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Résume

Le geéne codant la Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2) compte parmi les déterminants
génétiques les plus importants de la maladie de Parkinson (MP). Les mutations de LRRK2 sont
parmi les plus fréquentes de la MP. La protéine LRRK?2 est une protéine hautement phosphorylée
dont les sites de phosphorylation hétérologues (S910/S935/S955/5973) sont déphosphorylés dans
le tissu cérébral de patients sporadiques, en présence de certains mutants pathogenes de LRRK?2 et
apres un traitement avec des inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK2, une thérapie potentielle
de la MP. Par ailleurs, cette déphosphorylation est accompagnée d’une augmentation de
I’interaction avec la phosphatase PPP1CA et une perte de liaison avec la protéine 14-3-3. Ces
observations indiquent qu’il existe un déséquilibre de la phosphorylation de LRRK?2 dans la MP et
que les phosphatases joueraient un role important dans la régulation de cette protéine. Les protéine
phosphatases PP1 et PP2A sont des holoenzymes composées de sous-unités catalytiques et
régulatrice et la composition précise des holoenzymes de phosphatases actives sur LRRK2 n’est
pas connue. L'objectif de ce travail de these était de déterminer la composition précise des
holoenzymes phosphatases régulant la phosphorylation de LRRK2.

Ce travail s’appuie sur un criblage par génétique inverse des phosphatases effectu¢ préalablement,
qui a permis de définir un nombre de phosphatases candidates comprenant des sous-unités de PP1
et PP2A. Nous avons dans un premier temps étudié I’interaction fonctionnelle entre LRRK?2 et les
différentes sous-unités de phosphatases candidates par des techniques d’immunocytochimie dans
les cellules HEK-293T en conditions basales et de déphosphorylation. Un travail collaboratif nous
a permis de réaliser une cinétique de déphosphorylation de LRRK2 aprés micro-injection de la
phosphatase PP2A dans des ovocytes de Xénope. Enfin, le développement et 1’utilisation de la
technologie CRIPSR-dCas9 ont permis de moduler 1’expression endogeéne des différentes sous-
unités composant les holoenzymes dans des cellules de neuroblastome humain SH-SYS5SY.

Les analyses de co-localisation et de Proximity Ligation Assay (PLA) ont permis de d’observer un
recrutement des sous-unités de PP1 et PP2A dans le méme compartiment cellulaire que LRRK?2.
De plus, I’interaction entre LRRK2 et les sous-unit¢ PPP1CA, PPP2CA, PPP2R2A et PPP2R2B
est augmentée en condition de déphosphorylation. Nous avons ensuite montré que les
combinaisons PPP2CA:PPP2R2A et PPP2CA:PPP2R2B déphosphorylaient efficacement LRRK?2
sur le site S935 par rapport a la condition contrdle et la condition PPP2CA seule et ce des 30
minutes. Dans les cellules SH-SYS5Y, la modulation de I’expression endogéne des phosphatases a
confirmé I’importance des sous-unités régulatrices de PP1 et PP2A, respectivement PPP1R1B et
PPP2R2A dans la régulation de la phosphorylation de LRRK2.

En conclusion, ce travail de thése a permis de confirmer I’implication de PP1 et révéler le role de
PP2A dans la régulation de la phosphorylation de LRRK2. Nous avons démontré que 1’holoenzyme
PPP2CA:PPP2R2A/B est un régulateur physiologique de LRRK?2. Ces informations sont donc tres
utiles pour mieux comprendre la cascade de signalisation de la protéine LRRK2, un déterminant
génétique clef de la MP.



Abstract

Mutations in the gene encoding Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK?2) are one of the most
common genetic causes of Parkinson’s disease (PD). LRRK2 is a highly phosphorylated protein
and one particular phosphosite cluster (S910/S935/8955/S973) is dephosphorylated in several
disease mutant forms of the protein, in sporadic PD brain tissue and upon LRRK2 inhibitor
treatment, considered as a potential therapeutic approach. Interestingly, dephosphorylation of the
phosphosites of the LRRK2 N-terminal region in the presence of LRRK2 PD mutations or
inhibition of LRRK2 led to similar changes in LRRK2 complexes such as loss of 14-3-3 binding
and increased binding of PPP1CA. This indicates that phosphatases play an important role in
LRRK2 cellular regulation. PP1, like PP2A, functions solely as a multimeric enzyme (a.k.a.
holoenzyme) consisting of a catalytic and a regulatory subunit, and does not function as free
monomers in eukaryotic cells. Therefore, the aim of this study is to validate candidate phosphatases
regulating the LRRK?2 phosphorylation cycle. This work is based on a previous phosphatome-wide
reverse genetics screen, revealing LRRK2 phosphorylation regulators linked to the PP1 and PP2A
holoenzyme complexes. We first analyzed functional interaction of LRRK2 with candidate
phosphatases by immunofluorescence microscopy in HEK-293T cells, under basal and
dephosphorylation conditions. In a collaborative work, we also injected Xenopus oocytes with
combinations of PP2A phosphatase for a kinetic analysis of LRRK2 dephosphorylation.
Endogenous expression of selected candidate LRRK?2 phosphatases was modulated using lentiviral
vector and CRISPR-dCas9 technology in SH-SYS5Y neuroblastoma cells.

