptor Adaptor Molecule 2
Complement Component 1, Q Subcomponent-Like 1
Transmembrane 4 Superfamily Member 5
Hexokinase 2

Parvin, Gamma

Calcitonin-Related Polypeptide, Beta

Unc-93 Homolog B1 (C. Elegans)

Phospholipase B1

Lymphocyte Antigen 86

Chemokine (C-X3-C Motif) Receptor 1
Lysozyme 2

Riken Cdna A530076117 Gene

Solute Carrier Family 14 (Urea Transporter), Member
1

Hexosaminidase B

Slam Family Member 9

Potassium Voltage-Gated Channel, Subfamily H
(Eag-Related), Member 4

1.56
1.56
1.56
1.56
1.56

1.56

1.56
1.55
1.55
1.55
1.55
1.55
1.55
1.54
1.54
1.54

1.54

1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.52
1.52

1.52

1.52
1.52
1.52

1.52

1.49e-03
3.17e-02
1.33e-03
4.87e-02
4.54e-02

7.72e-03

4.28e-03
5.16e-05
4.55e-03
1.13e-02
1.19e-03
1.10e-08
3.15e-02
1.73e-09
3.05e-02
4.95e-02

5.73e-04

5.46e-03
2.94¢-02
4.30e-02
3.84¢-06
4.28¢-02
3.16e-02
1.41e-02
4.17¢-02
7.19¢-04
3.47¢-07
5.83e-03
3.24e-03
3.79¢e-02
3.09¢e-02
5.66e-06
1.15e-02
3.20e-02

9.88e-07

2.41e-06
1.69e-02
4.25e-02

1.45e-02
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Rarres!

Fyb
Mnx1
Pamrl
Faml198a
Tnfrsfla
Fegrl
Faml79a

Nme?2
Syce2
Rprm
Gimap4
Gm21798
Gm25047
Gas2I3
Idil
Elovi2
Aspn
Hmgcsl

Olfr287
Gm21984
Cubn
Gm33366
Fam227b
Gpdl
Gm37111

Slc6as

Sgpp?
Ugt8a

Lgi2

Nat8

Hnll

Lipg
Gmil4113

RP23-240FE15.3

Gm26633
Akricl4

Retinoic Acid Receptor Responder (Tazarotene
Induced) 1

Fyn Binding Protein
Motor Neuron And Pancreas Homeobox 1

Peptidase Domain Containing Associated With
Muscle Regeneration 1

Family With Sequence Similarity 198, Member A

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily,
Member 1A

Fc Receptor, Igg, High Affinity I
Family With Sequence Similarity 179, Member A
Nme/Nm23 Nucleoside Diphosphate Kinase 2

Synaptonemal Complex Central Element Protein 2

Reprimo, Tp53 Dependent G2 Arrest Mediator
Candidate

Gtpase, Imap Family Member 4
Predicted Gene, 21798
Predicted Gene, 25047
Growth Arrest-Specific 2 Like 3

Isopentenyl-Diphosphate Delta Isomerase

Elongation Of Very Long Chain Fatty Acids
(Fenl1/Elo2, Sur4/Elo3, Yeast)-Like 2

Asporin

3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A Synthase
1

Olfactory Receptor 287

Predicted Gene 21984

Cubilin (Intrinsic Factor-Cobalamin Receptor)
Predicted Gene, 33366

Family With Sequence Similarity 227, Member B
Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1 (Soluble)

Predicted Gene, 37111

Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter
Transporter, Glycine), Member 5

Sphingosine-1-Phosphate Phosphotase 2

Udp Galactosyltransferase 8A

Leucine-Rich Repeat Lgi Family, Member 2
N-Acetyltransferase 8 (GenS-Related, Putative)
Hematological And Neurological Expressed 1-Like
Lipase, Endothelial

Predicted Gene 14113

Predicted Gene, 26633
Aldo-Keto Reductase Family 1, Member C14

1.51

1.51
1.51

1.51
1.51
1.51

1.51
1.50
1.50
1.50

1.50

0.67
0.66
0.66
0.66
0.66

0.66
0.66
0.66

0.66
0.65
0.65
0.65
0.65
0.65
0.65

0.65

0.65
0.65
0.65
0.65
0.65
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64

6.37e-05

1.16e-03
9.75e-03

3.11e-06
3.83e-04
1.75e-06

3.58e-04
2.56e-04
1.58e-02
4.80e-03

1.11e-02

2.94e-02
4.31e-02
4.28e-02
3.29¢-02
2.25e-04

4.19e-07
2.51e-02
7.36e-06

5.96¢e-09
2.00e-02
1.97¢-03
1.82¢-02
2.11e-02
1.58e-07
3.66e-03

5.02e-07

8.10e-08
3.11e-03
1.78e-08
1.88e-03
9.26e-06
4.50e-02
2.30e-02
9.00e-03
1.71e-04
1.53e-02
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Ibsp
RP23-186B18.8
4933415A4A04Rik

Gm26673
Strip2
Six4
Nkx2-2o0s
Kene3

Gm2115
Tecrl
Nirp5-ps
Drkkl
Sptssb
Steap?
Ccenjl
1700008003 Rik
Enpp3
Cxcl9
Gprs50
Gml10364
5031414D18Rik
Fmo2

Gnptab

Fbxo40
Epn3
Fam78a
Acan
Gm38103
Gm4524
Kirrel2
Zbtb16
RP23-354E8.1
Pla2g3
4930432E11Rik
Scn4b
Hoxal3
Hsdl1bl
Apln
Piprq
Syep2l

Integrin Binding Sialoprotein

Riken Cdna 4933415A04 Gene
Predicted Gene, 26673

Striatin Interacting Protein 2

Sine Oculis-Related Homeobox 4

Nk2 Homeobox 2, Opposite Strand

Potassium Voltage Gated Channel, Shaw-Related
Subfamily, Member 3

Predicted Gene 2115

Trans-2,3-Enoyl-Coa Reductase-Like

NIr Family, Pyrin Domain Containing 5, Pseudogene
Dickkopf Homolog 1 (Xenopus Laevis)

Serine Palmitoyltransferase, Small Subunit B

Six Transmembrane Epithelial Antigen Of Prostate 2
Cyclin J-Like

Riken Cdna 1700008003 Gene

Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 3
Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 9
G-Protein-Coupled Receptor 50

Predicted Pseudogene 10364

Riken Cdna 5031414D18 Gene

Flavin Containing Monooxygenase 2

N-Acetylglucosamine-1-Phosphate Transferase,
Alpha And Beta Subunits

F-Box Protein 40

Epsin 3

Family With Sequence Similarity 78, Member A
Aggrecan

Predicted Gene, 38103

Predicted Gene 4524

Kin Of Irre Like 2 (Drosophila)

Zinc Finger And Btb Domain Containing 16

Phospholipase A2, Group lii

Riken Cdna 4930432E11 Gene

Sodium Channel, Type Iv, Beta

Homeobox A13

Hydroxysteroid 11-Beta Dehydrogenase 1
Apelin

Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, Q
Synaptonemal Complex Protein 2-Like

0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63

0.63

0.63
0.63
0.62
0.62
0.62
0.62
0.62
0.62
0.62
0.61
0.61
0.61
0.61
0.61

0.60

0.60
0.60
0.60
0.60
0.59
0.59
0.59
0.59
0.58
0.58
0.56
0.56
0.56
0.55
0.55
0.55
0.54

1.24e-02
1.34¢-03
1.89¢-03
8.62e-08
4.91e-07
4.45¢-04
3.50e-02

1.33e-09

9.99¢-11
2.13e-02
2.56e-03
2.63e-02
5.60e-08
1.78e-08
1.00e-05
3.34e-06
1.63e-03
1.05e-02
2.29e-03
1.52e-02
2.73e-08
1.19e-02

7.73e-07

4.16e-05
2.66e-05
9.59¢-08
5.40e-13
3.62e-04
9.87e-06
4.53e-03
9.75e-03
9.75e-03
9.40e-05
1.22e-03
2.91e-19
3.01e-03
2.87e-10
1.67e-20
1.06e-03
4.51e-04
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Smyd1
Gml5512
Mir7688

Dio2
Gm36947

Haplnl

Calcoco?

Dmrtal
Atp2bl
Agp6
Gml10684

A730020M07Rik
Mybpc3

Chrna?2

Set And Mynd Domain Containing 1
Predicted Gene 15512

Microrna 7688

Deiodinase, lodothyronine, Type Ii
Predicted Gene, 36947

Hyaluronan And Proteoglycan Link Protein 1

Calcium Binding And Coiled-Coil Domain 2

Doublesex And Mab-3 Related Transcription Factor
Like Family Al

Atpase, Ca++ Transporting, Plasma Membrane 1
Aquaporin 6

Predicted Gene 10684

Riken Cdna A730020M07 Gene

Myosin Binding Protein C, Cardiac

Cholinergic Receptor, Nicotinic, Alpha Polypeptide 2
(Neuronal)

0.53
0.53
0.53
0.50
0.50
0.50
0.48

0.48

0.46
0.45
0.44
0.37
0.27

0.26

1.35e-05
3.33e-05
1.14e-04
1.74e-06
1.03e-04
1.92e-09
3.23e-05

2.44e-05

1.10e-20
1.56e-09
1.64e-08
1.27e-12
3.53e-19

6.55e-35

Supplementary table 2 : Genes with altered expression in CHMP2B"™ mice compared to non-
transgenic littermates at asymptomatic stage. Genes were selected as follow: adjusted p-value <0.05;

FC<0.67 or>1.5.
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Gene Definition Fold Adjusted
Symbol Change | p-value
Avil Advillin 4.71 7.77e-28
. Phosphoinositide-Interacting Regulator Of Transient
Pirt Receptor Potential Channels 4.36 9.37e-23
Tusc5 Tumor Suppressor Candidate 5 4.27 1.59¢-22
Fxyd2 Fxyd Domain-Containing Ion Transport Regulator 2 3.75 5.78e-19
Scnlla Sodium Channel, Voltage-Gated, Type Xi, Alpha 3.51 7.51e-26
Transient Receptor Potential Cation Channel,
Trpvl Subfamily V, Member 1 - 3-33e-15
Solute Carrier Family 17 (Sodium-Dependent
Sellsfey Inorganic Phosphate Cotransporter), Member 7 K2 3.80e-23
Ntrkl Neurotrophic Tyrosine Kinase, Receptor, Type 1 3.36 6.87e-18
Acpp Acid Phosphatase, Prostate 3.32 2.85e-15
Eapie Il)g)tem Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 298 3 750-12
Prdmli2 Pr Domain Containing 12 2.95 4.30e-21
Tmem45b Transmembrane Protein 45B 2.95 1.27e-18
Tmem?79 Transmembrane Protein 79 2.88 1.05e-10
Lpar3 Lysophosphatidic Acid Receptor 3 2.86 2.80e-10
Glial Cell Line Derived Neurotrophic Factor Family
Gfra3 Receptor Alpha 3 2.84 2.80e-10
Asic3 Acid-Sensing (Proton-Gated) Ion Channel 3 2.75 3.05e-09
Alpha 1,3-Galactosyltransferase 2
AR (Isoglobotriaosylceramide Synthase) e 6.23¢-09
Trappc3l Trafficking Protein Particle Complex 3 Like 2.63 9.84e-13
Ptgir Prostaglandin I Receptor (Ip) 2.56 2.66e-08
Transient Receptor Potential Cation Channel,
gz Subfamily M, Member 8 SR 1.83e-10
Mmp25 Matrix Metallopeptidase 25 2.47 7.53e-08
Six1 Sine Oculis-Related Homeobox 1 245 5.01e-10
Amigo3 Adhesion Molecule With Ig Like Domain 3 2.44 3.13e-07
C4b Complement Component 4B (Chido Blood Group) 242 2.02e-18
Tmem?72 Transmembrane Protein 72 2.39 1.40e-09
Fam89a Family With Sequence Similarity 89, Member A 2.39 3.83e-07
Ctxn3 Cortexin 3 2.38 3.33e-09
Pou4f3 Pou Domain, Class 4, Transcription Factor 3 2.36 8.53e-07
Gm7271 Predicted Gene 7271 2.35 5.33e-08
Nmb Neuromedin B 2.31 1.15e-07
Fami19a3 Family With Sequence Similarity 19, Member A3 2.30 1.48e-06
P23 I;urmerglc Receptor P2X, Ligand-Gated Ion Channel, 297 3 456-06
Isl] Isl1 Transcription Factor, Lim/Homeodomain 2.24 3.40e-07
Mrgprd Mas-Related Gpr, Member D 2.23 3.82e-15
Isl2 Insulin Related Protein 2 (Islet 2) 2.17 1.29¢-05
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Slc7a7

ScnlOa
Dok4
Apocl
Calca
Ppmlj
Agpl
Ppefl
Gpr35
Dnahl4
Baiap2l1
Ptgdr
Scn9a
Crip3
Chrna6
Famli50b
Tmem?233

Slc39a2

Cdkl5
C4a
Sytl3
Hsd17b3
Gadll
Wisp2
Cardl4
D930028M14Rik
Serinc2
Npitx2

Trpal
Vill
Piezo2
Lgals3
Ngfr
Tagin2
Ccdc68
Ovgpl

Gmll1549
Otoa

Solute Carrier Family 7 (Cationic Amino Acid
Transporter, Y+ System), Member 7

Sodium Channel, Voltage-Gated, Type X, Alpha
Docking Protein 4

Apolipoprotein C-I

Calcitonin/Calcitonin-Related Polypeptide, Alpha
Protein Phosphatase 1J

Aquaporin 1

Protein Phosphatase With Ef Hand Calcium-Binding
Domain 1

G Protein-Coupled Receptor 35

Dynein, Axonemal, Heavy Chain 14
Bail-Associated Protein 2-Like 1

Prostaglandin D Receptor

Sodium Channel, Voltage-Gated, Type Ix, Alpha
Cysteine-Rich Protein 3

Cholinergic Receptor, Nicotinic, Alpha Polypeptide 6
Family With Sequence Similarity 150, Member B

Transmembrane Protein 233

Solute Carrier Family 39 (Zinc Transporter), Member
2

Cyclin-Dependent Kinase 15

Complement Component 4A (Rodgers Blood Group)
Synaptotagmin-Like 3

Hydroxysteroid (17-Beta) Dehydrogenase 3
Glutamate Decarboxylase-Like 1

Wntl Inducible Signaling Pathway Protein 2
Caspase Recruitment Domain Family, Member 14
Riken Cdna D930028M 14 Gene

Serine Incorporator 2

Neuronal Pentraxin 2

Transient Receptor Potential Cation Channel,
Subfamily A, Member 1

Villin-Like

Piezo-Type Mechanosensitive lon Channel
Component 2

Lectin, Galactose Binding, Soluble 3

Nerve Growth Factor Receptor (Tnfr Superfamily,
Member 16)

Transgelin 2

Coiled-Coil Domain Containing 68
Oviductal Glycoprotein 1
Predicted Gene 11549

Otoancorin

2.16

2.15
2.13
2.12
2.10
2.08
2.07

2.06

2.06
2.06
2.05
2.05
2.04
2.03
2.03
2.02
2.01

1.99

1.98
1.97
1.96
1.94
1.93
1.93
1.92
1.92
1.92
1.92

1.91
1.91
1.90
1.89
1.89

1.89
1.88
1.88
1.87
1.87

3.43e-06

3.8%¢-15
7.65e-06
3.50e-07
8.14e-06
5.52e-05
4.97e-05

5.92e-05

8.63e-06
5.06e-05
8.49¢-05
3.63e-05
2.58e-05
1.08e-07
3.11e-05
1.29e-04
1.37e-12

2.29e-10

5.38e-05
3.13e-07
3.04e-04
2.50e-04
2.18e-04
3.05e-04
9.62¢-05
4.05e-04
1.56e-04
5.93e-06

4.76e-04
6.72e-06
3.34e-04
1.26e-05
6.58e-04

1.46e-06
6.09e-04
6.17e-07
6.51e-04
7.04e-04
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Prph
Gml6551

Wnt6

Crabp?
Tspan8
Sspo
Ppl
Myola
Comp
Adgrg?2
Plcb3
Thyl
Tecta
Gm26814
Calch
Hspbl
Ttll3
Gm765
Prrx2
Ucn2

Gabrr2
F2ri2
Stac

Arhgap28
Aire

1520401403Rik
RP24-7946.8
RP23-169H9.3
Stbd 1
Uts2
Aplg?
1700124L16Rik
RP23-394G5.2
Cartpt

Plekhg4

Muc?2
Cckar

Peripherin

Predicted Gene 16551

Wingless-Type Mmtv Integration Site Family,
Member 6

Cellular Retinoic Acid Binding Protein Ii
Tetraspanin 8

Sco-Spondin

Periplakin

Myosin la

Cartilage Oligomeric Matrix Protein
Adhesion G Protein-Coupled Receptor G2
Phospholipase C, Beta 3

Thymus Cell Antigen 1, Theta

Tectorin Alpha

Predicted Gene, 26814

Calcitonin-Related Polypeptide, Beta
Heat Shock Protein 1

Tubulin Tyrosine Ligase-Like Family, Member 3
Predicted Gene 765

Paired Related Homeobox 2

Urocortin 2

Gamma-Aminobutyric Acid (Gaba) C Receptor,
Subunit Rho 2

Coagulation Factor Ii (Thrombin) Receptor-Like 2

Src Homology Three (Sh3) And Cysteine Rich
Domain

Rho Gtpase Activating Protein 28

Autoimmune Regulator (Autoimmune
Polyendocrinopathy Candidiasis Ectodermal
Dystrophy)

Riken Cdna 1520401A03 Gene

Starch Binding Domain 1

Urotensin 2

Adaptor Protein Complex Ap-1, Gamma 2 Subunit
Riken Cdna 1700124L16 Gene

Cart Prepropeptide

Pleckstrin Homology Domain Containing, Family G
(With Rhogef Domain) Member 4

Mucin 2
Cholecystokinin A Receptor

1.86
1.85

1.85

1.85
1.84
1.84
1.82
1.82
1.82
1.81
1.81
1.80
1.79
1.79
1.79
1.78
1.78
1.78
1.78
1.77

1.77
1.76
1.75
1.75

1.75

1.74
1.74
1.74
1.74
1.74
1.74
1.74
1.74
1.74

1.73

1.73
1.73

3.02e-04
2.85e-04

4.24e-04

3.04e-04
3.03e-05
7.01e-05
3.86e-04
4.11e-04
2.32e-04
3.03e-05
8.03e-05
2.80e-10
2.15e-03
1.30e-03
8.03e-05
2.76e-04
1.02e-04
2.39e-03
2.02e-04
1.29e-03

2.35e-03
2.05e-05
2.38e-08
2.52e-03

3.16e-03

3.84e-03
1.10e-03
1.49e-04
3.04e-03
2.37e-03
1.35e-04
2.91e-04
4.17e-03
8.94e-04

2.99¢e-05

1.30e-03
8.93e-04
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BC051142
Th
Runx1
Htr3b
H2-M6-ps
Ctrl
Kenip?2

Slc22al8

Osbpl3
1700011103Rik
Hhipl2
Gprl79
C77080
Bves
Rspo4
mmu-mir-409
Gml16334
A730011C13Rik
Zmyndl0
RP24-232H5.2
Dnasell?
Sall4
Chrnb3

Gnb3
Prked
Rprm

Catip
Gmo6030
Glil
Odf4
493142911 1 Rik
Colb6al
1l31ra
Gm29374
Retn
Zfp57
Atoh8
Fmo4
Aldob