A close association of LRRK2 with a subset of candidate catalytic and regulatory subunits of PP1
and PP2A was observed. Moreover, LRRK?2 preferentially interacts with PPP1CA as well as
PPP2CA, PPP2R2A and PPP2R2B under dephosphorylation conditions. Our kinetic analysis in a
physiological system showed an increase of dephosphorylation of LRRK?2 at S935 when the PP2A
holoenzyme was completed with PPPR2RA or PPP2R2B regulatory subunits compared to
conditions with PPP2CA injection alone or the buffer control. In SH-SYS5Y cells, modulation of
endogenous expression of phosphatases confirmed the importance or regulatory subunits PPP1R1B
and PPP2R2A of PP1 and PP2A respectively in regulating LRRK?2 phosphorylation.

In conclusion, this thesis work both confirmed a role for PP1 and revealed a role for a specific
PP2A holoenzyme, denoted PPP2CA:PPPR2RA/B in LRRK2 phosphoregulation. These scientific
data are therefore relevant to better understand the LRRK?2 signaling cascades, a key genetic
contributor in PD.
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Chapitre 1 : Maladie de Parkinson
I - Historique et épidémiologie

Il y a maintenant deux siecles que la Maladie de Parkinson (MP) a été décrite par le médecin anglais
James Parkinson qui décrivit pour la premiere fois les symptomes de la maladie dans son essai titré
“Essay on the Shaking Palsy,” en 1817 (Parkinson, 1817). Ce texte de 66 pages basé sur la
description de six sujets de sexe masculin qu’il a pu observer sur plusieurs années, décrit en détail
la maladie et plus précisément ses caractéristiques. Le terme de « Maladie de Parkinson » fut
introduit en 1867 par le neurologue francais Jean-Martin Charcot en hommage aux travaux de
James Parkinson.

Au cours du XX siécle, la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire
(SN) a été identifiée amenant a sa dépigmentation ainsi que la présence dans les neurones
survivants d’inclusions €osinophiles intra-cytoplasmiques appelées « Corps de Lewy ». Cette
dégénérescence est a 1’origine de la déplétion en dopamine (DA) striatale, neurotransmetteur
identifi¢ par Arvid Carlsson (Carlsson et al. 1958). A ce jour I'étiologie de la MP est toujours aussi
discutée et demeure encore inconnue. Seuls des traitements permettant d’améliorer la qualité de
vie des malades sans toutefois arréter I'évolution de la maladie existent, les dopa-thérapies qui
visent a compenser le déficit en DA. Malgré les avancées techniques de ces dernic¢res années cette

maladie reste pour le moment incurable.

La MP est la deuxieme affection neurodégénérative apres la Maladie d’ Alzheimer. Rare avant 1'age
de 50 ans, son incidence et sa prévalence augmentent progressivement apres 1'age de 60 ans. Dans
le monde, la prévalence de la maladie s’échelonne entre 0,1% et 0,2% chez les personnes agées de
50 a 59 ans passant a 1% chez les personnes agées de 70 a 79 ans. Le risque de maladie est plus
¢levé chez les hommes avec un risque 1,5 fois supérieur (Elbaz et al. 2016). En France, 200 000
personnes sont touchées par la maladie, et on dénombre 25 000 nouveaux cas chaque année (source
France Parkinson). Avec le vieillissement de la population, il est estimé que le nombre de personnes
atteinte de la MP doublera d’ici 2030 (Calabrese 2007).
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IT - Symptomatologie et diagnostique clinique

II.LA - SymptOmes moteurs

La MP est une maladie dont I’évolution est lente et progressive. Les signes cliniques majeurs sont
caractérisés par quatre symptomes cardinaux : le tremblement de repos, la bradykinésie (voire
akinésie), la rigidité, ainsi que I’instabilité posturale (Savitt, Dawson, and Dawson 2006).

Le tremblement parkinsonien est un tremblement de repos qui peut-&tre facilit¢ ou augmenté par
les émotions mais disparait quand le patient effectue des mouvements volontaires ou pendant le
sommeil. Il s’agit d’un tremblement lent (4 a 6 cycles par seconde) et de faible amplitude.
Unilatéral au début de la maladie, ce tremblement concerne surtout les membres supérieurs, plus
particuliérement leurs extrémités distales, avec une impression de mouvement d’émiettement. Plus
rarement, il peut atteindre les membres inférieurs mais aussi les lévres ou la machoire.

La bradykinésie se définit comme un trouble de I’initiation motrice, caractérisée par un
ralentissement des mouvements et la perte de la finesse du mouvement. Ce phénomene est mis en
évidence par une diminution de I’expression gestuelle, une difficulté a la marche avec diminution
du balancement des bras, une amimie avec un visage inexpressif, une réduction du clignement des
paupieres. D’autres signes peuvent également en étre évocateurs, par exemple, une écriture plus
petite, la voix plus monotone et basse, ou la difficulté a exécuter des mouvements rapides alternatifs
(boutonner une chemise).

La rigidité des membres est liée a une tension excessive des muscles. Elle est appréciée lorsque
I’examinateur demande au patient d’étendre le bras, par une résistance aux mouvements passifs
des muscles antagonistes. Cette résistance disparait par a-coups successifs, on parle alors de
phénomene de « roue dentée ».

L’instabilité posturale ou trouble de 1’équilibre peut entrainer des chutes lorsque le patient se

penche en avant ou en arriere pouvant générer des blessures. La personne peut aussi se vouter.

II.LB- Symptomes non-moteurs
A ces signes cardinaux de la maladie s’ajoute des signes non moteurs qui apparaissent plusieurs

années avant les troubles moteurs. Déja en 1817, James Parkinson dans son essai décrivait certains

symptomes non moteurs tels que des troubles du sommeil, I’humeur du patient avec un état de

11



tristesse et des problemes liés a la selle (constipation). Avec les troubles moteurs, ces troubles non-
moteurs participent grandement a 1’altération de la qualité de vie des patients ainsi que celle de

leurs proches (Martinez-Martin et al. 2011; Duncan et al. 2014; Weintraub et al. 2004).

La démence affecte environ 40% des patients parkinsoniens, un taux six fois plus élevé que chez
des personnes saines (Emre 2003; Chaudhuri et al. 2006). La démence entraine une constellation
de problémes cognitifs incluant : perte de mémoire, ralentissement cognitif, dysfonctionnements
des fonctions exécutives (planification, organisation et concentration), changements de

personnalité, problémes visuo-spatiaux et diminution de I'attention (Rana et al. 2015).

Les troubles neuropsychiatriques ou les patients souffrent de dépression, d'anxiété, d'apathie et de
manque de motivation sont les symptomes non moteurs les plus courants (Rana et al. 2015;
Gallagher and Schrag 2012). Les troubles de I’humeur avec des états de dépression peuvent affecter
entre 10 et 45% des sujets (Burn 2002). L'anxiété peut se manifester par des crises de panique, des
phobies ou bien un trouble d'anxiété généralisée et affecte jusqu’a 60% des patients (R. Henderson
etal. 1992; Anthony H V Schapira, Chaudhuri, and Jenner 2017). L’apathie, définie par la perte de
motivation, de désirs et d'émotions est présente chez 60% des sujets. On retrouve aussi le trouble
du contrdle des pulsions (perturbation de la fonction sexuelle, I’addiction pour les jeux et I’achat
compulsif) (Voon, Mehta, and Hallett 2011; Sierra et al. 2015) ainsi que des troubles psychotiques
dont les symptomes les plus courants incluent les hallucinations qui sont présentes jusqu'a 40% des
patients (Chaudhuri et al. 2006; Anthony H V Schapira, Chaudhuri, and Jenner 2017;
Sveinbjornsdottir 2016).