Cdna Sequence Bc051142

Tyrosine Hydroxylase

Runt Related Transcription Factor 1
5-Hydroxytryptamine (Serotonin) Receptor 3B
Histocompatibility 2, M Region Locus 6, Pseudogene
Chymotrypsin-Like

Kv Channel-Interacting Protein 2

Solute Carrier Family 22 (Organic Cation
Transporter), Member 18

Oxysterol Binding Protein-Like 3
Riken Cdna 1700011103 Gene
Hedgehog Interacting Protein-Like 2
G Protein-Coupled Receptor 179
Expressed Sequence C77080

Blood Vessel Epicardial Substance
R-Spondin Family, Member 4
Mmu-Mir-409

Predicted Gene 16334

Riken Cdna A730011C13 Gene
Zinc Finger, Mynd Domain Containing 10

Deoxyribonuclease 1-Like 2
Sal-Like 4 (Drosophila)
Cholinergic Receptor, Nicotinic, Beta Polypeptide 3

Guanine Nucleotide Binding Protein (G Protein), Beta
3

Protein Kinase C, Delta

Reprimo, Tp53 Dependent G2 Arrest Mediator
Candidate

Ciliogenesis Associated Ttc17 Interacting Protein
Predicted Gene 6030

Gli-Kruppel Family Member Glil
Outer Dense Fiber Of Sperm Tails 4
Riken Cdna 4931429111 Gene
Collagen, Type Vi, Alpha 1
Interleukin 31 Receptor A

Predicted Gene 29374

Resistin

Zinc Finger Protein 57

Atonal Homolog 8 (Drosophila)
Flavin Containing Monooxygenase 4

Aldolase B, Fructose-Bisphosphate

1.73
1.73
1.73
1.72
1.72
1.72
1.72

1.72

1.71
1.71
1.71
1.71
1.71
1.71
1.70
1.70
1.70
1.70
1.70
1.69
1.69
1.68
1.68

1.67
1.67
1.67

1.67
1.67
1.66
1.66
1.66
1.66
1.66
1.66
1.66
1.65
1.65
1.65
1.64

2.93e-06
3.06e-04
3.86e-03
3.77e-03
3.80e-03
1.73e-04
2.88e-09

3.10e-03

4.29¢-04
5.04e-03
3.53e-05
2.90e-04
1.88e-04
3.42e-03
4.91e-03
5.70e-03
6.15e-03
3.13e-07
1.20e-04
6.32e-03
1.50e-04
6.83e-03
1.41e-03

2.69e-03
1.43e-06
7.59e-04

4.22e-05
3.62e-04
1.52e-03
2.35e-03
1.02e-03
1.28e-04
4.36e-03
1.76e-03
8.07e-03
3.14e-10
9.94e-04
7.08e-03
1.30e-03
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B3gnt8
Crb2
Kenh4

1810020005Rik
4933408B17Rik
Rasgrpl
Hcar?2
Kensl
Prdmé6
Akrlcl
Slc47al
Runx3
Npclll

Klrg2

Chrml
Sstr
Cacnb3
Mapkl5
AA914427
RP23-297M4.4

Ppplria

Gml10714
Ssc5d
Insrr

Gmli1419
Tnni3
Crhr2

Gml6102

Slcdall

Gm38157
Rab3d
Gml10030
WI1-2080J1.2
Dnasell3
Ucn
Gm27184
Lamc2
Chial

Udp-Glcnac:Betagal Beta-1,3-N-
Acetylglucosaminyltransferase 8

Crumbs Family Member 2

Potassium Voltage-Gated Channel, Subfamily H (Eag-
Related), Member 4

Riken Cdna 1810020005 Gene

Riken Cdna 4933408B17 Gene

Ras Guanyl Releasing Protein 1
Hydroxycarboxylic Acid Receptor 2

K+ Voltage-Gated Channel, Subfamily S, 1

Pr Domain Containing 6

Aldo-Keto Reductase Family 1, Member C-Like
Solute Carrier Family 47, Member 1

Runt Related Transcription Factor 3

Npcl-Like 1

Killer Cell Lectin-Like Receptor Subfamily G,
Member 2

Cholinergic Receptor, Muscarinic 1, Cns
Somatostatin Receptor 5

Calcium Channel, Voltage-Dependent, Beta 3 Subunit
Mitogen-Activated Protein Kinase 15

Est Aa914427

Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit
1A

Predicted Gene 10714

Scavenger Receptor Cysteine Rich Family, 5 Domains
Insulin Receptor-Related Receptor

Predicted Gene 11419

Troponin I, Cardiac 3

Corticotropin Releasing Hormone Receptor 2

Predicted Gene 16102

Solute Carrier Family 4, Sodium Bicarbonate
Transporter-Like, Member 11

Predicted Gene, 38157
Rab3D, Member Ras Oncogene Family
Predicted Gene 10030

Deoxyribonuclease 1-Like 3
Urocortin

Predicted Gene 27184
Laminin, Gamma 2
Chitinase, Acidic 1

1.64
1.64
1.64

1.64
1.64
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63

1.63

1.62
1.62
1.62
1.62
1.62
1.62

1.62

1.62
1.62
1.62
1.62
1.61
1.61
1.61

1.61

1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61

1.14e-02
2.46e-04
2.04e-03

1.35e-03
8.59¢-05
4.94e-03
1.03e-02
3.90e-04
1.26e-02
1.20e-02
3.06e-03
1.13e-02
1.76e-03

3.36e-03

5.82e-04
9.62¢-03
2.70e-04
7.91e-03
1.62e-03
3.30e-03

8.71e-04

5.13e-03
2.18e-04
7.97e-03
8.22e-03
2.82e-03
4.57e-04
1.50e-02

3.52e-03

1.08e-02
3.83e-03
1.47e-03
1.38e-02
1.24e-02
1.01e-02
4.91e-03
8.31e-03
3.93e-03
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Crym
Slc47a2
Clecl8a
Poudfl

BC089491
4930526L06Rik

Nprl

Dmkn

Sncg

Cpne7

Thpo

Gm37999

Misp
Gotlll
Sle5a4b

Tmc4
Dgkz
Agtrla
Gm13301
Gent2
Socs1
MyhS8
RP24-260H22.2
Gm16364
Kcenmbl

Omp
Sctr

Eif4ebpl

Ptgds
Anxa2

Hen3

Cnga2
AU022754
Gml7116
Prokrl
RP23-86H7.3
Acrbp
Cfap126

Crystallin, Mu

Solute Carrier Family 47, Member 2

C-Type Lectin Domain Family 18, Member A
Pou Domain, Class 4, Transcription Factor 1
Cdna Sequence Bc089491

Riken Cdna 4930526106 Gene

Natriuretic Peptide Receptor 1

Dermokine

Synuclein, Gamma

Copine Vii

Thrombopoietin

Predicted Gene, 37999

Mitotic Spindle Positioning
Glutamic-Oxaloacetic Transaminase 1-Like 1

Solute Carrier Family 5 (Neutral Amino Acid
Transporters, System A), Member 4B

Transmembrane Channel-Like Gene Family 4
Diacylglycerol Kinase Zeta
Angiotensin Ii Receptor, Type 1A

Predicted Gene 13301

Glucosaminyl (N-Acetyl) Transferase 2, [-Branching
Enzyme
Suppressor Of Cytokine Signaling 1

Myosin, Heavy Polypeptide 8, Skeletal Muscle,
Perinatal

Predicted Gene 16364

Potassium Large Conductance Calcium-Activated
Channel, Subfamily M, Beta Member 1

Olfactory Marker Protein

Secretin Receptor

Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding
Protein 1

Prostaglandin D2 Synthase (Brain)

Annexin A2

Hyperpolarization-Activated, Cyclic Nucleotide-Gated
K+3

Cyclic Nucleotide Gated Channel Alpha 2
Expressed Sequence Au022754
Predicted Gene 17116

Prokineticin Receptor 1

Proacrosin Binding Protein
Cilia And Flagella Associated Protein 126

1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.59
1.59

1.59

1.59
1.59
1.59
1.59

1.58
1.58
1.58

1.58
1.58

1.58

1.58
1.58

1.58

1.58
1.58

1.58

1.58
1.57
1.57
1.57
1.57
1.57
1.57

1.64e-02
1.40e-02
1.70e-02
2.13e-03
1.48e-02
5.86e-03
5.18e-05
1.73e-04
6.37e-03
9.43e-04
1.41e-03
1.04e-02
1.54e-02
1.38e-02

1.77e-02

2.25e-05
2.18e-03
6.85e-03
1.18e-02

8.83e-03
1.90e-02
1.79e-02

2.07e-02
2.03e-02

6.65¢-03

1.26e-02
6.90e-03

4.21e-03

1.47e-02
1.04e-03

2.89¢-03

1.84e-02
1.17e-03
8.77e-03
2.18e-02
1.10e-02
1.35e-04
1.01e-03
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RP24-187P11.4
1700016P03Rik
Gm37490
Als2cl
1700024P16Rik
Gml3425
Ly86
1700003M02Rik
Batf3
Bceol
A830036E02Rik
Grhl3
0610009E02Rik
Pxdn
Flt3l
Tbx6
Atgl612

Nek5

Gml15708

Gm37967

Gm26736
Tektl

Slc2a4

Mugl
Trim72
Thh
Gml5675
ThcldlOc
Map3kl5
Lrre71
Tdrd9
Pdlim4
Stx2
2900022M0O7Rik
Lgals4
Hmcen2
Prox2os
E530001F21Rik
Cedc2?2
Asprvl

Riken Cdna 1700016P03 Gene
Predicted Gene, 37490

Als2 C-Terminal Like

Riken Cdna 1700024P16 Gene
Predicted Gene 13425

Lymphocyte Antigen 86

Riken Cdna 1700003M02 Gene
Basic Leucine Zipper Transcription Factor, Atf-Like 3
Beta-Carotene Oxygenase 1

Riken Cdna A830036E02 Gene
Grainyhead-Like 3 (Drosophila)
Riken Cdna 0610009E02 Gene
Peroxidasin Homolog (Drosophila)
Fms-Like Tyrosine Kinase 3 Ligand
T-Box 6

Autophagy Related 16-Like 2 (S. Cerevisiae)

Nima (Never In Mitosis Gene A)-Related Expressed
Kinase 5

Predicted Gene 15708
Predicted Gene, 37967
Predicted Gene, 26736

Tektin 1

Solute Carrier Family 2 (Facilitated Glucose
Transporter), Member 4

Murinoglobulin 1

Tripartite Motif-Containing 72

Indian Hedgehog

Predicted Gene 15675

Tbcl Domain Family, Member 10C
Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 15
Leucine Rich Repeat Containing 71
Tudor Domain Containing 9

Pdz And Lim Domain 4

Syntaxin 2

Riken Cdna 2900022M07 Gene
Lectin, Galactose Binding, Soluble 4
Hemicentin 2

Prospero Homeobox 2 Opposite Strand
Riken Cdna E530001F21 Gene
Coiled-Coil Domain Containing 22
Aspartic Peptidase, Retroviral-Like 1

1.57
1.57
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56

1.55

1.55
1.55
1.55
1.55

1.55

1.55
1.55
1.55
1.55
1.55
1.55
1.55
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54

1.20e-02
1.71e-02
9.65e-03
9.15e-05
2.12e-02
1.08e-07
1.43e-02
5.48e-04
1.83e-02
1.51e-02
2.13e-02
1.79e-02
2.42e-03
3.42e-08
3.81e-04
1.03e-02
2.67e-05

5.03e-03

7.02e-03
2.68e-02
2.43e-02
6.25e-04

1.02e-03

2.71e-02
1.64e-02
1.91e-02
5.22e-04
1.20e-02
3.85e-06
1.26e-03
2.90e-02
9.65e-03
3.23e-09
1.66e-02
1.96e-05
2.48e-02
1.96e-05
1.73e-02
3.98e-03
2.97e-02
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4931423N10Rik
9430097D07Rik
Dgkh
Ager
RP24-360B3.2
S100al0
Gm7061
Lpar5
Kenvl
Hspb8
Aloxe3
Cd44

Slc6al9
Amyl
Gm37706
Podn

Agt

Galnt5

Snedl
Cldn2
Endou
Dusp5

Rarresl
Bcam
Kcnj4

Gml13199
Apela
Parvaos
Ngb
Gml7641
Thbs3
Tmo6sf2
A3
RP24-105K16.2
Bcl3
Gm4980

Slc6al2

Riken Cdna 4931423N10 Gene
Riken Cdna 9430097D07 Gene

Diacylglycerol Kinase, Eta

Advanced Glycosylation End Product-Specific
Receptor

S100 Calcium Binding Protein A10 (Calpactin)
Predicted Gene 7061

Lysophosphatidic Acid Receptor 5

Potassium Channel, Subfamily V, Member 1
Heat Shock Protein 8

Arachidonate Lipoxygenase 3

Cd44 Antigen

Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter
Transporter), Member 19

Amylase 1, Salivary
Predicted Gene, 37706
Podocan

Angiotensinogen (Serpin Peptidase Inhibitor, Clade A,
Member 8)
Udp-N-Acetyl-Alpha-D-Galactosamine:Polypeptide
N-Acetylgalactosaminyltransferase 5

Sushi, Nidogen And Egf-Like Domains 1

Claudin 2
Endonuclease, Polyu-Specific

Dual Specificity Phosphatase 5

Retinoic Acid Receptor Responder (Tazarotene
Induced) 1

Basal Cell Adhesion Molecule

Potassium Inwardly-Rectifying Channel, Subfamily J,
Member 4

Predicted Gene 13199

Apelin Receptor Early Endogenous Ligand
Parvin, Alpha, Opposite Strand
Neuroglobin

Predicted Gene, 17641

Thrombospondin 3

Transmembrane 6 Superfamily Member 2

Activating Transcription Factor 3

B Cell Leukemia/Lymphoma 3

Predicted Gene 4980

Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter
Transporter, Betaine/Gaba), Member 12

1.54
1.54
1.54

1.54

1.54
1.54
1.54
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53

1.53

1.53
1.53
1.53

1.53

1.53

1.53
1.53
1.53
1.53

1.53
1.52
1.52

1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52

1.52

2.44e-02
1.10e-02
2.29e-02

2.65e-02

3.11e-02
1.37e-03
1.56e-02
2.96e-02
1.92e-02
1.91e-07
2.07e-03
6.41e-03

1.73e-02

2.66e-05
3.19e-02
7.17e-03

1.10e-02

3.09e-02

8.03e-05
3.22e-02
8.24e-04
1.05e-03

2.18e-04
2.77e-02
3.62e-02

7.17e-03
1.60e-02
2.96e-02
3.95e-05
3.09e-02
7.46e-04
1.09e-02
8.26e-03
3.28e-02
3.19e-02
2.92e-03

1.60e-02
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Cilp2
Tacl
Rtn4rll
Osrl
1600020E01Rik
Stk36
Upkla
Saa2
9430025C20Rik
Ccll7
Proser3
Rtbdn
Nnat
Gm27239
Vax2os
Lspl
Magel?
D130019J16Rik
Myolh
Clicl
Gm8738
RP23-301C7.2
Fam71d

Kenjl3

Xlrdc
WII1-535J9.1

Arsi
Utp14b

Mobp
Cdhi?2
Itgh3
Dok6

Kirbla

Znf41-ps
8030453022Rik
Fami01b
Pcdhbll
Trim37
Gm26397

Cartilage Intermediate Layer Protein 2
Tachykinin 1

Reticulon 4 Receptor-Like 1
Odd-Skipped Related 1 (Drosophila)
Riken Cdna 1600020E01 Gene
Serine/Threonine Kinase 36
Uroplakin 1A

Serum Amyloid A 2

Riken Cdna 9430025C20 Gene
Chemokine (C-C Motif) Ligand 17
Proline And Serine Rich 3
Retbindin

Neuronatin

Predicted Gene 27239

Ventral Anterior Homeobox 2, Opposite Strand
Lymphocyte Specific 1

Melanoma Antigen, Family L, 2
Riken Cdna D130019J16 Gene
Myosin 1H

Chloride Intracellular Channel 1
Predicted Gene 8738

Family With Sequence Similarity 71, Member D

Potassium Inwardly-Rectifying Channel, Subfamily J,

Member 13
X-Linked Lymphocyte-Regulated 4C

Arylsulfatase |

Utp14, U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein,
Homolog B (Yeast)

Myelin-Associated Oligodendrocytic Basic Protein
Cadherin 12
Integrin Beta 3

Docking Protein 6

Killer Cell Lectin-Like Receptor Subfamily B
Member 1A

Znf41, Pseudogene

Riken Cdna 8030453022 Gene

Family With Sequence Similarity 101, Member B
Protocadherin Beta 11

Tripartite Motif-Containing 37

Predicted Gene, 26397

1.52
1.52
1.52
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.50
1.50
1.50
1.50
1.50

1.50

1.50
1.50
1.50

0.67

0.67
0.67
0.67
0.67

0.67

0.67
0.67
0.67
0.67
0.67
0.67

3.83e-02
4.43e-06
3.39e-04
3.90e-02
1.80e-06
4.76e-05
1.45e-02
3.83e-02
2.64e-02
3.91e-02
7.57e-04
2.18e-02
2.76e-02
2.51e-02
2.59e-02
1.06e-03
1.08e-03
2.65e-02
8.29e-03
1.38e-04
4.38e-02
2.42e-02
3.35e-02

3.60e-02

4.32e-02
1.38e-02
4.40e-02

5.70e-03

6.72e-06
1.47e-02
3.10e-04
2.92e-02

2.59e-02

4.11e-02
3.77e-02
4.24e-05
4.37e-03
9.74e-06
3.76e-02
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Gpcs5
Kmo

Adgrl4
Zfp871
Gmi5631
Lpar6
Gm21984
Pcdhgall
Fam198b
Gmi3387
Etl4
Gas2!3
Gmi12663
Pcdhgb2
Itga?
Gm37268
Gml7382

Nek2

Gml7732
Gm20632
Adgrf5
Epha6
Rab7b
Uhmkl
Gmi3091

Slcl6al4

Ston2
Pcdhga7
Unc5b
Ankrd34b
Mob3b
Gm37242
Fam217a

Elovi2

Dmpl

Sptssb
Gmi13832

MS5CI1000118Rik
Megf11

Glypican 5

Kynurenine 3-Monooxygenase (Kynurenine 3-
Hydroxylase)

Adhesion G Protein-Coupled Receptor L4
Zinc Finger Protein 871

Predicted Gene 15631

Lysophosphatidic Acid Receptor 6
Predicted Gene 21984

Protocadherin Gamma Subfamily A, 10
Family With Sequence Similarity 198, Member B
Predicted Gene 13387

Enhancer Trap Locus 4

Growth Arrest-Specific 2 Like 3
Predicted Gene 12663

Protocadherin Gamma Subfamily B, 2
Integrin Alpha 2

Predicted Gene, 37268

Predicted Gene, 17382

Nima (Never In Mitosis Gene A)-Related Expressed
Kinase 2

Predicted Gene, 17732

Predicted Gene 20632

Adhesion G Protein-Coupled Receptor F5
Eph Receptor A6

Rab7B, Member Ras Oncogene Family
U2Af Homology Motif (Uhm) Kinase 1

Predicted Gene 13091

Solute Carrier Family 16 (Monocarboxylic Acid
Transporters), Member 14

Stonin 2

Protocadherin Gamma Subfamily A, 7
Unc-5 Homolog B (C. Elegans)
Ankyrin Repeat Domain 34B

Mob Kinase Activator 3B

Predicted Gene, 37242

Family With Sequence Similarity 217, Member A

Elongation Of Very Long Chain Fatty Acids
(Fenl/Elo2, Sur4/Elo3, Yeast)-Like 2

Dentin Matrix Protein 1

Serine Palmitoyltransferase, Small Subunit B
Predicted Gene 13832

Riken Cdna M5C1000I18 Gene

Multiple Egf-Like-Domains 11

0.67
0.67

0.67
0.67
0.67
0.67
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66

0.66

0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66

0.66

0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66

0.66

0.66
0.66
0.66
0.65
0.65

2.48e-03
3.80e-02

1.51e-03
1.67e-02
8.54e-04
1.59e-04
2.04e-02
1.39e-02
5.01e-03
2.44e-02
3.96e-07
2.41e-02
7.02e-03
1.52e-02
3.94e-02
3.88e-02
1.26e-03

1.47e-02

4.52e-03
2.39e-02
2.38e-06
1.78e-02
3.05e-04
6.54e-04
1.71e-02

2.02e-03

9.07e-03
1.41e-02
3.38e-04
4.33e-05
4.07e-04
1.02e-02
3.53e-02

5.05e-06

7.21e-04
2.41e-05
2.42e-02
1.34e-02
2.02e-15
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Gml5319
Alx4
Arhgap5
Lnpep
Hso6st3
4930455GO9Rik
D130040H23Rik

Slc30al
Map2k6

Nexn

Tcf23
Cenjl

Prkag3

953008001 1Rik
Cxcll2
Gml15880
Slc25a34
Nkain3
Pcdhgal8

Dmrtal

Abcc9

A930006101Rik
Gm9938

Atp8a?