Les troubles sensoriels et la douleur sont des symptomes courants, mais ils ne sont pas toujours
reconnus comme des symptomes parkinsoniens (Jankovic 2008). On retrouve des déficits olfactifs
(hyposmie ou anosmie) chez plus de 90% des patients (Chaudhuri et al. 2006; Sveinbjornsdottir
2016).
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Les troubles de 1’éveil et du sommeil sont des facteurs communs chez les patients parkinsoniens
(Rana et al. 2015). Le sommeil se retrouve perturbé par des insomnies ou bien encore par des
troubles du comportement pendant le sommeil paradoxal (sommeil REM : « Rapid Eye
Movement »). Une des conséquences de ces troubles est la somnolence diurne excessive qui peut
se manifester de manicre brutale et irrépressible, participant a la détérioration de la qualité de vie

des patients (Schrempf et al. 2014).

Des troubles du systéme autonome sont fréquents et comprennent des troubles urinaires
(Sakakibara et al. 2012), une dysfonction se retrouvant tout le long du systéme gastro-intestinal
incluant I’hyper salivation, trouble de la vidange gastrique, constipation (Fasano et al. 2015;
Sakakibara et al. 2011). Des problémes d’ordre cardiovasculaires sont aussi retrouvés, tels que
I’hypotension orthostatique et des troubles de la respiration (Anthony H V Schapira, Chaudhuri,
and Jenner 2017).

Aujourd’hui, nous savons que la MP n’est pas limitée a des troubles moteurs mais que la présence
des symptomes non moteurs, qui sont des signes apparaissant plus tot au cours de la pathologie,

ont donné naissance au concept de phase prodromale de la MP (Berg et al. 2015).

II.C - Diagnostic clinique

Actuellement, il n'existe aucun test de laboratoire ou examen issu de prélévements biologiques
(sang, urine et/ou liquide céphalo-rachidien (LCR)) permettant de diagnostiquer la MP avec
certitude. Les techniques d’imagerie, de type scanner, IRM du cerveau et scintigraphie cérébrale,
peuvent étre pratiquées selon les cas, mais ils ne sont généralement pas nécessaires pour poser le
diagnostic de la MP. En effet, son diagnostic est purement clinique et basé sur les antécédents
médicaux et I'évaluation des symptomes moteurs décrits dans le paragraphe ci-dessus (Elbaz et al.
2016; Jankovic 2008). Lorsque la maladie est diagnostiquée, son évolution peut étre mesurée par
des échelles spécifiques dont la plus couramment utilisée dans le monde est 1’échelle UPDRS

(« Unified Parkinson’s Disease Rating Scale » ou échelle d’évaluation unifiée de la maladie de
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Parkinson) (Movement Disorder Society Task Force on Rating Scales for Parkinson’s Disease
2003).

IIT - Physiopathologie/anapathologie

III.A - Caractéristiques neuropathologiques

L’observation du cerveau des patients montre une dégénérescence des neurones de la substance
noire pars compacta (SNc) et la présence d’inclusions intra-cytoplasmique appelée corps de Lewy
dans les neurones persistants (Gibb and Lees 1988; Dickson et al. 2009).

La perte progressive des neurones dopaminergiques de la SN va entrainer une dépigmentation
(Figure 1A). Cette coloration noire est associée a la neuromélanine, un pigment cytoplasmique
contenu dans les neurones dopaminergiques. Cette disparition neuronale entraine un déficit du taux
de DA dans le striatum, neurotransmetteur indispensable au controle des mouvements du corps.
On estime que les premiers symptdmes moteurs commencent a apparaitre quand 50 a 60% des
cellules dopaminergiques dans le systéme nigrostrié sont perdues (Anthony H V Schapira and
Tolosa 2010).

Parkinsonien Normal

Figure 1 : Neuropathologie de 1a MP.

(A) L’observation d’une coupe de cerveau montre chez le parkinsonien une dépigmentation de la substance noire.
(B) Corps de Lewy (fléche noire) mis en évidence par immunohistochimie utilisant un anticorps dirigé contre la
forme phosphorylée pathologique de 1’alpha-synucléine (Serine 129) (McFarland 2016).

Friedrich Heinrich Lewy a décrit pour la premicre fois les inclusions (qui portent son nom) dans le
noyau moteur dorsal du nerf vague, le noyau basal de Meynert et quelques noyaux thalamiques de

patients parkinsoniens (Lewy, 1912). Les corps de Lewy se composent d’un centre dense entouré
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d’un halo de fibrilles (Figure 1B). Ces agrégats sont composés en majeur partie d’a-synucléine (M
G Spillantini, Crowther, Jakes, Hasegawa, et al. 1998; Maria Grazia Spillantini et al. 1997), mais

aussi d’autres protéines, notamment 1’ubiquitine (Kuzuhara et al. 1988).