Gm37776
Gm26519
Gmli2198
Spinkl0
Pon3
Abcd?2

Kceng4

2310069G16Rik
Histlh2be
Gml13293

Ankfnl

mt-Nd2
Lctl

Predicted Gene 15319

Aristaless-Like Homeobox 4

Rho Gtpase Activating Protein 5
Leucyl/Cystinyl Aminopeptidase
Heparan Sulfate 6-O-Sulfotransferase 3
Riken Cdna 4930455G09 Gene

Riken Cdna D130040H23 Gene

Solute Carrier Family 30 (Zinc Transporter), Member
1

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 6
Nexilin

Transcription Factor 23

Cyclin J-Like

Protein Kinase, Amp-Activated, Gamma 3 Non-
Catatlytic Subunit

Riken Cdna 9530080011 Gene
Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 12
Predicted Gene 15880

Solute Carrier Family 25, Member 34
Na+/K+ Transporting Atpase Interacting 3

Protocadherin Gamma Subfamily A, 8

Doublesex And Mab-3 Related Transcription Factor
Like Family Al

Atp-Binding Cassette, Sub-Family C (Cftr/Mrp),
Member 9

Riken Cdna A930006101 Gene

Predicted Gene 9938

Atpase, Aminophospholipid Transporter-Like, Class I,
Type 8A, Member 2

Predicted Gene, 37776

Predicted Gene, 26519

Predicted Gene 12198

Serine Peptidase Inhibitor, Kazal Type 10
Paraoxonase 3

Atp-Binding Cassette, Sub-Family D (Ald), Member 2

Potassium Voltage-Gated Channel, Subfamily G,
Member 4

Riken Cdna 2310069G16 Gene
Histone Cluster 1, H2Be

Predicted Gene 13293

Ankyrin-Repeat And Fibronectin Type lii Domain
Containing 1
Mitochondrially Encoded Nadh Dehydrogenase 2

Lactase-Like

0.65
0.65
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0.65
0.65
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0.65
0.65
0.65

0.65

0.65

0.65
0.65

0.65

0.65
0.65
0.65
0.65
0.65
0.65

0.65

0.65
0.65
0.65

0.65

0.65
0.64

3.33e-02
1.26e-02
1.85e-02
2.76e-02
2.01e-02
1.57e-02
2.05e-02

2.24e-04

1.02e-04
7.64e-06
1.24e-02
8.45e-04

1.47e-02

6.25e-03
1.62¢-03
3.02e-02
9.42¢-03
1.57e-02
1.26e-02

2.86e-02

1.20e-03

2.96e-02
2.25e-02

5.04e-03

7.97e-03
2.77e-02
2.21e-02
4.00e-03
2.66e-03
6.97e-05

1.96e-05

2.49e-04
4.06e-03
3.46e-04

2.13e-02

3.15e-04
2.91e-03
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A330069K06Rik
Slc6a4

Hcen?2

Gm36944
Gm26723
Kihi4
Fzd4
Pcdh9
Robol

Nipal

Gm9581
Itgal

Cyp2j12
RP23-267021.3

1700063D05Rik
Bceasl

Trp53inp2
Gm25835
Kcna?2

Gm816
Pcdhgbl

Serpindl

4930578C19Rik
Pcdhb21
Gml15697
1700008003 Rik
Kihlll
Eif5a2
4930500F 1 ORik
Ferls
Tmeml181c-ps
RP23-63419.1
Ncam?
Clecl4a

Slc9a7

Hipk2
Apln

Riken Cdna A330069K06 Gene

Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter
Transporter, Serotonin), Member 4
Hyperpolarization-Activated, Cyclic Nucleotide-Gated
K+2

Predicted Gene, 36944

Predicted Gene, 26723
Kelch-Like 4

Frizzled Homolog 4 (Drosophila)
Protocadherin 9

Roundabout Homolog 1 (Drosophila)

Non Imprinted In Prader-Willi/Angelman Syndrome 1
Homolog (Human)

Predicted Gene 9581
Integrin Alpha 1

Cytochrome P450, Family 2, Subfamily J, Polypeptide
12

Riken Cdna 1700063D05 Gene

Breast Carcinoma Amplified Sequence 1

Transformation Related Protein 53 Inducible Nuclear
Protein 2

Predicted Gene, 25835

Potassium Voltage-Gated Channel, Shaker-Related
Subfamily, Member 2

Predicted Gene 816

Protocadherin Gamma Subfamily B, 1

Serine (Or Cysteine) Peptidase Inhibitor, Clade D,
Member 1

Riken Cdna 4930578C19 Gene
Protocadherin Beta 21

Predicted Gene 15697

Riken Cdna 1700008003 Gene

Kelch-Like 11

Eukaryotic Translation Initiation Factor 5A2
Riken Cdna 4930500F10 Gene

Fc Receptor-Like S, Scavenger Receptor

Transmembrane Protein 181C, Pseudogene

Neural Cell Adhesion Molecule 2

C-Type Lectin Domain Family 14, Member A

Solute Carrier Family 9 (Sodium/Hydrogen
Exchanger), Member 7

Homeodomain Interacting Protein Kinase 2

Apelin

0.64
0.64

0.64

0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64

0.64

0.64
0.64

0.64

0.64
0.64
0.64

0.64
0.64
0.64

0.64
0.63

0.63

0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63

0.63

0.63
0.63

2.49e-02
2.03e-02

1.72e-04

2.46e-02
2.35e-02
1.61e-03
6.19e-03
1.25e-03
4.94e-06

1.17e-04

1.21e-02
6.44e-03

2.76e-04

2.07e-02
2.10e-02
7.34e-07

3.23e-09
2.20e-02
5.62e-11

2.20e-02
1.08e-02

2.12e-03

2.05e-03
2.09e-03
1.26e-02
1.23e-04
9.74e-03
3.88e-04
1.32e-02
4.87e-03
1.59e-02
2.15e-03
6.34e-03
3.73e-04

8.23e-03

6.43e-03
6.65e-10
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Gm22486
Adamtsl2

Pcdhal?
Zfp607
Gm28321
Gm25107
Kif5b
Cd300e
Olfr287
Plscrs
Histlhle
Gm28322
Gpdl
Ugt8a
Oprml

Uprt

Pcdha7
Klk6
1/33

Gabrb2

Vamp7-ps
Pmp?2
Gm20628
Gmli6576
Esrrg
1700082M22Rik
Gucyla?

Nxpe4

DI16Ertd472e
1700020114Rik
Fgf3
Snord22

Slc6as

Enpp3

Cox8b

Yaml
Gml13619

Kcenal

Predicted Gene, 22486

A Disintegrin-Like And Metallopeptidase (Reprolysin
Type) With Thrombospondin Type 1 Motif, 12
Protocadherin Alpha 12

Zinc Finger Proten 607

Predicted Gene 28321

Predicted Gene, 25107

Kinesin Family Member 5B

Cd300E Antigen

Olfactory Receptor 287

Phospholipid Scramblase Family, Member 5
Histone Cluster 1, H1E

Predicted Gene 28322
Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1 (Soluble)
Udp Galactosyltransferase 8A

Opioid Receptor, Mu 1

Uracil Phosphoribosyltransferase (Furl) Homolog (S.
Cerevisiae)

Protocadherin Alpha 7
Kallikrein Related-Peptidase 6

Interleukin 33

Gamma-Aminobutyric Acid (Gaba) A Receptor,
Subunit Beta 2

Vesicle-Associated Membrane Protein 7, Pseudogene
Peripheral Myelin Protein 2

Predicted Gene 20628

Predicted Gene 16576

Estrogen-Related Receptor Gamma

Riken Cdna 1700082M22 Gene

Guanylate Cyclase 1, Soluble, Alpha 2

Neurexophilin And Pc-Esterase Domain Family,
Member 4

Dna Segment, Chr 16, Erato Doi 472, Expressed
Riken Cdna 1700020114 Gene
Fibroblast Growth Factor 3

Small Nucleolar Rna, C/D Box 22

Solute Carrier Family 6 (Neurotransmitter
Transporter, Glycine), Member 5

Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 3
Cytochrome C Oxidase Subunit Viiib
Yyl Associated Myogenesis Rna 1

Predicted Gene 13619

Potassium Voltage-Gated Channel, Shaker-Related
Subfamily, Member 1
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0.62
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0.61

0.61
0.61
0.61
0.61
0.61
0.61
0.61

0.61

0.61
0.61
0.61
0.61

0.61

0.61
0.61
0.61
0.61

0.61

1.02e-02
7.32e-03

4.88e-03
6.32e-03
1.79e-02
1.72e-02
1.17e-05
1.29e-02
4.55e-09
1.26e-02
1.62e-02
1.48e-02
7.14e-08
1.06e-03
1.20e-02

6.23e-03

1.11e-02
6.46e-04
9.11e-05

7.74e-03

1.18e-03
1.23e-02
2.52e-03
7.79e-04
1.97e-04
1.10e-02
1.06e-02

3.67e-04

4.83e-04
4.91e-06
2.18e-04
8.28e-03

5.54e-08

2.07e-03
9.01e-03
2.09e-03
5.63e-03

1.47e-09
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A330074K22Rik
Apoll0b
Gm37785

Uncl3c
Lum
mt-Tl1
Atp10b
Gm37132
Enpp6
4930432E1 1 Rik
Rmrp

Kirblc

Depdclb
Pm20d1
Gml4412
Gm833

Mcf2
Btc

TmprssS
WII-1749A412.1
Sppl
Duspl9
Rgs5
RP23-181C16.4
Ptprb
Sifn5
Rn7sk
Gml3558
Steap?

Sc5d
4930506C21Rik
Bublb

5430416009Rik
Gm38255
Strip2
Chnlosl
Dcc
Rpphl
Gm33366

Riken Cdna A330074K22 Gene

Apolipoprotein L 10B

Predicted Gene, 37785

Unc-13 Homolog C (C. Elegans)

Lumican

Mitochondrially Encoded Trna Leucine 1

Atpase, Class V, Type 10B

Predicted Gene, 37132

Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 6
Riken Cdna 4930432E11 Gene

Rna Component Of Mitochondrial Rnaase P

Killer Cell Lectin-Like Receptor Subfamily B
Member 1C

Dep Domain Containing 1B
Peptidase M20 Domain Containing 1
Predicted Gene 14412

Predicted Gene 833

Mcf.2 Transforming Sequence

Betacellulin, Epidermal Growth Factor Family
Member

Transmembrane Protease, Serine 5 (Spinesin)

Secreted Phosphoprotein 1
Dual Specificity Phosphatase 19
Regulator Of G-Protein Signaling 5

Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, B
Schlafen 5

Rna, 7Sk, Nuclear

Predicted Gene 13558

Six Transmembrane Epithelial Antigen Of Prostate 2

Sterol-C5-Desaturase (Fungal Erg3, Delta-5-
Desaturase) Homolog (S. Cerevisae)

Riken Cdna 4930506C21 Gene

Budding Uninhibited By Benzimidazoles 1 Homolog,
Beta (S. Cerevisiae)

Riken Cdna 5430416009 Gene
Predicted Gene, 38255

Striatin Interacting Protein 2
Chimerin 1, Opposite Strand 1
Deleted In Colorectal Carcinoma
Ribonuclease P Rna Component H1
Predicted Gene, 33366
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0.61
0.61
0.60
0.60
0.60
0.60
0.60
0.60
0.60
0.60

0.60
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0.59
0.59
0.59
0.58
0.58
0.58
0.58
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0.57
0.57
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0.57
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1.53e-03
1.03e-02
7.02e-03
6.55e-05
5.72e-03
3.69¢-03
5.19e-06
4.37e-03
1.01e-04
4.74e-03
1.58e-06

7.63e-03

1.39¢-03
9.49¢-06
1.10e-03
6.42e-03
1.91e-09

2.43e-03

3.54e-05
3.93e-03
3.11e-05
8.03e-05
2.67e-09
3.40e-04
2.21e-08
8.68e-04
2.90e-05
2.40e-04
2.05e-09

5.54e-08
2.36e-05
3.48e-03

9.34e-05
2.94e-03
1.01e-08
2.77e-03
7.94e-04
2.90e-06
8.22e-04
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Galntlé

Acan
Gm36947
Sucnrl
5031414D18Rik
Glral
Asah2
Lingo4
Scn4b

Kcence3

Slc40al

Gm26633
Gml10010
Gml5564
Pcdhgb4
Mir6240
Gml5662
Gm24265
Lars2
Mir6236
Samd5
Calcoco?
Haplnl
Gmé830
Clca3a2
Gm25117
Crygs
Gml5512
Agp6
Fbxo47
Slc34a3

mt-Tm
Hsdl1bl
Atp2bl
Gm26673
Gm24407
Gm4524

Rny3

Udp-N-Acetyl-Alpha-D-Galactosamine:Polypeptide
N-Acetylgalactosaminyltransferase-Like 6
Aggrecan

Predicted Gene, 36947

Succinate Receptor 1

Riken Cdna 5031414D18 Gene

Glycine Receptor, Alpha 1 Subunit
N-Acylsphingosine Amidohydrolase 2

Leucine Rich Repeat And Ig Domain Containing 4

Sodium Channel, Type Iv, Beta

Potassium Voltage Gated Channel, Shaw-Related
Subfamily, Member 3

Solute Carrier Family 40 (Iron-Regulated
Transporter), Member 1

Predicted Gene, 26633

Predicted Gene 10010

Predicted Gene 15564

Protocadherin Gamma Subfamily B, 4
Microrna 6240

Predicted Gene 15662

Predicted Gene, 24265

Leucyl-Trna Synthetase, Mitochondrial
Microrna 6236

Sterile Alpha Motif Domain Containing 5
Calcium Binding And Coiled-Coil Domain 2
Hyaluronan And Proteoglycan Link Protein 1
Predicted Gene 830

Chloride Channel Calcium Activated 3A2
Predicted Gene, 25117

Crystallin, Gamma S

Predicted Gene 15512

Aquaporin 6

F-Box Protein 47

Solute Carrier Family 34 (Sodium Phosphate),
Member 3

Mitochondrially Encoded Trna Methionine
Hydroxysteroid 11-Beta Dehydrogenase 1
Atpase, Ca++ Transporting, Plasma Membrane 1
Predicted Gene, 26673

Predicted Gene, 24407

Predicted Gene 4524

Rna, Y3 Small Cytoplasmic (Associated With Ro
Protein)
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0.56
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0.49
0.49
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0.47
0.47
0.45

0.44

7.02e-04

3.91e-13
2.18e-03
1.29e-03
2.67e-09
8.24e-04
3.85e-06
4.39¢-04
2.59e-17

4.08e-14

1.28e-08

3.40e-07
3.26e-04
6.19e-05
1.71e-06
2.67e-06
1.08e-05
1.05e-10
2.49e-05
9.11e-06
1.54e-05
4.18e-04
3.13e-07
2.85e-04
2.31e-04
1.57e-04
1.58e-04
2.10e-05
5.09e-06
8.49e-06

2.41e-05

2.44e-05
7.08e-13
4.28e-15
8.00e-18
3.31e-13
2.67e-10

4.73e-14
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Fbxo40
A730020M07Rik
Gml10684
Smyd1
Rnyl
Chrna?

Mybpc3

F-Box Protein 40

Riken Cdna A730020M07 Gene
Predicted Gene 10684

Set And Mynd Domain Containing 1

Rna, Y1 Small Cytoplasmic, Ro-Associated
Cholinergic Receptor, Nicotinic, Alpha Polypeptide 2
(Neuronal)

Myosin Binding Protein C, Cardiac

0.44
0.41
0.38
0.37
0.37

0.32
0.31

1.92e-11
2.67e-09
1.70e-10
6.17e-12
2.59e-17

4.30e-21
4.08e-14

Supplementary table 3 : Genes with altered expression in CHMP2B™™°% mice compared to non-
transgenic littermates at symptomatic stage. Genes were selected as follow: adjusted p-value <0.05;

FC<0.67 or>1.5.
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Gene Definition Fold Adjusted
Symbol Change | p-value
Gpnmb Glycoprotein (transmembrane) nmb 2.83 2.53e-10
Lgals3 Lectin, galactose binding, soluble 3 2.8 1.57e-17
Gabrr2 Gamma—aminobutyric acid (GABA) C receptor, 263 1.59¢-09

subunit rho 2

C4b Complement component 4B (Chido blood group) 2.28 2.83e-20
Thyl Thymus cell antigen 1, theta 2.28 1.64¢-26
Gprl79 G protein-coupled receptor 179 2.18 1.79¢-10
Insrr Insulin receptor-related receptor 2.17 3.75e-07
Dnahl4 Dynein, axonemal, heavy chain 14 2.16 2.07e-06
Gm29374 Predicted gene 29374 2.1 3.19¢-08
Plin4 Perilipin 4 2.1 3.03e-05
C4a Complement component 4A (Rodgers blood group) 2.03 1.22e-09
Aspg Asparaginase homolog (S. cerevisiae) 1.99 3.88e-07
Itgad Integrin, alpha D 1.98 8.57¢-05
Padil Peptidyl arginine deiminase, type | 1.97 1.64e-04
Itgax Integrin alpha X 1.94 1.74¢-04
Sctr Secretin receptor 1.92 3.89¢-06
Apocl Apolipoprotein C-1 1.91 1.57e-06
Odf4 Outer dense fiber of sperm tails 4 1.85 1.69¢-05
Slc2a4 22;‘?;;?2;%%23;1(fa"ihtated glucose 1.85 | 2.15¢-08
Aldob Aldolase B, fructose-bisphosphate 1.8 9.43¢-06
Finc Filamin C, gamma 1.79 2.82¢-10
Sspo SCO-spondin 1.77 3.17e-05
Batf3 Basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 3 1.76 6.03e-04
Ccl4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 1.76 1.28e-03
Clcf1 Cardiotrophin-like cytokine factor 1 1.75 1.25e-05
Lyzl Lysozyme 1 1.75 1.67e-04
1700123K08Rik | RIKEN cDNA 1700123K08 gene 1.74 7.54e-04
Stra6l STRAG6-like 1.74 5.89¢-04
Cdl109 CD109 antigen 1.73 2.70e-05
Magel? Melanoma antigen, family L, 2 1.73 9.03e-08
Timpl Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 1.72 8.98e-04
Nnat Neuronatin 1.72 7.57¢-04
Uts2 Urotensin 2 1.7 1.35¢-03
Mroh5 Maestro heat-like repeat family member 5 1.7 8.00e-05
Ecell Endothelin converting enzyme-like 1 1.7 2.10e-07
BC051142 cDNA sequence BC051142 1.69 2.45e-07
Cpne7 Copine VII 1.69 1.22e-05

Trem?2 Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 1.69 1.77¢-06
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Gm37859

Fmo4
Cdo6s
Gfap

Chrml
Gli2

Fgfrd4
Crb2

Slc24a4

Ccl3
Prrx2
Pcsk4

Ppl

Ppplria

Atf3
Kenk7

Catsper3
Gm5914
Ctxn3
Col27al
Agt
5730596B20Rik
Pdlim4
Myolh
Igsf1
Psrcl
Aplg?
Tmem52
Ovgpl
Gml5708
Als2cl
Dpepl
Notum
Sapcdl
Aloxe3
RP23-135F23.1
Glil
Chaflb
P2rx2

Predicted gene, 37859

Flavin containing monooxygenase 4
CD68 antigen

Glial fibrillary acidic protein
Cholinergic receptor, muscarinic 1, CNS
GLI-Kruppel family member GLI2
Fibroblast growth factor receptor 4

Crumbs family member 2

Solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium
exchanger), member 4

Chemokine (C-C motif) ligand 3
Paired related homeobox 2
Proprotein convertase subtilisin/kexin type 4

Periplakin

Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit
1A

Activating transcription factor 3

Potassium channel, subfamily K, member 7
Cation channel, sperm associated 3
Predicted gene 5914

Cortexin 3

Collagen, type XXVII, alpha 1

Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A,
member 8)

RIKEN c¢cDNA 5730596B20 gene

PDZ and LIM domain 4

Myosin 1H

Immunoglobulin superfamily, member 1
Proline/serine-rich coiled-coil 1

Adaptor protein complex AP-1, gamma 2 subunit
Transmembrane protein 52

Oviductal glycoprotein 1

Predicted gene 15708

ALS2 C-terminal like

Dipeptidase 1 (renal)

Notum pectinacetylesterase homolog (Drosophila)
Suppressor APC domain containing 1

Arachidonate lipoxygenase 3

GLI-Kruppel family member GLI1
Chromatin assembly factor 1, subunit B (p60)

Purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 2

1.69
1.69
1.69
1.68
1.68
1.68
1.67
1.67

1.66

1.66
1.66
1.66
1.66

1.66

1.66
1.65
1.65
1.65
1.65
1.64

1.64

1.64
1.64
1.64
1.63
1.62
1.62
1.62
1.62
1.62
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.6
1.6
1.6
1.6

2.09e-03
1.58e-03
5.96e-07
2.27e-12
1.56e-05
6.28e-06
1.18e-03
1.01e-05

1.61e-08

5.77e-03
2.82e-04
4.11e-03
9.95e-04

4.17e-05

1.49e-04
5.95e-03
1.28e-03
3.23e-03
5.40e-04
3.26e-05

4.98e-04

3.85e-03
6.29¢-04
1.55e-04
3.94e-05
2.54e-04
1.75e-04
8.45e-03
2.89e-05
6.01e-04
6.64e-07
1.02e-02
1.60e-03
8.41e-03
5.32e-05
9.86e-03
8.43e-04
3.18e-03
2.58e-03
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Tepp
Arll 1

Gmi19412
Atoh8
A730011C13Rik
Catip
Mrgprf
Tmem?74bos
Klc3
Lgals4
Echdc3
Bmpl
Cartpt
Map3ko
Hif3a
Ccdc36
Gm8738
Ngb
Vwce
Chrnb4
T3

Adamts14

Etnk2
Alpk3
RP24-7946.8
Calcb
Tnni3
Hspbl
RP23-394G5.2
Zap70
Dchsl
Adgrg5
Kifl7
Sap30bpos
Entpd?
Cedc57
Tfr2
Efna4
RP23-297M4.4
Trim72

Testis, prostate and placenta expressed
ADP-ribosylation factor-like 11

Predicted gene, 19412

Atonal homolog 8 (Drosophila)

RIKEN ¢cDNA A730011C13 gene

Ciliogenesis associated TTC17 interacting protein
MAS-related GPR, member F

Transmembrane 74B, opposite strand

Kinesin light chain 3

Lectin, galactose binding, soluble 4

Enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 3
Bone morphogenetic protein 1

CART prepropeptide

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6
Hypoxia inducible factor 3, alpha subunit
Coiled-coil domain containing 36

Predicted gene 8738

Neuroglobin

Von Willebrand factor C and EGF domains
Cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 4
Tubulin tyrosine ligase-like family, member 3

A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin
type) with thrombospondin type 1 motif, 14

Ethanolamine kinase 2
Alpha-kinase 3

Calcitonin-related polypeptide, beta
Troponin I, cardiac 3

Heat shock protein 1

Zeta-chain (TCR) associated protein kinase
Dachsous 1 (Drosophila)

Adhesion G protein-coupled receptor G5

Kinesin family member 17

SAP30 binding protein, opposite strand
Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2
Coiled-coil domain containing 57

Transferrin receptor 2

Ephrin A4

Tripartite motif-containing 72

1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.59
1.59
1.59
1.59
1.59
1.58
1.58
1.58
1.58
1.58
1.58
1.57
1.57
1.57
1.57

1.57

1.57
1.57
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.55

5.38e-03
1.04e-03
7.21e-03
4.29¢-04
2.63e-07
1.68e-05
2.14e-03
4.44e-03
9.15e-03
5.56e-08
2.52e-04
1.62e-05
2.25e-03
1.38e-02
1.39e-02
1.37e-02
1.36e-02
1.05e-07
5.25e-03
9.04e-05
8.02e-04

3.48e-04

2.40e-05
1.22e-02
3.79e-03
7.88e-04
1.55e-03
2.07e-03
1.56e-02
7.35e-03
1.50e-05
1.29e-02
4.09¢-04
3.48e-03
6.34e-04
1.93e-05
1.05e-03
2.12e-03
2.55e-03
6.71e-03
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Ggt5
Ssc5d
Naprt

Gm26736

Muc2

Mapkl5

Sle37al

Pnoc
Gm37999
Thpo
Spint2
Scarf2
Tead3

Hcen3
Wisp2
AU022754
Adck4
Crhr2

Rrebl
Col6al

Wntl0Oa

Slc18a3
Aire

Lspl
Kcnh4
Rbm38
Abcc3

Tmeml50a
Doc2g
Gm4149
Mucl
WIi1-535J9.1
Gprl7
Prkcg
1dl
Six5
Cardl4

Gamma-glutamyltransferase 5

Scavenger receptor cysteine rich family, 5 domains
Nicotinate phosphoribosyltransferase

Predicted gene, 26736

Mucin 2

Mitogen-activated protein kinase 15

Solute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate
transporter), member 1

Prepronociceptin

Predicted gene, 37999

Thrombopoietin

Serine protease inhibitor, Kunitz type 2
Scavenger receptor class F, member 2

TEA domain family member 3

Hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated
K+3

WNT]1 inducible signaling pathway protein 2
Expressed sequence AU022754

AarF domain containing kinase 4
Corticotropin releasing hormone receptor 2
Ras responsive element binding protein 1

Collagen, type VI, alpha 1

Wingless-type MMTYV integration site family,
member 10A

Solute carrier family 18 (vesicular monoamine),
member 3

Autoimmune regulator (autoimmune
polyendocrinopathy candidiasis ectodermal
dystrophy)

Lymphocyte specific 1

Potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-
related), member 4

RNA binding motif protein 38

ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP),
member 3

Transmembrane protein 150A
Double C2, gamma
Predicted pseudogene 4149

Mucin 1, transmembrane

G protein-coupled receptor 17
Protein kinase C, gamma
Inhibitor of DNA binding 1
Sine oculis-related homeobox 5

Caspase recruitment domain family, member 14

1.55
1.55
1.55
1.55
1.55
1.55

1.55

1.55
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54

1.54

1.54
1.54
1.54
1.54
1.54
1.54

1.54

1.53

1.53

1.53
1.53
1.53
1.53

1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53
1.53

4.28e-07
9.04e-05
6.94e-04
1.35e-02
4.84e-03
7.35e-03

9.04e-06

1.30e-03
7.21e-03
7.07e-04
1.73e-05
8.07e-03
1.74e-03

1.13e-03

2.08e-02
4.84e-04
6.25e-04
3.00e-04
4.95e-08
2.20e-04

1.00e-02

3.14e-03

1.70e-02

5.58e-05
2.69¢-03
1.13e-02
7.67e-05

1.05e-03
1.21e-02
1.92¢-03
9.74e-04
3.13e-03
6.04e-04
2.54e-08
3.64e-03
1.94e-03
8.22e-03
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Col9a3
Npclll
Efs
Slc9a3

Aebpl
Faml79a
Vef
Gmli12963
Tcirgl
Eno3

Scx
Glis3

Cacnalh

Siglecf
Cd22

Plekhnl

Fibcdl
Ssh3
Tmie
Aimll
Col20al
Pbx4
RP23-50116.2
1d3
Rnf39
Gm10030
Prodh
Cnga2
Arrdcl
Crabpl
Asb2
1810020005Rik
A930017K11Rik

Rf2

Rab26
mt-Nd5
Gm32391
Gm37453

Collagen, type IX, alpha 3
NPCl-like 1

Embryonal Fyn-associated substrate

Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger),
member 3

AE binding protein 1
Family with sequence similarity 179, member A
VGF nerve growth factor inducible

Predicted gene 12963
T cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting,
lysosomal VO protein A3

Enolase 3, beta muscle
Scleraxis

GLIS family zinc finger 3

Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha
1H subunit

Sialic acid binding Ig-like lectin F
CD22 antigen

Pleckstrin homology domain containing, family N
member 1

Fibrinogen C domain containing 1
Slingshot homolog 3 (Drosophila)
Transmembrane inner ear

Absent in melanoma 1-like
Collagen, type XX, alpha 1

Pre B cell leukemia homeobox 4

Inhibitor of DNA binding 3

Ring finger protein 39

Predicted gene 10030

Proline dehydrogenase

Cyclic nucleotide gated channel alpha 2
Arrestin domain containing 1

Cellular retinoic acid binding protein I
Ankyrin repeat and SOCS box-containing 2
Riken cDNA 1810020005 gene

RIKEN cDNA A930017K11 gene

Regulatory factor X, 2 (influences HLA class 11
expression)

RAB26, member RAS oncogene family
Mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 5
Predicted gene, 32391

Predicted gene, 37453

1.53
1.52
1.52

1.52

1.52
1.52
1.52
1.52

1.52

1.52
1.52
1.52

1.51

1.51
1.51

1.51

1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.51
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5

1.5

1.5
0.67
0.67
0.67

3.19e-03
2.33e-03
3.42e-03

1.24e-02

2.11e-04
2.76e-05
1.01e-02
2.13e-02

4.69¢-04

9.77e-03
9.63e-03
1.95e-05

2.04e-03

2.16e-02
1.73e-02

2.35e-04

7.42e-04
9.06e-04
2.19e-09
3.86e-03
1.01e-03
1.03e-03
5.35e-03
8.19e-03
2.19e-02
2.62e-03
9.07e-04
2.04e-02
1.33e-03
2.98e-04
5.00e-03
2.99¢-03
1.99e-02

5.24e-04

1.00e-05
1.17e-03
1.43e-03
1.50e-03
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mt-Col
2900052N01Rik
Lpo
Ankrd34b
Cdkl4
Gm26582
Gm20449
Gml12696
mit-Tw
Ermn

Kenh7

Kcns3

Adgrl4
Fami22b

Sc5d

Gm9864
Edil3
Adam?23
Gm9938
Cubn
ligpl
Dgkb
Olfm3
Gml7732
Gml10568
L3mbtl4

Abcb7
Pcdh9
Serpinbla

Gml7655
Zfp750
Lyplal

Gbps
3632451006Rik
Gm8104
Hoxal3
Hist2h4

Kcena?

Mitochondrially encoded cytochrome ¢ oxidase |
RIKEN ¢cDNA 2900052N01 gene
Lactoperoxidase

Ankyrin repeat domain 34B

Cyclin-dependent kinase 14

Predicted gene, 26582

Predicted gene 20449

Predicted gene 12696

Mitochondrially encoded tRNA tryptophan
Ermin, ERM-like protein

Potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-

related), member 7
Potassium voltage-gated channel, delayed-rectifier,
subfamily S, member 3

Adhesion G protein-coupled receptor L4

Family with sequence similarity 122, member B

Sterol-C5-desaturase (fungal ERG3, delta-5-
desaturase) homolog (S. cerevisae)

Predicted gene 9864

EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3
A disintegrin and metallopeptidase domain 23
Predicted gene 9938

Cubilin (intrinsic factor-cobalamin receptor)
Interferon inducible GTPase 1

Diacylglycerol kinase, beta

Olfactomedin 3

Predicted gene, 17732

Predicted gene 10568

L(3)mbt-like 4 (Drosophila)

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP),
member 7

Protocadherin 9

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B,
member la

Predicted gene, 17655

Zinc finger protein 750
Lysophospholipase 1
Guanylate-binding protein 8
RIKEN ¢DNA 3632451006 gene
Predicted gene 8104

Homeobox A13

Histone cluster 2, H4

Potassium voltage-gated channel, shaker-related
subfamily, member 2

0.67
0.67
0.67
0.67
0.67
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66

0.66

0.66

0.66
0.66

0.66

0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66

0.66
0.66
0.66

0.66
0.66
0.66
0.65
0.65
0.65
0.65
0.65

0.65

9.75e-06
2.57e-04
3.10e-04
3.07e-06
9.27e-06
1.89e-02
1.09e-02
8.79e-04
1.07e-02
5.54e-05

1.92e-03

1.36e-09

1.63e-04
3.22e-05

5.54e-06

8.44e-05
8.65e-04
2.48e-08
1.42e-02
6.96e-04
2.58e-02
1.73e-03
2.47e-03
8.92e-04
2.75e-03
5.39e-04

7.29e-04
4.59¢-04
1.66e-05

1.22e-02
3.45e-03
7.89e-04
2.34e-02
1.53e-06
1.17e-02
2.06e-02
1.24e-02

7.61e-13
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Glrb
Epn3

Hecwl

Gm26653
Gm33366

Marveld3

Wnt8b

Mob3b
Gm7292
Podxl
Ano3
Fam78a
mt-Nd2
Dpyl9l1
Uhmkl
Neurod4
Ugt8a
Clrnl
Dynlt3
Prtgl
Tek
Gm37111
Pm20d1
Genl

Abcd?

Histlh2be
Klhl4
Gm13293
Pmp?2
AI317395
St3gal6
Itgh3
Fbxo47
4930578C19Rik
4930506C21Rik
Cep290

Trp53inp2
Samd5

Glycine receptor, beta subunit

Epsin 3

HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin
protein ligase 1

Predicted gene, 26653

Predicted gene, 33366

MARVEL (membrane-associating) domain
containing 3

Wingless-type MMTYV integration site family,
member 8B

MOB kinase activator 3B

Predicted gene 7292

Podocalyxin-like

Anoctamin 3

Family with sequence similarity 78, member A
Mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 2
Dpy-19-like 1 (C. elegans)

U2AF homology motif (UHM) kinase 1
Neurogenic differentiation 4

UDP galactosyltransferase 8A

Clarin 1

Dynein light chain Tctex-type 3

Pituitary tumor-transforming gene 1
Endothelial-specific receptor tyrosine kinase
Predicted gene, 37111

Peptidase M20 domain containing 1

Gen homolog 1, endonuclease (Drosophila)

ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member
2

Histone cluster 1, H2be

Kelch-like 4

Predicted gene 13293

Peripheral myelin protein 2

Expressed sequence AI317395

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 6
Integrin beta 3

F-box protein 47

RIKEN ¢cDNA 4930578C19 gene

RIKEN ¢DNA 4930506C21 gene

Centrosomal protein 290

Transformation related protein 53 inducible nuclear
protein 2

Sterile alpha motif domain containing 5

0.65
0.65

0.65

0.65
0.65

0.65

0.65

0.65
0.65
0.65
0.65
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64
0.64

0.64

0.64
0.64
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63
0.63

0.63
0.63

3.26e-05
1.93e-04

5.43e-04

2.12e-02
5.83e-03

4.71e-03

9.95e-03

1.62e-05
1.25e-03
6.40e-06
6.17e-04
1.89¢-06
2.04e-05
1.86e-04
1.85e-05
4.96e-03
5.12e-04
5.73e-03
1.35e-06
1.14e-02
3.27e-07
6.62e-04
1.12e-05
2.32e-03

1.18e-06

5.77e-04
1.82e-04
1.47e-05
1.44e-02
9.93e-04
2.06e-12
1.28e-06
1.68e-03
4.47e-04
6.58e-05
1.35e-04

1.09e-12
8.19e-04
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Apln
A930006101Rik
5031414D18Rik

Gpdl

Slc38a5
Nxph2
Spag6l

AW495222

Olfr287

Duspl9

Gkn3

Slc6asd
Gm4951
Tmtc2
Esrrg
Slcl6a4
mt-Atp8
Kctd9
Eif5a2
Kcenal
Gm2093
Emll
Gm2l115
Strip2
2310069G16Rik
Cyyrl
Kcene3
Gbp3
Kif5b
2610305D13Rik
Itgal
Acvrlic
Zfp820
Cxcll2
Rgs5
Ighm
5430416009Rik
Crygs

Apelin

RIKEN ¢cDNA A930006101 gene

RIKEN ¢DNA 5031414D18 gene
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble)
Solute carrier family 38, member 5
Neurexophilin 2

Sperm associated antigen 6 like

Expressed sequence AW495222

Olfactory receptor 287

Dual specificity phosphatase 19

Gastrokine 3

Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter,
glycine), member 5

Predicted gene 4951

Transmembrane and tetratricopeptide repeat
containing 2

Estrogen-related receptor gamma

Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid
transporters), member 4

Mitochondrially encoded ATP synthase 8

Potassium channel tetramerisation domain containing
9

Eukaryotic translation initiation factor 5A2

Potassium voltage-gated channel, shaker-related
subfamily, member 1

Predicted gene 2093

Echinoderm microtubule associated protein like 1
Predicted gene 2115

Striatin interacting protein 2

RIKEN cDNA 2310069G16 gene

Cysteine and tyrosine-rich protein 1

Potassium voltage gated channel, Shaw-related
subfamily, member 3

Guanylate binding protein 3

Kinesin family member 5B

RIKEN ¢DNA 2610305D13 gene
Integrin alpha 1

Activin A receptor, type IC

Zinc finger protein 820

Chemokine (C-X-C motif) ligand 12
Regulator of G-protein signaling 5
Immunoglobulin heavy constant mu
RIKEN ¢cDNA 5430416009 gene

Crystallin, gamma S

0.63
0.63
0.63
0.62
0.62
0.62
0.62
0.62
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0.62
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0.61

0.6

0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6
0.6

3.99¢-13
1.07e-02
1.11e-07
4.57e-10
1.50e-03
2.58e-05
1.35e-04
4.12e-04
5.07e-12
5.49¢-05
3.39¢-03