III.B - Les ganglions de la base

La perte des cellules dopaminergiques chez les patients parkinsoniens a pour conséquence directe
une baisse du taux en DA d’environ 80% (Kish, Shannak, and Hornykiewicz 1988). La carence en
DA qui en résulte dans les ganglions de la base entraine un trouble du mouvement caractérisé par
des symptomes moteurs parkinsoniens classiques. Les ganglions de la base sont un ensemble de
noyaux sous-corticaux qui comprend le striatum, le noyau sous-thalamique (NST), le globus
pallidus (interne, GPi et externe, GPe) et la SN du mésencéphale (Galvan, Devergnas, and
Wichmann 2015; Albin, Young, and Penney 1989). Deux voies distinctes de connections
neuronales coexistent, la voie directe qui est associée au récepteur de type D1 qui a une fonction
activatrice. Et une voie indirecte polysynaptique vers le GPI/SNr via le striatum (récepteur de type
D2), le GPE et le NST (Figure 2). Le tonus dopaminergique striatal module 1’activité des GPE,
GPI/SNr et NST. Physiologiquement, les afférences cortico-striatales inhibent la voie indirecte et
facilitent la voie directe.

La déplétion en DA chez les patients parkinsoniens modifie 1’équilibre activation/inhibition
entrainant une inhibition excessive du thalamus (via le GP1 qui est anormalement activé) a 1I’origine
d’une hypoactivation du cortex moteur (DeLong and Wichmann 2007).

En plus d’un role dans le contréle de la motricité, les ganglions de la base exercent un réle dans
des processus cognitifs, comme la planification, la mémoire de travail et I’attention, mais aussi
dans des processus émotionnels, tels que la motivation et le comportement (Alexander, Crutcher,
and DeLong 1990).
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Figure 2 : Représentation schématique de 1'organisation fonctionnelle du circuit des ganglions de la base.

La voie directe relie le striatum au segment interne du globus pallidus (GPi) et a la substance noire pars reticulata (SNr)
par I’intermédiaire de projection inhibitrice. Les neurones du GPi et de la SNpr envoient leur projection inhibitrice
vers le thalamus et de 1a vers le cortex. La voie indirecte relie quant a elle, le striatum au GPi et SNr par I’intermédiaire
du segment externe du globus pallidus (GPe), connecté au noyau sous-thalamique (NST) par des projections
inhibitrices gabaergiques, ce qui a pour effet d’activer les neurones du GPi et ainsi d’avoir un effet inverse de la voie
direct sur le thalamus. Adapté de (Stievenard et al. 2017).

III.C - Progression des lésions

Bien que la MP soit une maladie affectant le cerveau, un des points de départ proposé serait le
systeme nerveux périphérique plus précisément au niveau du systéme nerveux entérique (SNE) du
tube gastro-intestinal. Braak et ses collégues ont proposé 6 stades de progression de la pathologie
de Lewy. Cela débuterait par I’atteinte du nerf vague et du bulbe olfactif puis les Iésions
s’étendraient lentement de fagon rostro-caudale a I’intérieur du cerveau. Cette progression
temporelle et spatiale proposée semble expliquer I'évolution clinique de la MP. En effet, les stades
1-2 correspondraient a I’apparition de symptomes pré-moteurs, aux stades 3-4 les caractéristiques
motrices sont présentes en raison de la déficience en DA, enfin, lors des stades 5-6 se produiraient
les symptomes non moteurs (déficits cognitifs et émotionnels), signe d'une maladie avancée
(Figure 3).
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Figure 3 : Evolution temporelle de I'apparition des symptdmes moteurs et non moteurs de la MP selon
I’hypothése de Braak.

(A) Progression des Iésions selon I’hypothése de Braak. Suivant cette hypothése, les corps de Lewy prendraient leur
origine au sein du systéme nerveux périphérique. Ils progresseraient ensuite dans le tronc cérébral ainsi que dans le
bulbe olfactif (Stade 1-2). C’est au Stade 3-4 que les premiers symptomes moteurs apparaissent lorsque la SN et les
autres noyaux du mésencéphale sont atteints. Au stade 5-6, les corps de Lewy sont présents dans le cortex et la
structure limbique. (B) Représentation schématique de la chronologie potentielle de la manifestation des
caractéristiques non motrices et motrices de la MP. On estime que les caractéristiques motrices apparaissent (année
0) lorsqu'environ 50 a 60 % des neurones dopaminergiques ont été perdus. Le diagnostic de la MP survient apres
l'apparition de symptomes moteurs mais peut étre précédé par des caractéristiques motrices émergentes subtiles qui
ne sont pas remarquées par le patient, on parle de la phase prodomale. Si elle n'est pas traitée, la dysfonction motrice
progresse relativement rapidement aprés le diagnostic. Le traitement symptomatique avec des médicaments de
remplacement de la DA permet une amélioration de la fonction motrice jusqu'a un certain plafond. Les
caractéristiques non motrices et motrices vont progresser lentement et contribuer a la détérioration de la qualité de
vie des patients. Adapté de (Anthony H V Schapira, Chaudhuri, and Jenner 2017; Kalia and Lang 2015; Braak et
al. 2003).

IV - Traitements symptomatiques

Actuellement, les traitements disponibles ne sont pas curatifs mais symptomatiques, reposant sur
la correction du déficit en DA. Ils n’empéchent pas la mort neuronale ou la progression de la

pathologie mais améliorent la qualité de vie des patients.
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IV.A - Traitements médicamenteux

Ils visent a pallier le manque de DA soit par I’apport de la L-dopa qui sera transformée en DA, soit
en mimant 1’action de la DA par ’'usage d’agonistes dopaminergiques (ropinirole, pramipexole,
apomorphine), soit en donnant une substance qui bloque la dégradation de la DA par les inhibiteurs
enzymatiques de la monoamine-oxydase B (IMAO-B) ou de la catéchol-O-méthyl-transférase

(ICOMT). Ils sont donnés par voie orale dans la majorité des cas.

IV.B - Traitements chirurgicaux

Ce sont des méthodes invasives qui peuvent consister en une stimulation cérébrale profonde (SCP),
ou par le maintient d’une stimulation dopaminergique striatale stable. La SCP consiste en une
implantation d’¢lectrodes dans le cerveau au sein des ganglions de la base, comme le GPi ou le
NST (Figure 2), pour y moduler 1’activité du noyau et ainsi rétablir I’équilibre dans les circuits
neuronaux des ganglions de la base (Tir et al. 2007; Faggiani and Benazzouz 2017). Des données
obtenues a 1'hopital de Lille chez 100 patients ayant eu recours a cette technique de stimulation du
striatum ont confirmé un effet positif sur la MP avec une amélioration prolongée des performances
motrices un an apres la chirurgie (Tir et al. 2007). Cependant, cette intervention chirurgicale n’est
pratiquée que sur 5 a 10 % des patients.

Pour la délivrance dopaminergique continue, I’apomorphine, une molécule de synthése trés proche
de la dopamine, peut étre administrée par la voie sous-cutanée a 1’aide d’une pompe et permet de
délivrer la bonne dose d’apomorphine tout au long de la journée et de rester dans la fenétre
thérapeutique optimale (Boyle and Ondo 2015). Un autre systéme de stimulation dopaminergique
stable est le gel de Duodopa (Oertel and Schulz 2016). Cette suspension en gel de Duodopa est
administrée directement dans 1’intestin a 1’aide d’une pompe portable qui est mise en place par

endoscopie.

V - Etiologie

La MP est considérée comme une maladie multifactorielle, souvent complexe, combinant de

nombreux facteurs génétiques et environnementaux (Figure 4), I’age étant le facteur de risque
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principal. La MP serait le plus souvent sporadique (90% des cas), les formes génétiques

représentant 10% de tous les cas de MP.

\
\

- D A B
Dominantes, Récessives \

Genétiques .

Figure 4 : MP : une étiologie complexe.

La MP a comme origine une interaction de facteurs génétiques, environnementaux et 1’age. Chaque domaine (age,
génétiques et 1’environnement) est représenté par un cercle. La résultante de I’interaction de ces domaines est le
développement de la MP. Des exemples de facteurs de risques sont indiqués pour les facteurs génétiques et
I’environnement. Adapté de (Lill 2016).