1.59¢-09
1.00e-02
1.63e-07
2.12e-05
5.29e-05
6.57e-03
1.04e-10
9.53e-06
4.17e-12

4.58e-03
4.45e-08
1.26e-13
5.21e-09
7.75e-07
1.30e-05

1.85e-12

6.36e-04
2.17e-08
1.04e-03
3.52e-04
7.00e-05
8.44e-05
7.36e-06
4.98e-11
4.38e-03
5.46e-05
3.35e-03
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Smydl
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Fbxo40
Hsdl1b1
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Gm4524
Atp2bl
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Sine oculis-related homeobox 4
Ets variant 1

Predicted gene 21984

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade D,
member 1

Sphingosine-1-phosphate phosphotase 2
RIKEN ¢cDNA 1700008003 gene

Interferon activated gene 203

RIKEN ¢cDNA 1700020114 gene

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, B
Secreted phosphoprotein 1

Interferon-induced protein 44

Mcf.2 transforming sequence
Aggrecan

Unc-13 homolog C (C. elegans)

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member
10
Cytochrome P450, family 2, subfamily j, polypeptide
12

Deiodinase, iodothyronine, type II

Six transmembrane epithelial antigen of prostate 2
Schlafen 5

Mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 6
Predicted gene, 26633

Serine palmitoyltransferase, small subunit B
N-acylsphingosine amidohydrolase 2

Sodium channel, type IV, beta

Predicted gene 15512

Predicted gene, 26673

Mitochondrially encoded tRNA methionine
Betacellulin, epidermal growth factor family member
RIKEN cDNA 4930432E11 gene

SET and MYND domain containing 1

RIKEN ¢DNA 1500004A13 gene

F-box protein 40

Hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1
Hyaluronan and proteoglycan link protein 1
Predicted gene 10684

Predicted gene 4524

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1

Aquaporin 6

0.6
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0.59

0.59
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0.59
0.59
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0.58
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0.58
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0.57

0.57

0.57

0.57
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0.56
0.56
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0.54
0.54
0.53
0.53
0.53
0.52
0.52
0.48
0.48
0.48
0.47
0.46
0.45
0.45
0.43
0.42

1.21e-05
1.62e-06
4.78e-04

2.84e-05

5.61e-13
3.03e-07
2.38e-03
5.37e-09
1.44e-10
6.77e-07
2.12e-03
1.95e-03
6.68e-14
3.67e-16
1.63e-07

1.99¢-04

2.59e-08

4.57e-05
3.71e-13
6.62e-05
8.12e-05
4.21e-08
2.30e-14
1.99e-08
3.16e-24
1.30e-05
6.14e-16
4.54e-05
1.30e-05
3.30e-05
8.03e-08
3.29¢-06
3.36e-11
2.22e-18
9.82e-13
2.88e-08
3.39e-12
1.64e-26
4.09e-11
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Mybpc3 Myosin binding protein C, cardiac 0.34 3.23e-13

Chrma2 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 2 0.27 1.70e-33
(neuronal)
A730020M07Rik | RIKEN ¢cDNA A730020M07 gene 0.27 8.75e-24

Supplementary table 4 : Genes with altered expression in CHMP2B™™°% mice compared to non-
transgenic littermates at end stage. Genes were selected as follow: adjusted p-value <0.05; FC<0.67 or
>1.5.
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Abstract

Mutations in the charged multivesicular body protein 2B (CHMP2B) are associated with frontotemporal dementia (FTD),
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), and with a mixed ALS-FTD syndrome. To model this syndrome, we generated a transgenic
mouse line expressing the human CHMP2B™™"° mutant in a neuron-specific manner. These mice developed a dose-dependent
disease phenotype. A longitudinal study revealed progressive gait abnormalities, reduced muscle strength and decreased motor
coordination. CHMP2B™°"> mice died due to generalized paralysis. When paralyzed, signs of denervation were present as at-
tested by altered electromyographic profiles, by decreased number of fully innervated neuromuscular junctions, by reduction in
size of motor endplates and by a decrease of sciatic nerve axons area. However, spinal motor neurons cell bodies were preserved
until death. In addition to the motor dysfunctions, CHMP2B'"™°"> mice progressively developed FTD-relevant behavioural modi-
fications such as disinhibition, stereotypies, decrease in social interactions, compulsivity and change in dietary preferences.
Furthermore, neurons in the affected spinal cord and brain regions showed accumulation of p62-positive cytoplasmic inclusions
associated or not with ubiquitin and CHMP2B™™°™°, As observed in FTD3 patients, these inclusions were negative for TDP-43
and FUS. Moreover, astrogliosis and microgliosis developed with age. Altogether, these data indicate that the neuronal expres-
sion of human CHMP2B!"™° in areas involved in motor and cognitive functions induces progressive motor alterations associ-
ated with dementia symptoms and with histopathological hallmarks reminiscent of both ALS and FTD.
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Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal demen-
tia (FTD) are two fatal neurodegenerative diseases belonging to
the same pathophysiological continuum (1). ALS is the most fre-
quent adult-onset motor neuron (MN) disease. It is character-
ized by a progressive muscle weakness evolving to paralysis,
due to the gradual loss of skeletal muscle innervation reflecting
degeneration of MNs in the motor cortex, brainstem and spinal
cord. FTD, also referred to as frontotemporal lobar degenera-
tion, is the most common cause of dementia after Alzheimer
disease in people under the age of 65 years (2). It is character-
ized by the atrophy of the frontal and/or temporal cortices of
the brain. These anatomical modifications are associated with
behavioural changes and cognitive impairments such as alter-
ations in personal and social conduct (i.e. disinhibition and/or
apathy, stereotyped or compulsive behaviour, alteration in ap-
petite or food preference). ALS and FTD are occasionally associ-
ated with Parkinsonism (3,4).

Although traditionally considered as distinct entities, it re-
cently emerged that ALS and FTD share overlapping genetic
causes, common physiopathological features and both diseases
lie on a clinical, pathological and genetic continuum (5).
Approximately 15% of FTD patients develop ALS and 10-20% of
ALS patients develop FTD (6-10). In addition to this clinical over-
lap, ALS and FTD share common histopathological hallmarks
such as neuronal ubiquitinylated inclusions (1). Both ALS and
FTD can be of sporadic or familial origin (10% and 30%, respec-
tively). Several genes have been related to ALS, FTD or ALS-FTD.
In the past 7 years, mutations in chromatin-modifying protein 2
(CHMP2B) (11), TAR DNA binding protein (TARDBP) (12), fused in sar-
coma (FUS) (13), valosin-containing protein (VCP) (14) or C9orf72
(15,16) genes have been identified in ALS-FTD families.

CHMP2B was the first identified gene associated with both
pathologies (11). CHMP2B belongs to the charged multivesicular
body protein family. As a component of the endosomal sorting
complex required for transport III (ESCRTIII) multi-protein com-
plex, CHMP2B is involved in vesicular trafficking, autophagy
(17-19) and dendritic spine formation and functionality (20,21).
In 2005, the CHMP2B™™"° mutation was discovered in a large
Danish family of FTD. This mutation is a missense mutation in
the splice acceptor site of exon 6 generating two distinct aber-
rant transcripts, CHMP2B™™"> and CHMP2B*!°, both part of
which encode proteins with a defective C terminus (22). Since
then, 11 new mutations in this gene have been found in ALS
(11,23,24), FTD (22,25-27) and ALS-FTD (11) patients, supporting
the idea of a pathological continuum. These mutations are dis-
seminated throughout the sequence, irrespective of the consid-
ered pathology. However, the C-terminal region lacking in
CHMP2B™%°"° 350 contained point mutation sites found in ALS
(11,23) and FTD (22,27) patients, suggesting a common contribu-
tion of this region to both pathologies. To date, it is still un-
known how mutations in the same gene can lead to distinct
symptoms, ranging from pure muscle wasting in ALS to pure
dementia in FTD. To determine whether the overexpression of
the CHMP2B™™"°"® mutant in neurons can provoke ALS and/or
FTD, we generated a transgenic line expressing this mutant un-
der control of the mouse Thy1.2 promoter, a promoter known to
be neuron specific and driving a strong expression in MN and
cortical neurons (28). In 2012, Ghazi-Noori et al. (19) reported a
transgenic (Tg) line expressing the same CHMP2B mutant under
control of the hamster prion promoter that only exhibits pro-
gressive accumulation of protein aggregates and autofluores-
cent aggregates without motor or behavioural changes (29).

More recently, Gascon et al. (30) described another Tg mouse
line with a forebrain-specific expression of the same mutation.
This Tg line develops an age-dependent FTD phenotype with
social and behavioural impairments without motor dysfunc-
tions. Here, we report a Tg mouse line expressing the
CHMP2B™°"> mutant in neurons that develops clinical and his-
topathological hallmarks of both ALS and FTD including gait ab-
normalities, motor function alterations and behavioural
impairments. These mice also show neuromuscular junctions
(NMJs) abnormalities, reactive gliosis and neuronal inclusions
relevant of the histopathology described in ALS and FTD. Taken
together, these data show that the C-terminal truncation of
CHMP2B, a protein involved in endocytic trafficking, autophagic
clearance of cellular protein and synaptic plasticity, can induce
ALS and FTD. These data further support the hypothesis of a
mechanistic continuum from MN disease to dementia. Because
this mouse model of ALS-FTD based on a CHMP2B mutation re-
capitulates characteristic features of both pathologies, this line
will be of great interest for investigation of common processes
acting in ALS and FTD.

Results

Generation of a Tg mouse line expressing the human
CHMP2B™"°"> mutant

The Tg mouse line was generated using a DNA fragment coding
for the human CHMP2B™™°> mutant cDNA, a mutant identified
in human familial FTD (22), tagged with two hemagglutinin (HA)
sequences. The linearized vector containing the cDNA inserted
in the Thy1.2 expression cassette (Fig. 1A) was used for microin-
jection into one-cell embryos. One hundred and six live pups
were analyzed by PCR for the presence of transgene, resulting in
one male founder mouse.

The founder was successfully mated to establish the Tg line
CHMP2B™™°"> and showed a stable transmission of the trans-
gene at the expected Mendelian ratio. Hemizygous (HE) mice
were interbred to obtain wild-type (nTg), HE and homozygous
(HO) mice in the same litters. The integration site of the trans-
gene was determined using the TLA strategy and located within
chromosome 10: 98950250-98968278 in the Atp2bl locus gene
within the large first intron. As shown in Supplementary
Material, Figure S1, Atp2b1 mRNA levels were not significantly
modified by the integration of the transgene in Tg mice al-
though a trend of a decrease was found in HO mice. As deter-
mined by quantitative PCR (Fig. 1B), genomic DNA of HE mice
contained six copies of the transgene per diploid cell and 12
copies in HO mice. Kaplan-Meier survival analysis revealed that
HE and HO mice had a significant reduced survival when com-
pared with their nTg littermates with a median survival of 21.3,
5.5 and 26 months, respectively (Fig. 1C). The mean lifespan of
HO mice was four-times shorter than nTg littermates (7.5 = 0.88
months versus 23.6 =1 months, P<0.0001, n=57 and 32, re-
spectively), whereas the mean lifespan of HE mice was only
shortened by 4 months when compared with nTg littermates
(19.3 + 0.8 versus 23.6 = 1.1 months, P<0.0001, n=57 and 32,
respectively).

Until 1 month of age, Tg mice were indistinguishable from
their nTg littermates when observed by visual inspection. From
1 month of age, HO mice failed to gain weight normally,
whereas the growth of HE mice was comparable with those of
nTg littermates until 17 months of age, an age at which they be-
gin to lose weight (Fig. 1D).
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Figure 1. General characteristics of CHMP2B™™"° transgenic mice. (A) Schematic representation of the sequence used to generate the CHMP2B™™"* mouse line.
Human CHMP2B"°"> cDNA with an N-terminal dimeric HA tag sequence was subcloned in the mouse Thy1.2 expression cassette in frame with a Kozak sequence (*).
Arrowheads show the position of the primers used for genotyping. (B) Quantification of transgene copy number by qPCR. Genomic DNA of HE and HO mice contained,
respectively, 6.374 + 0.366 and 12.91 = 0.747 copies of the transgene per diploid cell. Values represent the mean + SEM, n=5. ***P < 0.0001 one-way ANOVA followed by
uncorrected Fisher’s LSD. (C) Survival curves showing median survival of 5.5, 21.3 and 26 months for HO, HE and nTg, respectively. HO and HE survival significantly dif-
fered from nTg. Log-rank Mantel-Cox test nTg: n=122, HE: n=66, HO: n=42. Females and males were used with a 1:1 ratio. (D) HO mice (triangles) showed failure to
gain weight from 4 weeks of age and were significantly leaner than their nTg (circles) and HE (squares) littermates. HE started to significantly lose weight from 17
months of age compared to their nTg littermates. Females and males were used with a 1-1 ratio. Values represent the mean + SEM, n=122-10. *P <0.05, **P < 0.0001,

multiple t test.

Expression profile and tissue distribution of the
transgene

As shown by RT-PCR analysis (Fig. 2A), CHMP2B"™" mutant
mRNA was specifically expressed in the brain and the spinal
cord and to a lesser extend in the lung and the thymus of HE
mice and was not detectable in the liver or the skeletal muscle,
in accordance with the Thy1.2 expression pattern described by
Caroni (31). In the brain, CHMP2B™™"> mRNA level was ~3-fold
higher in HO than in HE mice showing the dosage effect of the
number of transgene copies. When compared with endogenous
mouse Chmp2B mRNA levels, CHMP2B™™°"> mRNA levels were
similar in HE mice and 3.4-fold higher in HO mice (Fig. 2B).

This expression profile was confirmed by western blot analy-
sis using an antibody directed against the HA-tag.
CHMP2B™™°"> mutant protein was specifically expressed in
neuronal tissues of Tg mice (Fig. 2C), and transgene protein lev-
els were ~2-fold higher in HO than in HE mice (Fig. 2D). In the
same extracts, endogenous mouse CHMP2B was expressed in
all tissues tested of nTg and Tg mice with levels comparable be-
tween the three genotypes (Fig. 2C and D).

We further investigated the distribution of CHMP2B™°" in
the brain and spinal cord by immunohistochemistry using an
antibody directed against HA (Fig. 3A). HA immunoreactivity
was detectable in almost all the regions of the brain (Table 1)
with a high level of expression in the cortex, the thalamus, the
amygdala, the pallidum and the brainstem. In the spinal cord,
the large cells of the ventral horn corresponding to MNs were
strongly labelled compared to the other neurons. To confirm the
neuronal expression of the transgene, we performed a double
labelling detecting simultaneously HA and NEU N, a neuronal

marker (Fig. 3B). In all regions of the brain and spinal cord stud-
ied, all HA-positive cells corresponding to the CHMP2B™P ex-
pressing cells were positive for NEU N showing that
CHMP2B™°" was exclusively expressed by neurons.

CHMP2B™"°"> mice develop age- and dose-dependent
cytoplasmic inclusions

Protein aggregates are a common denominator of ALS and FTD
(32). In the brain regions expressing the transgene, cytoplasmic
inclusions immunoreactive for p62, an ubiquitin-associated pro-
tein present in inclusions in the brain of patients, ubiquitin or HA
were found in neurons (Table 2) and appeared as small (size <1
um) or medium (1.5-3.5 um) dots, or large (>3.5 pm) inclusions
(Supplementary Material, Figure S2). Their abundance depended
on brain structures and increased with age. We analyzed four re-
gions of the brain containing neurons relevant for the patholo-
gies: the frontal cortex, the thalamus, the brainstem and the
spinal cord, and the corpus callosum a fibre tract. At 6 months of
age, medium and large inclusions immunoreactive for p62 (Fig. 4
and Supplementary Material, Figure S3) and ubiquitin (Fig. 5 and
Supplementary Material, Figure S4) were less frequent than small
inclusions; their densities being higher in HO than in HE. The
large HA inclusions were only present in spinal cord of HO mice
(Fig. 6 and Supplementary Material, Figure S5). In 12-month-old
HE mice, when compared with 6-month-old HE mice, the density
and the size of p62 inclusions were mainly increased in the fron-
tal cortex and the spinal cord, whereas ubiquitin and HA inclu-
sions were higher in all structures except the corpus callosum
where no HA inclusions were found (Supplementary Material,
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Figure 2. CHMP2B"™" is expressed in nervous tissues of transgenic mice in a
dose-dependent manner. (A) Transgene mRNA levels were measured in different
tissues by semi-quantitative RT-PCR. Human CHMP2B™""> mRNA was detected in
HE mice with high expression levels in the central nervous system. Thp mRNA lev-
els were used as loading controls. (B) Relative mRNA levels of transgene human
CHMP2B™™" and endogenous mouse Chmp2B were measured by RT-qPCR in cor-
tex and spinal cord extracts. Values represent the mean + SEM, n=6-8 per geno-
type, *P < 0.005, ***P < 0.0001, one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher's
LSD. (C) CHMP2B""™°"> and CHMP2B protein levels were measured by western blot.
HA staining corresponding to the transgene was only detected in the nervous tis-
sue of HE mice. In contrast, CHMP2B was expressed at various levels in all tissues
tested, irrespective of the genotype. Ponceau red showed the total proteins loaded
in each lane. (D) Representative western blot showing CHMP2B™™™" (HA) and
CHMP2B protein levels in brain extracts (left) and the relative protein quantifica-
tion measured by densitometry (right). Transgene level was two-fold higher in HO
compared to HE mice, whereas CHMP2B level was not affected by the expression
of the transgene. Total proteins loaded in each lane are shown in the lower panel.
For quantification, n =3 per genotype. All tissues were obtained from 4-month-old
mice. Sk m, skeletal muscle; Sp cord, spinal cord.

Figures S6-S8). At 24 months of age in HE mice, all the categories
of inclusions were amplified when compared with nTg litter-
mates or 12-month-old HE mice (Supplementary Material,
Figures S6-S8). We then checked for a possible co-localization of

these proteins within the same inclusions. As shown in Figure 7
and Supplementary Material, Figure S9, inclusions immunoreac-
tive for the transgene were recurrently also immunoreactive for
p62 but less frequently for ubiquitin. As neuronal TDP-43 and FUS
inclusions often occur in ALS and FTD patients, we looked for the
presence of such inclusions in the brain of the CHMP2Bton>
mice and showed a normal nuclear localization of both proteins
(Supplementary Material, Figure S10).

CHMP2B™"> mice develop a progressive reactive
gliosis
Reactive gliosis, a hallmark of neuronal damages, is another
feature of ALS and FTD neuropathology (33,34). It is character-
ized by astrocytic hypertrophy and microglial proliferation. At
the mRNA level, the astrocyte marker Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) was both induced in the cortex (Fig. 8) and in the
spinal cord (Fig. 9) of 6-month-old HO mice and of 12-month
and end-stage HE mice compared to nTg age-matched mice.
This increase of Gfap mRNA expression was correlated with a
higher density of astrocytes that became more developed and
ramified (Figs 8 and 9 and Supplementary Material, Figures S11
and S12). In contrast, IBA1, a microglia-/macrophage-specific
calcium-binding protein, was only increased at the mRNA levels
in the spinal cord of HO mice at 6 months of age. A similar trend
was found for HE mice at 12 months and end-stage. In the cor-
tex, mRNA levels of Ibal remained unchanged. These changes
at the mRNA levels were corroborated by the IBA1 immunos-
taining (Figs 8 and 9 and Supplementary Material, Figure S11
and S12) showing an increase of immunoreactivity in the spinal
cord associated with an increased branching and lengthening of
IBA1-positive cells processes.

Altogether, these results show a progressive dose- and age-
dependent reactive gliosis, the astrocytic activation being more
pronounced than the microglial activation.