V.A - Environnement

L'épidémie post-encéphalitique responsable d’un syndrome parkinsonien avec déplétion
dopaminergique striatale d’origine virale (Casals, Elizan, and Yahr 1998) au début du XXe siecle
et les cas de toxicomanes californiens résultant d'une exposition accidentelle au MPTP (1-méthyl-
4-phényl-1,2,3,6-tétrahydrpyridine), alors qu’ils synthétisaient leur propre drogue (Langston et al.
1983) suggerent que la MP pourrait étre due a des facteurs environnementaux. Le MPTP une fois
dans le cerveau est métabolis¢ en MPP+, une molécule toxique, qui est un puissant inhibiteur du
complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale.

L’exposition prolongée a des métaux lourds (mercure, plomb, manganese) ou aux pesticides
(paraquat, roténone, maneb) sont des facteurs de risques bien établis de la MP. En particulier, ces
pesticides présentes une structure chimique similaire a celle du MPP+, et les études
épidémiologiques au sein des populations d’agriculteurs ont montré qu’une exposition prolongée

aux pesticides était corrélée avec un risque €levé de développer une MP (Baldi et al. 2003; Kab et
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al. 2017; James and Hall 2015). Toutefois, il existe aussi des facteurs environnementaux qui

seraient protecteurs pour la maladie, c’est le cas du tabac ou encore du café (Hernan et al. 2002).

V.B- Génétique

Pendant de nombreuses années, la MP a été considérée comme une pathologie non génétique, c’est-
a-dire d’origine idiopathique. En effet, la majorité des cas sont sporadiques avec une étiologie
inconnue mais ces derni€res années, des mutations causales de la maladie ont été découvertes. On
parle alors de formes familiales de la MP qui représente entre 10 a 15% des cas de MP (Verstraeten,
Theuns, and Van Broeckhoven 2015). Les formes monogéniques sont sé¢parées en deux catégories
suivant leur transmission mendélienne (Corti, Lesage, and Brice 2011), les formes dites
autosomiques dominantes et les formes dites récessives (Tableau 1). En plus de ces génes, il existe
d’autres locus qui conférent un risque variable de développement de la MP. Ceux-ci ont pu étre
mis en évidence lors d’études pangénomiques GWAS (« Genome Wide Association Study ») qui

analysent les variations génétiques chez la population étudiée (Figure 5).

Tableau 1 : Génes et loci impliqués dans les formes autosomiques dominantes, récessives et
certains facteurs de risque de la MP.

Fonction Mécanismes de

Chromosome Transmission

Locus Geéne

probable toxicité/Voies possibles
Role dans Mitochondrie, Stress
PARK1/4 SNCA 4q21-q23 AD compartiment oxydatif, Dégradation
présynaptique des protéines, Trafic
. Ubiquitine E3 Mitochondric,
PARK2 Parkin 6q25.2-q27 AR ligase Dégradation des
protéines
PARK3 ? 2pl3 AD ? ?
PARKS UCHLI1 4pl4 AD Iﬁbiquitine Dégrada}t‘ion des
ydrolase protéines
Protéine kinase Mitochondrie, Stress
PARK6 PINKI 1p33-p36 AR mitochondriale oxydatif
Chaperonne, Mitochondrie, Stress
PARK7 DJ-1 1p36.33 - p36.12 AR Antirc))xydatif oxydatif, Inflammation
Mitochondrie, Stress
Protéine kinase, oxydatif, Dégradation
PARKS LRRK2 12p11.2-q13.1 AD trafic des protéines, Trafic
intracellulaire vésiculaire,
Inflammation
ATPase Mitochondrie,
PARKY9 ATP13A2 1p36 AR lysosomale, Dégradation des
homéostasie protéines
PARKI10 USP24 2 1p32 AD? Protéase ? Dégradation des
protéines ?
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PARKI11 GIGYF2 2q36-q37 AD IGF-1 signaling
PARKI12 ? Xq21-g25 Liée a I’X ? ?
PARKI3 HTRA2/OMI 2p12 AD Serine protéase Mitochondrie
mitochondriale
Mitochondrie,
PARK14 PLA2G6 18ql1 AR Phospholipase Dégradation des
protéines
Ubiquitine E3 Dégradation des
PARKIS FBXO7 22q12-q13 AR ligase protéines, Mitochondrie
PARK16 ? 132 FR
Retromer Dégradation des
PARK17 VPS35 16ql11.2 AD component, protéines, Trafic
protein transport vésiculaire
Facteur
PARK18 EIF4G1 3q27.1 AD d’initiation de la Stress oxydatif
traduction
PARKI19 DNAJC6 1p31.3 AR Proteine tyrosine Trafic vésiculaire
phosphatase
ARK20 SYNJI 21q22.11 AR Phosphatase Trafic vésiculaire
neuronale
PARK21 DNAIJCI13 3922 AD Chaperonne Trafic vésiculaire
PARK22 CHCHD2 7pl12 AD Facteur de Mitochondrie
transcription
PARK23 VPS13C 15q22.2 AR Protéine Trafic vésiculaire
vacuolaire

Les points d’interrogation indiquent les locus qui nécessitent une validation. AD : autosomique dominante ; AR :
autosomique récessive ; FR : facteur de risque.