Overexpression of human CHMP2B™™"° causes
progressive motor impairments

To determine whether the neuron-specific expression of
CHMP2B™™"> induced phenotypic alterations related to ALS
and FTD, general health and motor functions were assessed on
a monthly basis starting at 1 month of age. As shown in Table 3,
except for the weight, all parameters used to characterize the
general health of the animals using the SHIRPA protocol were
comparable between nTg and Tg mice. However, this analysis
pointed towards alterations in motor functions and behaviour
of Tg mice.

With time, HO mice progressively developed motor dysfunc-
tions and gait alterations. They became unable to extend their
hindlimb when held by the tail as early as 3 months
(Supplementary Material, Figure S13A). HO also showed a change
in footprint pattern with a 60%, 49% and 60% decrease in footstep
length, width and diagonal, respectively, when compared with
size-matched mice (Fig. 10A). Moreover, they exhibited an exag-
gerated spacing of hindlimb feet position and paw placement rel-
ative to the body axis when compared with size-matched nTg
littermates (Fig. 10B); these changes becoming more pronounced
with age. When tested on the accelerating rotarod at 3 months of
age (Fig. 10C), HO mice presented with a significant two-third re-
duction of their motor capacities and a decrease by 25% of their
muscle strength (Fig 10D) when compared with nTg and HE mice.
These changes were associated with the development of tremors
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Figure 3. CHMP2B™™"°" is expressed in neurons of transgenic mice. (A) CHMP2B™"°"> was detected with an antibody against HA. A cytoplasmic labelling was specifi-
cally found in the brain and the spinal cord of HE and HO mice of 6 months of age, whereas tissues from age-matched nTg mice were devoid of specific staining. Scale
bar: 50 um. (B) Double immunolabelling showing CHMP2B™™°"> detected with an antibody against HA (green), and neurons detected with an antibody against NEU N
(red) in cortex and spinal cord of 6-month-old homozygous mouse. HA-positive cells were also immunoreactive for NEU N showing a specific expression of the trans-
gene in neurons. Note the presence of HA aggregates in neurons. Scale bar: cortex: 25 pm; spinal cord: 50 pm.

and twitches (Fig. 10E and Table 3). Between 4 and 6 months, 70%
of the HO mice presented an altered righting reflex when placed
on the back (Fig. 10F).

With time, HO mice displayed signs of progressive hind limb
paralysis associated with a severely stilted gait leading to death.

In contrast to HO, HE mice displayed no significant motor
dysfunction or signs of illness until 10 months of age. From this
age, HE mice progressively developed tremors and twitches (Fig.
10E and Table 3), showed a progressive reduction of their capac-
ity to stay on the rotarod (Fig. 10C). HE muscle strength was sig-
nificantly reduced at 18-20 months compared with nTg
littermates when paralysis occurred (Fig. 10D).

Altogether, these results show a progressive age- and dose-
dependent effect of CHMP2B™™"> expression on motor func-
tions reminiscent of ALS and Parkinsonism.

Overexpression of human CHMP2B!"™°"> results in
impaired neuromuscular function and distal
axonopathy

Progressive paralysis observed in ALS results from gradual de-
nervation of skeletal muscles (35). To identify the origin of motor
impairments described above, we focused on the motor units
composed of the MNs, their axons and the associated skeletal
muscles. We first used electromyography (EMG) to record electri-
cal activity in skeletal muscle of anesthetized mice. Recording of
the resting activity in the gastrocnemius muscle consistently re-
vealed abnormal spontaneous activity with fibrillation potentials
of HO and HE mice when paralysis occurred (Fig. 11A).
Numerous fasciculations were also observed. At the end stage,
80% of the Tg mice presented with an altered EMG profile
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Table 1. Distribution and relative levels of transgene immunoreac-
tivity in the central nervous system of adult hemizygous mice

Brain area Structure HA staining
Cerebral cortex Cingulate cortex +++
Motor cortex ++
Somato-sensory cortex ++
Pyriform cortex +++
Enthorinal cortex +++
Corpus callosum -
Limbic system Dentate gyrus ++
CA1l ++
CA2 +
CA3 ++
Amygadala +++
Thalamus +++
Hypothalamus —/+
Basal ganglia Striatum -
Pallidum +++
Substantia Nigra +(+)
Brainstem Red nucleus +++
Superior Colliculus +/—
Periacqueducal gray ++(+)
Reticular nucleus +++
Pons ++
Medulla +++
Cerebellum Molecular layer interneurons —/+
Purkinje cells -
Granule cells —/+
Spinal cord Motor neurons -+

—: No staining; —/+: faint staining; +: low staining; ++ moderate staining, ++-+-
strong staining.

suggesting muscle denervation. We then measured muscle
mRNA levels of the myogenin and the alpha subunit of the nico-
tinic acetylcholine receptor (AChRa), two molecular markers
both induced following denervation (36,37). As shown by RT-
gPCR analysis (Fig. 11B), mRNA levels of myogenin and AChR«
were, respectively, increased by 3- and 2-fold at 6 months and 5-
and 2-fold at 12 months in HO mice when compared to nTg lit-
termates. In HE mice, a significant increase was only detected at
end stage when paralysis is established. We then further as-
sessed the innervation state of the neuromuscular junctions
(NMJ) using tibialis anterior muscle bundles. Presynaptic termi-
nals were labelled using an anti-synaptophysin antibody, and
AChRs of the post-synaptic endplates were revealed using fluo-
rescent aBGT. Figure 11C represents typical appearance of nor-
mal, partially denervated and denervated NMJs observed by
confocal microscopy. At 12 months of age, the number of dener-
vated or partially denervated NMJs was 70% and 40% higher in
HO and HE mice, respectively, than in nTg littermates (Fig. 11D).
At the end stage of HE mice (20-24 months of age), when hin-
dlimb paralysis was established, only 16% of the NMJs were fully
innervated, the rest being partially or even entirely denervated.
In addition, the morphology of the AchR clusters of post-
synaptic endplates was also altered (Fig. 11E). In 12-month-old
HE muscle, the classical pretzel-like shape of AChR clusters was
less complex and more fragmented. These abnormalities were
more pronounced at end stage. However, the endplate surface
remained comparable to nTg littermates. In parallel of these
changes located at the level of NMJ, the proportion of large mye-
linated axons (>20 pm?) in the sciatic nerve was decreased while
the number of small calibre myelinated axons (<10 ym?) was in-
creased (Fig. 12A and B) in HE and HO mice when compared to

Cortex

Spinal cord

Figure 4. p62 inclusions in cortex and spinal cord of 6-month-old CHMP2B"r°">

mice. High magnification of inset is shown below each picture. At 6 months of
age, p62 inclusions were larger and more frequent in HO mice when compared
to HE mice. In nTg mice, only very few small inclusions were seen in the studied
structures. Arrows and arrowhead show representative inclusions. Small arrow:
small size inclusion (<1 pm), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5 pm),
large arrow: large size inclusion (>3.5 um). Scale bar: 25 pm.

age-matched littermates. We then wondered whether the motor
phenotype observed was due to MNs loss. Counting MNs in the
ventral horns of lumbar spinal cords from 12 months and end-
stage mice (Fig. 12C and D) revealed that the number of MNs in
ventral homn of the spinal cord was similar in the three geno-
types as was their age-related decrease.

Altogether these results indicate a distal alteration of the
neuronal function, with partial muscle denervation without
MNs loss.

CHMP2B"™"> mice develop behavioural alterations

Bintrons

We then investigate more precisely whether the CHMP2
mice developed behavioural changes related to FTD. We per-
formed a series of tests aimed at modelling the most represen-
tative symptoms of FTD in mice (38).

Because FTD patients frequently present with restlessness,
lack of concentration and disinhibition, the exploratory behav-
iour of the mice was evaluated in an open-field arena. As shown
in Fig. 13A, HO mice had atypical patterns of exploration charac-
terized by frequent changes of direction. They spent more time
in the centre of the open field although all genotypes had the
same level of locomotion (Fig. 13B). In addition, HO mice made
less rearings, but rearings appeared preferentially in the centre
of the arena compared to nTg and HE mice (Fig. 13C). At 12
months of age, HE mice also spent more time in the centre but
rearings were comparable to these of nTg mice (Fig. 13C).

Stereotypic behaviours are commonly described in FTD pa-
tients and appear early in the course of the disease. In their
homecage, at 4-6 months of age, all HO mice presented with
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Figure 5. Ubiquitin inclusions in cortex and spinal cord of 6-month-old
CHMP2B™"°" mice. High magnification of inset is shown below each picture. At
this age, ubiquitin inclusions were larger and more frequent in HO mice when
compared to HE mice. In nTg mice, very few medium and small inclusions were
found in the frontal cortex, and small inclusions were rare in the spinal cord.
Arrows and arrowheads show representative inclusions. Small arrow: small size
inclusion (<1 pm), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5 pm), large arrow:
large size inclusion (>3.5 pm). Scale bar: 25 ym.

stereotyped behaviour, whereas this was less frequent for HE
and absent for nTg mice (Table 3). Upright scrabbling, repetitive
burying (Fig. 14A) or relentless chewing of a piece of food were
systematically observed in HO mice. In addition, repetitive head
flicking, ‘kangaroo-like’ position (mouse in up-right position, sat
on his rear) and repetitive face and ear cleaning were recur-
rently observed. We further quantified two types of social inter-
action (nose contact and crawl over) and saw a decrease of
social interaction of HO mice with their cage mates, whereas HE
behaved as nTg mice did (Fig. 14B). Because changes in food
consumption and/or preference are frequently seen in FTD pa-
tients with a marked preference for sweetened food or drink, we
then measured the daily food intake of the mice. At 5 months of
age, HO mice ate more and spent more time visiting food pellets
than nTg and HE mice (Fig. 14C). Interestingly, HE mice pre-
sented with the same alterations of food behaviour at 12
months of age. To test whether 5-month-old Tg mice developed
change in preference to sweetened drink, we used the two bot-
tles paradigm (Supplementary Material, Figure S13B). We ob-
served that for all tested sucrose concentrations, HE and nTg
mice showed a comparable preference for the sucrose solution.
Until 2% sucrose concentration in drinking water, HO mice be-
haved like their littermates. However, when tested with 2% and
4% sucrose solution HO mice exhibited a lower preference for
the soft drink than the nTg and HE mice.

Altogether, these results show a progressive and dose-
dependent effect of CHMP2B™™ expression on behaviour
reminiscent with FTD.
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Cortex

Spinal cord

Figure 6. HA inclusions in cortex and spinal cord of 6-month-old CHMP2Bto">
mice. High magnification of inset is shown below each picture. At this age, HA
inclusions were of small or medium size except for the spinal cord of HO mice,
where large size inclusions were detected. Arrows and arrowheads show repre-
sentative inclusions. Small arrow: small size inclusion (<1 pm), arrowhead: me-
dium size inclusion (1.5-3.5 ym), large arrow: large size inclusion (>3.5 pm).
Scale bar: 25 pm.

Discussion

In this study, we reported the generation and the detailed char-
acterization of the first transgenic mouse line expressing the
CHMP2B™°"> muytant in neurons that developed motor, behav-
ioural and histopathological hallmarks of both ALS and FTD.
This indicates that the truncation of the C-terminal region of
CHMP2B can contribute to the development of both pathologies
as suggested by the point mutation sites in this region found in
ALS (11,23) and FTD (22,27) patients. In the CNS, CHMP2B is
mainly expressed in neurons, with a high level of expression in
the frontal and temporal lobes of the cortex, the hippocampus,
the brainstem and the cerebellum (22,21). For this reason, we se-
lected the mouse thy1.2 promoter to drive the expression of our
CHMP2B™%°" construct. This promoter has been used before to
express other proteins in Tg mice and is known to be highly ac-
tive in the neuronal populations that normally express CHMP2B
(31,28). Despite the large number of microinjected eggs, only
one founder was obtained. To rule out the potential interfering
effect of the transgene localization within the genome on the
phenotype, we determined the integration site of the transgene.
The TLA approach allowed to localize the transgene within the
large first intron of the Atp2b1 gene that encodes for a plasma
membrane Ca’"ATPase (PMCA1). In this gene, the first intron
separates the 5'-untranslated exon 1 from the exon containing
the translational start codon. Okunade et al. (39) found that loss
of both copies of the Atp2b1 gene caused embryonic lethality in
mice, whereas heterozygous mutants had no overt phenotype.
Here, we showed that in CHMP2B™°"> mjce, Atp2b1 mRNA lev-
els were not significantly different from those of nTg mice, thus
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Figure 7. HO neurons contain cytoplasmic inclusions positive for HA, p62 and ubiquitin. Double immunolabelling HA (green)-p62 (magenta) (top), HA (green)-Ubiquitin
(Ubi, red) (middle) and p62 (magenta)-Ubi (red) (bottom). Cortical neurons of 6-month-old HO mice contained cytoplasmic inclusions of various size positive for HA, p62

or ubiquitin. Nuclei were labelled with Drag5 (blue). Arrowheads show colocalizations of selected markers in the same inclusions. Scale bar: 10 pm.

Table 2. Distribution and relative quantification of p62-, ubiquitin- and HA-positive inclusions in nTg and CHMP2B"*°" Tg mice

WT 6 HE6 HO 6 WT 12 HE 12 WT 24 HE 24
months months months months months months months
Brain area p62 Ubi HA p62 Ubi p62 Ubi HA p62 Ubi HA p62 Ubi HA p62 Ubi HA p62 Ubi HA
Frontal
cortex ° X . . oo oo . . . X oo . . oo . X ecee  ooo eoe
[ ] [} [ ] [ X ] [ ] [ ] [ [ X ]
Corpus
callosum X X X X oo X X oo eee X
Thalamus
X . . . oo oo X . oo . ° . X oo oo '
[ ) o0 [ ) [ J [ ) o [ X ) [ )
Brainstem
X . . oo oo ° X ° oo oo ° X eeee  oeoe
[ ] [} [ ] [ X ] [ ] [ ] [} [} [ X ]
Spinal
cord X oo oo oo ooe oo . X oo oo oo oo . X ooe ooe oo
[ ] [} [ ] [ X ] [} [ ] [ ] [ ] [ X ] [ X ] [}

Inclusions were quantified after immunoperoxidase staining at the indicated age as follow: x: no inclusion; .: small size inclusion (< 1um); e: medium size inclusion (1.5-3,5.um);

®: large size inclusion > 3.5um. For each size, the number of dots reflects their relative density. .: very low density;..: low density;

the integration site cannot account for the phenotype observed
in our Tg mice. Difficulties in producing constitutively express-
ing transgenic animals appear to be a general feature of both
CHMP2B™™°"> and wild-type CHMP2B models. Indeed, Ghazi-

...: medium density; ..

.. high density.

Noori et al. (19) obtained only two Tg lines for each construct us-
ing the hamster prion promoter, a promoter that drives strong
expression in neurons in the hippocampus, in Purkinje cells in
the cerebellum, and not only in few other neuronal populations
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Figure 8. Astrocytosis increases in cortex of CHMP2B™™"° Tg mice. (A) Quantification of Gfap (left) and Ibal (right) mRNA levels in cortex of nTg, HE and HO mice at 6
and 12 months of age and at ES. Graphs represent mean fold change = SEM from age-matched nTg n=5-8. P-values versus nTg: *P < 0.05, **P < 0.001, ***P < 0.0005, one-
way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD (6 months) or Student’s t test (12 months and ES). (B) Representative photomicrographs showing GFAP and IBA1
immunoreactivities in cortex of nTg, HE and HO mice at 6 months of age. Note the increase of GFAP immunoreactivity in HO mice compared to HE and nTg mice. Scale

bar: 25 um. ES, end stage.

but also in other peripheral cell types. More recently, Gao’s labo-
ratory reported three founders using the CamK2 promoter,
which drives the expression of the transgene in the forebrain
neurons (30). Interestingly, the same difficulties were encoun-
tered for other genes involved in MND or FTD such as TDP43 or
Fus (40-42) suggesting a potential early toxicity of genes related
to neurodegenerative process during development, irrespective
of the promoter used.

In the brain of our Tg mice, at the mRNA levels, Chmp2B™rons
expression was comparable to those of the mouse endogenous
Chmp2B mRNA in HE mice, and ~3-fold higher in HO mice. These
relative levels are higher than those described in FTD3 patients
(18) but comparable to those obtained by the study of Ghazi-
Noori et al. (19) in their HO CHMP2B™™°™ mice or more recently
by Gascon et al. (30) in their Tg line expressing CHMP2B™™°" in a
forebrain-specific manner. The transgene expression correlates
with the reported tissue-dependent Thy1.2 promoter activity (28).
As a consequence, structures involved in FTD (frontal cortex,

amygdala and thalamus) (43) or ALS (motor cortex, brainstem
and spinal cord) displayed a high expression of mutant
CHMP2B™°" | whereas brain regions that in human disease are
spared from FTD pathology such as the cerebellum, hypothala-
mus or striatum, did not express significant levels of transgene.
Expression of the transgene is associated with the progressive de-
velopment of histological hallmarks characteristics of both ALS
and FTD. Indeed, the neuron-restricted expression of
CHMP2B™°"> progressively leads to the formation of cytoplasmic
inclusions that are ubiquitin and p62 positive, and TDP-43 and
FUS negative, as described in FTD3 patients (11,44,45) and in two
others CHMP2B™™°">.based Tg models (19,30). Moreover,
CHMP2B™°"> mice also developed brain and spinal cord reactive
gliosis that progresses with time as described for ALS, FTD and
ALS-FTD patients (46—49). This area- and neuron-specific expres-
sions of CHMP2B"™"> and the associated histopathology that
progresses with age may thus account for an ALS-FTD phenotype
reminiscent of the human disease.
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Figure 9. Astrocytosis and microgliosis increase in spinal cord of CHMP2B™*°"* Tg mice. (A) Quantification of Gfap (left) and Iba1 (right) mRNA levels in spinal cord of
nTg, HE and HO mice at 6 and 12 months of age and at ES. Graphs represent mean fold change = SEM from age-matched nTg n=5-8. P-values versus nTg: *P < 0.05, one-
way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD (6 months) or Student t test (12 months and ES). (B) Double immunolabelling showing GFAP (red) and IBA1 (green)
immunoreactivities in spinal cord of nTg, HE and HO mice at 6 months of age. Nuclei were labelled with Hoechst 33346 (blue). Note the increase of GFAP and IBA1

immunoreactivities in HE mice compared to nTg mice. Scale bar: 25 pm.

In patients, CHMP2B mutation carriers typically present with
behavioural variant of FTD characterized by stereotyped or re-
petitive behaviours, hyperorality, hyperactivity or impulsivity,
impaired social interactions and apathy (50). These changes in
behaviour can be accompanied by motor symptoms related to
ALS (11) and associated with Parkinsonism features such as gait
impairment, rigidity or tremors (49,26,27). The CHMP2B™or®
mice presented here displayed age-dependent and dose-
dependent changes in their behaviour that recapitulate the
main symptoms of FTD. Indeed, these mice progressively devel-
oped stereotypies (climbing on the cage walls, digging in the
bedding, playing with food pellet, repetitive head flicking and
face and ears cleaning, kangaroo-like position), compulsive be-
haviour (overeating behaviour) associated in HO mice with a de-
crease of craving for sucrose, and decreased social interactions
in their homecage. Interestingly, although food intake was in-
creased in HO mice, these mice have a lower body mass and
showed a lower ability to gain weight. This observation is not

unprecedented because it has been previously reported in
SOD1(G86R) mice, an ALS model, and it may thus represent an
integrate feature of ALS disease (51). Several mechanisms may
account for this observation. The stereotypies observed are as-
sociated with an increased motor activity that may increase en-
ergy expenditure and prevent weight gain. Alternatively, an
increased energy expenditure as described in ALS mouse mod-
els and in ALS patients (51,52) could also be responsible for the
reduced weight gain. Very recently, Ahmed et al (53) also sug-
gested that similar mechanisms of increased metabolic rate
could explain the limited increase of BMI in bvFTD patients with
abnormal eating behaviours. Stereotyped-related behaviour (ex-
cessive grooming) and impairment in sociability have also been
described in the mouse model of FTD harbouring the
CHMP2B™™°"*> muytant in forebrain neurons (30) supporting the
crucial role of this brain area in these behaviours. The moving
pattern of HO mice in an open field suggests a lack of concentra-
tion and the decrease of thigmotaxis, the natural tendency of
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Table 3. Longitudinal modified SHIRPA analysis of nTG and CHMP2B™"*°" Tg mice

4-6 months

10-15 months 20-25 months

nTg(n=16) HEMn=15) HO(n=10)

nTg(n=16) HEM=13) HO(M=5) nTg(n=8) HEn=13)

General health
Body weight (g) 271 +05  275+05 162" +057
Skin color N N N
Piloerection (%) 0 0 0
Lacrimation (%) 0 0 0
Palpebral closure N N N
Body tone N N N
Abdominal tone N N Nor |

Motor and sensory functions
Gait N N A
Limb tone Nor T Nor 1 Nor|
Pelvic elevation N N T
Tremors (%) 0 30 80
Twiches (%) 0 36.4 60
Stereotypies 0 0 100
Pinna reflex N N N
Corneal reflex N N N
Delayed visual placing (%) 0 0 20
Positional passivity N N N
Altered righting reflex 0 0 70
Provoked biting (%) 78 90 30
Vocalization (%) 0 0 0

33.9+2.0 36.0+0.7 17.0"*+£0.7 383=x1.1 32.1"* £ 0.62
N N N N N

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

N N N N N

N N N N N

N N | N lorNor|
N N/A A N A

Nor Nor lort T T

N Nor | 1 N 1

18 333 100 25 100

0 53.8 100 0 91

0 20 100 0 50

N N N N N

N N N N N

0 0 60 0 9.1

N Nor | N Nor | l

0 39 80 0 80

78 77 0 43 55

0 0 0 0 0

Analyses were performed at the indicated ages. A: altered; N: normal; |: decreased; 1: increased. Value: % of mice presenting the studied character or mean + SEM

P < 0.0001 one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD.

wall-seeking in an open-field, together with the increased pro-
portion of rearing in the centre of the arena could relate to less
emotional mice or to a state of disinhibition. With age, signs of
apathy (delayed visual placing, decreased provoked biting) were
also observed. All these changes correspond to the clinical
symptoms developed by behavioural variant of FTD patients
and support the idea that neuronal populations outside the
forebrain might participate to the pathology.

In addition to these behavioural deficits, the CHMP2Btron>
mice displayed an age- and dose-dependent loss of the motor
functions. As early as 3 months of age, HO mice exhibited gait
abnormalities, impairment of hindlimb placement and exten-
sion and tremors reminiscent of ataxia and Parkinsonism de-
scribed in some FTD and ALS patients (4,50). Their motor
coordination and their muscle strength were also progres-
sively altered. The progressive muscle weakness and paralysis
in these mice mirrored motor symptoms of ALS patients.
However, the motor phenotype in the CHMP2B™™"> mice was
not associated with spinal MN loss. Denervation was mild,
and detectable by EMG only at the late stage of the pathology.
Although spinal MNs loss is considered a cardinal feature of
ALS in patients and in mutant SOD1-based ALS mouse models,
several studies indicated that it is the dysfunction of the NMJs
rather than the loss of MNs that triggers the muscle denerva-
tion. Indeed, in these models as in patients, NMJ dysfunction
and dismantlement is one of the first pathologic events in the
course of the disease (35,54-57). Moreover, protecting MN cell
body from the death by pharmacological or genetic
approaches is not sufficient to prevent the denervation pro-
cess and the progression of the disease (58,59). In our model,
we show molecular and cellular clues indicative of an alter-
ation of the NMJs namely induction of AChRa and myogenin
that are characteristics of muscle denervation. Further, at the
disease end stage, when EMG recordings detect spontaneous

activity of denervation, 70% of the NMJs presented with a par-
tial retraction of the nerve terminals. It is of interest to note
that a neuron-specific expression of a mutant SOD1 in mice
induces the same motor phenotype without significant MNs
degeneration (60-62). This is in contrast to the SOD1 models
where the mutants are expressed ubiquitously and the MNs
are lost (63,64).

Several mechanisms could support the distal degeneration
of MNs and the behavioural impairments observed in the mice.
CHMP2B is involved in several cellular processes related to pro-
tein clearance and membrane remodelling. As shown in the
other two CHMP2B™'™"*_based Tg lines and in this study, neu-
ronal expression of CHMP2B™™°7° in mice led to protein aggre-
gation and cytoplasmic inclusions (19,30) possibly due to
dysfunction of autophagy (17). These neuronal inclusions might
impair the axonal transport and induce neuronal dysfunction
as already shown in the ALS mice models (65-67). Over time,
the accumulation of these aggregates might become progres-
sively toxic for the neurons and induce their degeneration. In
addition, several studies have demonstrated that CHMP2B™ro>
impaired dendritic spines formation and synaptic plasticity
(20,21) thereby driving synaptic dysfunctions and excitotoxicity.
More recently, it has been shown that CHMP2B mutations were
associated with lysosomal storage pathology (29). Because all
these mechanisms are relevant in the context of ALS and FTD
and could account for the development of the pathology, they
will be explored in this model.

In conclusion, we showed that a human FTD3-linked mu-
tant, the CHMP2B"™"> specifically expressed in neurons, can
trigger ALS and FTD-like symptoms together with characteristic
histopathological hallmarks of these two diseases. This demon-
strates that the C-terminal part of CHMP2B is involved in com-
mon processes possibly causing ALS and FTD when altered. To
date, the exact cellular and molecular mechanisms leading to
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Figure 10. Overexpression of CHMP2B"™"® in neurons results in age- and dose-dependent motor dysfunctions. (A) Top, Representative footprint of 3-month-old mice
showing an altered stance of HO mice. Bottom, Quantitative footprint analysis showing a significant decrease in all parameters measured for HO mice when compared
to HE or nTg size-matched mice. nTg: n = 9, HE: n=6, HO: n=>5. **P < 0.0001, *P < 0.05, one way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD. (B) Representative exam-
ple of hind limb spacing and paw placement (top) and analysis of hindlimb spacing (bottom) at three stages. The white lines on the mouse pictures represent the body
axis and the paw’s axis. Histograms represent the percentage of mice in the population displaying a normal paw placement in the axis of the body (normal), a slightly
increased spacing of the paw compared to the body axis (+) or a large spacing of the paw compared to the body axis (+++). HO mice presented with increased hindlimb
feet spacing as early at 4-6 months, these changes being more pronounced at 10-15 months. In HE mice, these changes appeared more progressively. nTg: n = 9-5, HE:
n=13-6, HO: n=6. (C) Rotarod test showing an age-dependent and transgene copy number-dependent impairment in performance on the rotarod starting from 3
months of age for HO mice and 12 months of age for HE mice. Values represent the mean * SEM, nTg: n = 9-5, HE: n=13-6, HO: n=6. P-values versus nTg: **P < 0.0001;
*P < 0.05, one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD. (D) Grip test analysis showing an age-dependent and transgene copy number-dependent decrease of
grip strength. Values represent the mean *+ SEM, nTg: n=20-5, HE: n=27-9, HO: n=09. P-values versus nTg:**P < 0.0001; *P < 0.05, one-way ANOVA followed by uncor-
rected Fisher’s LSD. (E and F) Tremors (E) and righting reflex (F) at three stages. Results are expressed as the percentage of mice displaying the studied parameter in the
population. HO mice presented with increased tremors, and decreased righting reflex as early at 4-6 months, these changes being more pronounced at 10-15 months.
In HE mice, these changes appeared more progressively. nTg: n = 9-5, HE: n=13-6, HO: n=6.

this phenotype remain to be elucidated. This unique transgenic Materials and Methods
line developing ALS and FTD symptoms will now allow to study

the mechanistic continuum and the pathological processes
shared by thes.e two pathologies. Unders.tandiltlg the way a All experiments followed current European Union regulations
CHMP2B mutation leads to neurodegeneration might open new (Directive 2010/63/EU). They were approved by the regional
avenues for the discovery of therapeutic targets for these two ethics committee CREMEAS 35 under No. AL/51/58/02/13 and
diseases with currently no cure. were performed by authorized investigators.

Ethics statement
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Figure 11. CHMP2B™"°"> Tg mice develop a distal axonopathy. (A): Left: Representative EMG recording used for scoring the mice. 0: normal profile without abnormal
electrical activity, 1: presence of few fasciculations; 2: Fasciculations and fibrillations are present. Fasciculations and fibrillations are indicative of muscle fibre denerva-
tion and motor unit degeneration. Right: Percentage of mice presenting with abnormal EMG recording according to the above scale at end-stage. nTg: n=8; HE: n= 19;
HO: n=8. (B) mRNA levels of denervation markers myogenin and AChRe in gastrocnemius muscle at 6 and 12 months of age and at end-stage (ES) when mice were para-
lyzed. Denervation markers were significantly induced in HO and HE mice of, respectively, 6 and 12 months of age compared to nTg littermates. Values are the
mean + SEM, nTg: n=9-6, HE: n=10-5; HO n=6-4. P-values versus nTg:*P <0.05; **<0.01; **<0.0001, one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD. (C)
Representative confocal photographs showing typical innervated (I) partially denervated (PD, arrowhead), and denervated (D) neuromuscular junctions in tibialis ante-
rior. TRITC-bungarotoxin labelled acetylcholine receptors delineate motor endplates (red), nerve terminals are labelled by immunodetection of synaptophysin (green).
(D) Quantification of innervation in nTg, HE and HO mice at 12 months of age and at ES. Histograms represent the mean = SEM, n=>5 per genotype and age. P-values
versus nTg:*P < 0.05, *P < 0.005, **P < 0.0001, one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD. (E) Morphometric analysis of the motor endplate formed by AChR
clusters in tibialis anterior of HE and nTg mice at 12 months of age and ES. Histograms represent the mean + SEM, n=6 and 5 mice per genotype at, respectively, 12
months and ES. P-values versus nTg: *P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.0001, one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD.

. intron5 :
Generation of CHMP2B tg mice to the two-cell stage and then surgically transferred to recipi-

ent. Of three series of microinjections, one male founder was
obtained. F1 was obtained by breeding the founder with C57Bl6
females. The line was then propagated on this mix back-

A cDNA encoding the N-terminal HA-tagged human
CHMP2B™°"®> mutant was generated by PCR and has been de-
scribed in details earlier (20). This cDNA was subcloned into

the Xho I site in the mouse Thy1.2 promoter construct [gener-
ous gift from Dr. P. Caroni (31)]. The linearized Not I- Pvu I frag-
ment was purified and injected into single-cell eggs of FVB/N
mice breed with B6D2 males. The injected eggs were cultured

ground. HE mice were interbred to obtain wild-type non-Tg
(nTg), HE and homozygous (HO) mice in the same litters. In all
the experiments, unless indicated, littermates were used for
comparisons.
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Figure 12. Soma of motor neurons are preserved although sciatic nerve shows signs of degeneration. (A) Representative photomicrographs of myelinated axons within
the sciatic nerve of nTg, HE and HO mice at the end-stage. Scale bar: 50 ym. (B) Distribution of myelinated axons area. The number of small calibre axons increases in
HO and HE mice compared to nTg littermates while the number of large calibre axons decreases. Histograms represent the mean + SEM, n=5 per genotype. P-values
versus nTg:*P < 0.05, one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD. (C) Representative photomicrographs of CHAT immunostaining showing motor neurons in
lumbar spinal cord of nTg, HE and HO mice at 12 months of age and at end stage (ES). Scale bar: 100 um. (D) Quantification of the number of motor neurons (MN) in lum-
bar spinal cord of nTg, HE and HO mice at 12 months of age and at ES stage after CHAT immunostaining. Histograms represent the mean + SEM.

Genotyping, determination of integration site and
transgene copy number evaluation

Sequences of primers used are given in Supplementary
Material, Table S1. Tg mice were identified by PCR amplification
of DNA extracted from tail biopsies. Determination of transgene
copy number was performed using the protocol described by
Joshi et al (68) with the following modifications: genomic DNA
was extracted from tail biopsies of nTg, HE and HO mice with
the phenol/chloroform method, followed by an ethanol precipi-
tation. The linear fragment of 1079 bp containing the transgene
was obtained by digestion with the restriction enzymes Afl2 and
Nsil and purified with the Invitrogen gel extraction kit
(Invitrogen). The molecular mass of the fragment was calcu-
lated using the formula: m= (1079 bp x 607.4 + 157.9)/6.02.10%.
A dilution series of the fragment was prepared in Tris buffer
plus 20 ng/pl of genomic DNA from a nTg mouse.

The integration site was determined by Cergentis (Utrecht,
Netherlands) using the Targeted Locus Amplification (TLA)
Technology (69). Briefly, two primers pairs were designed and
used in individual TLA amplifications. PCR products were puri-
fied and library preprepped using the Illumina NexteraXT proto-
col and sequenced on an Illumina Miseq sequencer. Reads were
mapped using BWA-SW alignment tool. The mouse genome
version mm10 was used for mapping.

The transgene copy number was estimated by quantitative
PCR (SSoAdvanced SYBR® green Supermix Bio-Rad, CFX96 Real-
Time System, Bio-Rad), by comparing the cycle threshold of 100
ng of genomic DNA from transgenic mice with the plasmid frag-
ment standard curve. CHMP2B™™"> copy number per diploid
cell was calculated by dividing the number of copies measured
by 1.67.10% the number of diploid cells corresponding to 100 ng
DNA.

Breeding and maintenance

Mice were housed in the animal facility of the faculty of medi-
cine of Strasbourg University, at 23°C with a 12-hour light/dark
cycle. They had water and regular A04 rodent chow ad libitum.
For survival experiments, mice were euthanized when animals
were paralyzed and unable to roll over within 5 seconds after
being pushed on their back.

Phenotypic evaluation

Experiments were conducted by an observer who was blinded
to the genotype of the mice. Females and males were used in
this study with a 1:1 ratio. All Tg offspring were evaluated
alongside their age- and sex-matched nTg littermates.

General assessment

Mice were weighted monthly. To grossly characterize the phe-
notype of the mice, they were subjected to a modified SHIRPA
(SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College School of
Medicine at St Mary’s; Royal London Hospital, St
Bartholomew’s and the Royal London School of Medicine;
Phenotype Assessment) protocol consisting of an initial battery
of tests adapted from Rogers et al. (70). These tests consisted of
a series of tests for non-invasive, rapid and quantitative as-
sessments of autonomic, sensory and motor integrity in mice
using standard methods such as open field, jar view and grid
tests to provide a behavioural and functional profile.
Stereotypies were examined in view jar and open-field arena.
Stereotypies were considered to be present when at least two
of the following behaviours were observed five times or more
during the 5-minute sessions: upright scrabbling, kangaroo-like
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Figure 13. CHMP2B™""""> Tg mice show behaviour modifications in open-field arena. (A) Representative tracks of 4 (top) and 12 (bottom) month-old mice recorded dur-
ing 3minutes in open-field. Note the altered pattern of HO mice compared to HE and nTg mice at 4 months. Similar change was observed for HE compared to nTg mice

at 12 months of age. (B) Quantification of the total moving time (left) and the time spent in the centre (right) during a 5-minute period in the open-field. The moving
time was similar for the three genotypes, but the HO mice spent more time in the centre of the arena at 5 months of age compared to HE and nTg. HE mice tended to
behave in a similar manner at 12 months of age. (C) The number of rearings (left) over the same period as in (B) was reduced in HO mice compared to HE and nTg mice
while their percentage of rearing in the centre (middle) was increased. Note that at 12 months of age, the number of entry in the centre was increased in HE mice com-
pared to nTg littermates (right). Graphs represent the mean * SEM, n=6-12, *P < 0.05, *P < 0.005, **P < 0.001 one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD. For

detailed procedures, see Material and Methods.

position, repetitive head flicking, repetitive face and ears clean-
ing. Upright scrabbling was defined as a mouse rearing along a
wall or in a corner and appearing to run or climb on place (71).
Kangaroo-like position was defined as a mouse sat on his rear
in up-right position. All tests were performed in the same or-
der for each mouse under appropriate behavioural testing con-
ditions. Mice were evaluated between 3-6, 10-15 and 20-25
months of age. The exact age or period is indicated in the fig-
ure legends.

Motor assessment

Mice motor performances were assessed using Rotarod (model
7650, Ugo Basile). Each session consisted of three trials of 330
seconds with an acceleration period (4-40rpm during 180sec-
onds) followed by 150seconds at constant maximal speed.
Results are the mean of 4 consecutive sessions performed after
habituation. Muscle strength was determined using a gripmeter
(ALGO1; Bioseb). The mouse was placed over a metallic grid that
it instinctively grab to try to stop the involuntary backward
movement carried out by the manipulator until the pulling force
overcomes their grip strength. After the animal loses its grip,
the strength-meter scores the peak pull force. The muscle force
(in mN) was measured three times per mouse. Results are the
mean of three consecutive assays.

Behavioural assessment

Food consumption was followed up over a 12-day period in indi-
vidual cages, and the amount of food eaten was measured daily.
Five behaviours were analyzed in home cage: upright scrab-
bling, digging in the bedding, nose contact and visits to pellet.
Thirty minutes before recording, the home cage was placed in
the area of recording and several pellets of regular food were
placed on the ground in the cage. Mice were recorded for 15
minutes, and the behaviour of each mouse was analyzed sepa-
rately. Crawl over corresponded to subject’s forelimbs crossing
the midline of the dorsal surface of the other mouse (72).
General exploratory locomotion and anxiety were tested in an
open-field arena (72 x72 x36cm) during 15-minute sessions.
The floor was divided into sixteen 18 x 18cm? and a central
square (18 x 18 cm?) was drawn in the middle of the open field.
The maze was located in a test room lit by a 600lux for back-
ground lighting. The open field maze was cleaned between each
mouse using 70% ethyl alcohol. For the test, the mouse was
placed in the centre of the arena and allowed to freely move
while being recorded by an overhead camera. Behaviour was
analyzed with an automated tracking system (EthoVision XT,
Noldus). The time spent in the centre (four central quadrants)
versus the perimeter (12 peripheral quadrants) were automati-
cally calculated and was used to measure exploration and anxi-
ety. The total moving time was used to evaluate locomotor
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activity. For each mouse, a tracking trajectory map presenting
corresponding locomotion activity was made.

EMG

EMG recordings were made using a standard apparatus (Alpine
Biomed) as previously described (73,74). Mice were anesthetized
with a solution of ketamine/xylasine (100-16 mg/kg) injected in-
traperitoneally and kept on an heating pad to maintain a physi-
ological muscle temperature (at about 31°C). A concentric
needle electrode (no. 901350011, diameter 0.3 mm; Medtronic)
was inserted in the selected muscle, and a monopolar needle
electrode (no. 9013R0312, diameter 0.3 mm; Medtronic) was in-
serted into the tail of the mouse to earth the system. Electrical
activity was monitored in both gastrocnemius and tibialis anterior
on both legs for at least 2 minutes. Spontaneous activity was dif-
ferentiated from voluntary activity by visual and auditory in-
spection. Only spontaneous activity with peak-to-peak
amplitude of at least 50 uV was considered to be significant.

Tissues preparation

For biochemistry, mice were killed by decapitation and tissues
were carefully dissected and stored at —80°C until used.

RNA extraction and RT-real-time PCR

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 ho-
mogenization was performed twice in a TissueLyser (Qiagen) at
30Hz for 3minutes. RNA was extracted with chloroform/isopro-
pyl alcohol/ethanol technic and stored at -80°C until use. 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 manufac-
turer. Gene expression was measured using the SYBR green re-
agent (SsoAvanced™ Universal SYBR Green Supermix, Bio-Rad)
following the manufacturer’s instructions on a Bio-Rad iCycler.
PCR was performed in optimized conditions: 95 °C denatured for
30 seconds, followed by 40 cycles of 4 seconds at 95 °C and 4 sec-
onds at 60°C. Primer sequences are given in Supplementary
Material, Table S1. Standardization was performed using three
standard genes: 18S (18S Ribosomal RNA), Pol2 (DNA-dependent
RNA polymerase II) and Tbp (TATA-box binding protein) to compute
a normalization factor using Genorm software v3.5.

Western blot analysis

Whole tissue protein extraction was performed as follows. Snap
frozen muscle tissue was pulverized in a TissueLyser (Qiagen) 2
x 20 seconds using stainless steel beads. Tissue powder was ho-
mogenized in RIPA lysis buffer (50 mwm Tris pH 7.4, 150 mm NaCl, 1
mu EDTA, 1% Triton 100X, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate)
1 ml/100 mg tissue containing 1/100 protease inhibitor cocktail
(Calbiochem), phosphatase inhibitor cocktail 2 and 3 (Sigma
Aldrich). Protein quantification was performed using a BCA
Assay Reagent Kit (UP95424 Uptima). Equal amounts of soluble
proteins were denaturized by boiling, resolved by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a
0.45 pm nitrocellulose membrane (Bio-Rad) using a semi-dry
Transblot Turbo transfer system (Bio-Rad). After using 10% fat-
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Figure 14. CHMP2B™™"°" Tg mice show behaviour modifications in the home-
cage. (A and B) Evaluation of stereotypies (A) and social interactions (B) at 5 and
12 months of age in the homecage. Upright scrabbling is increased in HO and HE
mice while digging in the bedding is only increased in HE mice compared to nTg
littermates. Crawl over and nose contact are decreased in HO mice when com-
pared to nTg littermates. (C) Evaluation of food-related behaviour at 5 months of
age. The daily food intake (left) and the number of visits to food pellet over a
15minutes period (right) are increased in HO mice compared to HE and nTg
mice. Values represent the mean * SEM, n=_8-12, *P < 0.05, **P < 0.005, **P < 0.001
one-way ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD or Student’s t test.

free milk in PBS as blocker, membranes were probed with pri-
mary antibodies against HA (Cell Signalling, #3724s, 1/250) and
CHMP2B (Abcam, #AB33174, 1/1000), detected with HRP-coupled
secondary antibodies (P.A.R.LS, anti-rabbit HRP # BI2407, anti-
mouse HRP # BI2413C, 1/5000). The protein bands were detected
by chemiluminescence using an ECL Lumina Forte (Millipore)
and a chemiluminescence detector (Chemidoc, Bio-Rad).
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Histology

Mice were deeply anesthetized with 120 mg/kg ketamine, 16
mg/kg xylazine injected intraperitoneally and perfused with 4%
ice-cold paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4.
Tissues were post-fixed in the same fixative for 24 hours and
kept at 4°C in PBS containing 0.002% thimerosal until use.

Forty-um-thick sections of brain and spinal cord were per-
formed using a Leica VT1000S vibratome. The following anti-
bodies were used anti-Choline Acetyl Transferase (CHAT,
Chemicon, #ab144P, 1/100), anti-FUS (Bethyl, #A303-839A, 1/
200), anti-GFAP (Cell Signalling, #36705, 1/200), anti-HA (Cell
Signaling, #3724s, 1/100), anti-IBA1 (Abcam, #ab5076, 1/100),
anti-NEU N (Millipore, #ABN78, 1/100), anti-p62 (Abcam,
#AB56416, 1/100), anti-TDP43 (Proteintech, #107822AP, 1/100)
and anti-ubiquitin (Chemicon, #MAB1510, 1/200). For immuno-
peroxidase staining, free floating sections were pre-treated
10 minutes in PBS-3% H,0, followed by 30 minutes in PBS con-
taining 1% triton-X100 and 5% donkey serum, and 30 minutes at
80°C in 10 mu citrate buffer pH 6. Selected primary antibodies
were incubated overnight at room temperature at the indicated
concentration in PBS containing 0.1% triton-X100 (PBT). After
three washes with PBT, sections were incubated 1 hour at room
temperature with the appropriate biotinylated secondary anti-
body (biotinylated donkey anti-mouse IgG or biotinylated don-
key anti-rabbit IgG, Jackson Immunoresearch) followed by three
washes with PBT and 1-hour incubation with the ABC complex
according to manufacturer’s instructions (Vector Laboratories).
Revelation was performed using the Vectastain ABC kit (Vector
Laboratories). For fluorescent double immunolabelling, H,0,
pre-treatment was omitted and the secondary antibodies used
were coupled with either Alexa 488, Cyanin 3, Alexa 594 or
Alexa 647 (Jackson immunoresearch). Nuclei were stained with
Hoechst 33342 (1 pg/ml; Sigma) or Drag5™ (1 pg/ml; Cell
Signaling). Autofluorescence was quenched with Sudan black B
treatment before mounting (75).

To study the NMJ morphology, bundles of muscle fibres were
prepared from the tibialis anterior muscle under a binocular mi-
croscope, and labelled with antibodies directed against synapto-
physin (Millipore, #MAB5258, 1/100) and neurofilament 200
(Sigma, #N1442, 1/200), and rhodamine-conjugated alpha-bun-
garotoxin («BGT, 1 pg/ml; Sigma) and Hoechst 33342 (1 pg/ml;
Sigma) or Draq5™(1 ug/ml; Cell Signaling) using a standard pro-
tocol. Usually, five to six bundles were examined per animal,
which represented 30-60 analyzed NMJs per animal.

Immunofluorescence stainings were monitored with a laser
scanning microscope (Leica TCS SP5 II, LEICA Microsystems). Five
frames for cortex or eight frames for spinal cord (steps size 0.5 um)
were acquired with a 20x lens PL APO Dry UV (NA 0.7) and merged
to get a maximum projection of 2.5-um-size depth for cortex or 3.5
um size depth for spinal cord. For inclusions or NMJ analyses,
frames (0.6 pm thick) were obtained with a 63x lens PL APO lambda
blue (NA 1.4). Hoechst 33342 was excited using diode 405 nm, Alexa
488 by the 488 nm ray of the argon laser, Cyanin 3, TRITC or Alexa
594 by diode 561, Alexa 647 or Drag5 by 633 nm Helium-Neon laser.
Emission bandwidths used sequentially were 410470 nm for
Hoechst 33342, 520-550 nm for Alexa 488, 570-620 for Cyanin3,
TRITC or Alexa 594 and 650-690 for Alexa 647 or Draq5™.

Sciatic nerves were stained by 1% osmium tetroxide, dehy-
drated, and embedded in Araldite-Epon mixture. Semi-thin sec-
tions (1.5 pm thick) were performed using a Leica RM2265
microtome. The area of myelinated axons was measured using
the LuciaG software. Between 90% and 95% of the fibres present
in the section were analyzed for each sciatic nerve.
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MN were counted in the ventral horns of the lumbar spinal
cord segments L3-L5, using at least seven non-adjacent cryosec-
tions of 14 ym thick per animal examined with a Nikon micro-
scope at a 200x magnification (51). MNs were identified by
immunostaining with an antibody directed against CHAT as de-
scribed above. Counts of CHAT positive MNs were performed by
an independent genotype-blinded observer.

Pictures used for counting were taken with a Nikon Eclipse
E800 microscope, a Nikon digital sight DS-U3 camera and the
NIS Element software.

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. For Kaplan-Meier survival analysis,
a log rank test was used to determine significance.

Supplementary Material

Supplementary Material is available at HMG online.
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Supplemental figure 1: Determination of the transgene integration site.

A: TLA sequence coverage across the mouse genome. Data shown in left panel was generated
using primer set 1 and right panel using primer set 2. The different chromosomes are indicated on
the y-axis, the chromosomal position on the x-axis. Encircled in red is the integration site in
chromosome 10. Highest coverage peak was observed at chromosome 10. No additional peaks
were observed across the genome indicating a single integration event.

B: IGV screenshot showing the sequence coverage across the transgene integration site. Coverage
generated across chr10:97,538,178-100,063,099 using primer set 1 (top panel) and set 2 (bottom
panel) are depicted. Blue arrow indicates the integration site at the Azp2b1 gene.

C: Expression of Atp2b1 is not altered by the integration of the transgene. Relative mRNA levels
of Atp2b1 were measured by RT-qPCR in the cortex of nTg, HE and HO mice at 6 and 24 months
of age. Graphs represent mean fold change + SEM from age-matched nTg n=5-8. One-way
ANOVA followed by uncorrected Fisher’s LSD (6 mo) or student’s t test (ES).

HE: hemizygous, HO: homozygous, nTg: non transgenic.



Supplemental figure 2: Representative picture showing p62 inclusions of the
different sizes found in CHMP2Bi"nS cortical neurons of 6 month-old HO mouse.
Small arrow: small size inclusion (<Ium), arrowhead: medium size inclusion
(1.5-3.5um), large arrow: large size inclusion>3.5um. Scale bar: Sum.
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Supplemental figure 3: p62 inclusions in the corpus callosum, thalamus and brainstem of 6 month-old mice.
High magnification of inset is located below each picture. nTg: non transgenic, HE: hemizygous, HO: homozygous.
Small arrow: small size inclusion (<I1pum), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5pm), large arrow: large size
inclusion>3.5um. Scale bar: 25um.
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Supplemental figure 4: Ubiquitin inclusions in the corpus callosum, thalamus and brainstem of 6 month-old mice.
High magnification of inset is located below each picture. nTg: non transgenic, HE: hemizygous, HO: homozygous. Small
arrow: small size inclusion (<lum), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5um), large arrow: large size
inclusion>3.5um. Scale bar: 25um.
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Supplemental figure 5: HA inclusions in the corpus callosum, thalamus and brainstem of 6 month-old mice.
High magnifications of insets are located below each picture. nTg: non transgenic, HE: hemizygous, HO: homozygous.
Small arrow: small size inclusion (<1pm), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5um). Scale bar: 25um.
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Supplemental figure 6: p62 inclusions in the brain and spinal cord of 12 and 24 month-old mice. p62
inclusions were identified in several brain regions including cortex (CTX), thalamus, brainstem and spinal
cord. CC: corpus callosum, nTg: non transgenic, HE: hemizygous, HO: homozygous. Small arrow: small size
inclusion (<1pm), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5um), large arrow: large size inclusion>3.5um.
Scale bar: 25um.



12 months 24 months

HE

Thalamus

£
(]
]
(7))
IE
©
S
(01]

Spinal cord

Supplemental figure 7: Ubiquitin inclusions in the brain and spinal cord of 12 and 24 month-old mice.
Ubiquitin inclusions were identified in several brain regions including cortex (CTX), corpus callosum
(CC) ,thalamus, brainstem and spinal cord. nTg: non transgenic, HE: hemizygous, HO: homozygous. Small
arrow: small size inclusion (<lum), arrowhead: medium size inclusion (1.5-3.5um), large arrow: large size
inclusion>3.5um. Scale bar: 25um.
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Supplemental figure 8: HA
inclusions in the brain and
spinal cord of 12 and 24
month-old mice. HA inclusions
were identified in several brain
regions including cortex (CTX),
thalamus, brainstem and spinal
cord.

CC:  corpus callosum, HE:
hemizygous, HO: homozygous.
Small arrow: small size inclusion
(£1pm), arrowhead: medium size
inclusion  (1.5-3.5um), large
arrow: large size
inclusion>3.5um. Scale bar:
25pum.
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Supplemental figure 9: HO motor neurons contain cytoplasmic inclusions positive for HA and
p62 or ubiquitin.

Double immunolabelling HA (green)-p62 (magenta) (Top), HA (green)-Ubiquitin (Ubi, red) (middle)
and p62 (magenta)-Ubi (red) (Bottom)
Motor neurons of 6 month-old HO mice contained cytoplasmic inclusions of various size positive for

HA, p62 or ubiquitin. Nuclei were labelled with Dracq5 (blue). Arrowheads show colocalizations of
selected markers in the same inclusions.

Scale bar: 10um.
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Supplemental figure 10: FUS and TDP43 are normally localized in the nucleus of the neurons
in HO mice. Immunostaining showing Fus or TDP43 distribution in red in cortex of nTg and HO
mice at 6 months of age. Nuclei (blue) were visualized with Hoechst 33342. FUS and TDP43 were
strictly located within the nucleus as shown by the pink-purple colour after merging of respective
red/blue pictures (high magnification, small pictures). HO: homozygous, nTg: non transgenic. Scale
bar: low magnification: 50pum, high magnification: Sum.
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Supplemental figure 11: Age-dependent increase of astrocytosis in cortex of HE mice. Double
immunolabelling showing GFAP (red) and IBA1 (green) immunoreactivities in the cortex of nTg and
HE mice at 12 and 24 months of age. Nuclei were labelled with Hoechst 33346 (blue). GFAP
immunoreactivity increased with age in HE mice. Note also the increase of GFAP immunoreactivity in
HE mice compared to nTg mice. HE: hemizygous; nTg: non transgenic. Scale bar: 25um.
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Supplemental figure 12: Age-dependent increase of astrocytosis and microgliosis in the spinal cord
of HE mice. Double immunolabelling showing GFAP (red) and IBA1 (green) immunoreactivities in the
spinal cord of nTg and HE mice at 12 and 24 months of age. Nuclei were labelled with Hoechst 33346
(blue). GFAP and IBA1 immunoreactivities increased with age in HE mice. Note also the increase of
GFAP and IBA1 immunoreactivities in HE mice compared to nTg mice. HE: hemizygous; nTg: non
transgenic. Scale bar: 25um.
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Supplemental figure 13:

A: Representative pictures showing the alteration of hindlimb splay of HO mice when
hold by tail compared to nTg mice.

B: Sucrose preference at 5 months of age. At 2% and 4% sucrose concentration
sucrose preference was decreased in HO mice compared to HE and nTg mice. Values
represent the mean+=SEM, n=8-12, *p<0.05, **p<0.005 one-way ANOVA followed by
uncorrected Fisher’s LSD. For detailed procedure see material and methods section.
HE: hemizygous, HO: homozygous, nTg: non transgenic.



Supplemental table 1: primer sequences used for PCR.

Gene Id Forward Reverse
Transgene Tg GTCGGAACTCTTGGCACCTA CCAATCTTGGCCATTTTCTT
(genotyping)
TLA set 1 In ’egl;zt’on GGCAGTTAACAAGAAGATGG CCTCGTAACTCTCGATTCTG
TLA set 2 In ’egl;zﬁon CCCAAGTCCTTCAAATATCTC GCTTTCTTCTTCGTCATCAG
Tra”ﬁgi@if"py CHMP2B | GACTACGCTTACCCATACGAC TAGCCCTCTGTGTACCTCGT
18s rgolfl’zoma' 18S CGTCTGCCCTATCAACTTTCG TTCCTTGGATGTGGTAGCCG
Nicotinic
Acetylcholine AChRz | CCACAGACTCAGGGGAGAAG AACGGTGGTGTGTGTTGATG
receptor alpha
subunit
ATPase, Ca2+-
Ir ag;;;% an Atp2b1 AGGAAGGGCTGTTTGAATCCT ATGAAGGGTGTGCTAGGTGG
membrane 1
Charged
Multivesicular Chmp2B | GAAGCTTACCGTCTGCCTCC CCCCTAAAGCTTTGAGTTGAC
Body Protein 2B
(mouse)
Glial fibrillary
1al . Gfap TCGAGATCGCCACCTACAG GTCTGTACAGGAATGGTGATGC
acidic protein
lonized calcium-
binding adapter Ibat AGCTTTTGGACTGCTGAAGG CAGCTCTAGGTGGGTCTTGG
molecule 1
Myogenin Myog GTCCAACCCCAACATCCA CATTTCCCGCCACAC
RNA
Polymerase Il Pol2 AATCCGCATCATGAACAGTG CATCCATTTTATCCACCACC
polypeptide A
TATA box
Thp CCAATGACTCCTATGACCCCTA | CAGCCAAGATTCACGGTAGAT

binding protein
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Etude du continuum mécanistique et physiopathologique entre la
Sclérose Latérale Amyotrophique et la Démence FrontoTemporale

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) et la Démence FrontoTemporale (DFT) sont deux maladies
neurodégénératives fatales pour lesquelles il n’existe aucun traitement curatif. Ces deux maladies sont liées
par un continuum clinigue que corroborent des arguments génétiques et histologiques. Aujourd’hui, environ
15% des patients atteints de SLA développent par la suite une DFT et inversement. En 2006, des mutations
dans le géne CHMP2B ont été découvertes chez des patients atteints de SLA et de DFT. Douze ans plus
tard, les mécanismes pathologiques associés aux mutations de ce gene dans le syndrome SLA-DFT sont
encore peu compris.

Pour pallier cela, nous avons étudié par plusieurs approches l'impact du mutant CHMP2B""> dans un
modeéle murin. Les analyses transcriptomiques réalisées au niveau de la moelle épiniére lombaire ont mis en
lumieére une dérégulation de plusieurs processus cellulaires, notamment la réponse inflammatoire et le
métabolisme lipidique. De plus, nous avons mis en évidence au niveau neuronal une perturbation trés
précoce de la macroautophagie, avec un blocage dans I'étape finale de dégradation lysosomale associé a
une répression de linitiation de I'autophagie. Enfin, nous avons montré que I'expression neuronale du mutant
CHMP2B"onS entraine au niveau périphérigue une atrophie musculaire et une altération structurale et

fonctionnelle de la jonction neuromusculaire.

Mots-clés : Sclérose Latérale Amyotrophique, Démence FrontoTemporale, CHMP2B"""5  gqutophagie, étude
transcriptomique, jonction neuromusculaire.

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and FrontoTemporal Dementia (FTD) are two fatal and incurable
neurodegenerative diseases. These two diseases share a clinical continuum supported by genetic and
histological arguments. Today, about 15% of ALS patients develop later FTD symptoms and reversely. In
2006, mutations in the CHMP2B gene were discovered in ALS-FTD patients. Twelve years later, pathological
mechanisms associated with mutations of this gene in the ALS-FTD syndrome are poorly understood.

For a better understanding of CHMP2B™M™n5-related pathological mechanisms, we studied by different
approaches the impact of this mutation in a mouse model. Transcriptomic analysis on lumbar spinal cord
highlighted a panel of deregulated cellular pathways, including the inflammatory response and the lipid
metabolism. In addition, we showed an early disturbance of macroautophagy, with a blockage of final
degradation step associated with a repression of autophagy initiation. Finally, our results show that neuron
specific expression of CHMP2Bi"™" |eads to muscular atrophy and structural and functional alterations of

neuromuscular junctions.

Key words: Amyotrophic Lateral Sclerosis, Frontotemporal Dementia, CHMP2BnoS  gutophagy,
transcriptomic study, neuromuscular junction.
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