Parmi les génes impliqués dans la pathogénese, SNCA a été le premier a étre associé a une forme
familiale. Cinq mutations sur ce gene (dont AS3T, A30P et E46K) ainsi que des duplications et
triplications du locus ont été identifiées menant a des formes autosomiques dominantes (Chartier-
Harlin et al. 2004; Ibafiez et al. 2004; Singleton et al. 2003).
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Figure 5 : Représentation schématique de ’architecture génétique de la MP.

Les génes mendéliens énumérés dans le polygone rouge ont été identifiés par 1’analyse de cas familiaux. Le
polygone bleu représente les geénes dont les locus ont été sorti d’étude GWAS et désignés comme facteur de
risque de la MP idiopathique. Pour finir, le polygone vert liste les variantes présentant un risque élevé de
développer la MP. Adapté de (Kumaran and Cookson 2015; Bras, Guerreiro, and Hardy 2015).

L’apport de la génétique pour la MP est devenu crucial. L’existence d’une convergence des
mécanismes pathobiologiques retrouvée a la fois dans des cas familiaux et sporadiques permet une

meilleure compréhension de la maladie.

VI - Mécanismes physiopathologiques impliqués dans la MP

La détérioration des neurones dopaminergiques de la SNc¢ proviendrait d’événements moléculaires
et cellulaires. Les mécanismes de dysfonctionnement mitochondrial et du stress oxydatif,
I’implication du systéme inflammatoire, ainsi que le trafic vésiculaire et les voies de dégradation
des organites sont a 1’origine de ces perturbations cellulaires. De plus, ces mécanismes peuvent
agir de concert et ainsi favoriser la dégénérescence des neurones dopaminergiques (Michel, Hirsch,
and Hunot 2016).
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VI.A - Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydatif

Les mitochondries sont de petits organites intracellulaires essentiels, car elles produisent 1’énergie
nécessaire au bon fonctionnement de la cellule. On parle méme d’usine énergétique de la cellule.
Les altérations mitochondriales sont situées au niveau du complexe I de la chaine respiratoire
entrainant alors un déficit de la production d’ATP et la production d’espéces réactives de I’oxygeéne
(ROS) toxiques pour la cellule. Un déficit de I'activité du complexe mitochondrial I a pu étre
observé lors d’autopsie de cerveaux des patients parkinsoniens (A H V Schapira et al. 1990;
Mizuno et al. 1989). L’injection intra-veineuse de MPTP par des toxicomanes qui développérent
un syndrome parkinsonien (Langston et al., 1983) renforca I’implication potentielle des
mitochondries. En effet, le MPTP inhibe de fagon drastique le complexe I mitochondrial. De plus,
la roténone, un pesticide impliqué dans I'étiologie de la MP, est aussi inhibiteur du complexe
mitochondrial 1.

Les formes génétiques de la MP ont permis I’identification des génes codant pour les protéines
PARKIN, PINK1, DJ-1 ou ATP13A2 impliquées dans les fonctions mitochondriales, renforcant
ainsi l'hypotheése de l'implication de dysfonctionnements mitochondriaux dans la MP (Corti,
Lesage, and Brice 2011). Parmi ces génes, PARKIN et PINK1 participent a la régulation de la
dynamique mitochondriale via leurs interactions avec Drpl (Dynamin related protein 1) et les
mitofusines (Mfn) et jouent un role dans I’¢élimination des mitochondries par le processus appelé
mitophagie (Deas, Wood, and Plun-Favreau 2011; Narendra and Youle 2011; Mouton-Liger et al.
2017; Buhlman et al. 2014). De facon intéressante, LRRK2 est aussi impliqué dans des processus
de dysfonctionnement mitochondrial. Des fibroblastes issus de patients porteurs de la mutation
G2019S de LRRK2 présentent des perturbations mitochondriales (Mortiboys et al. 2010). De plus,
il a été observé une fragmentation des mitochondries ainsi qu’une augmentation de la production
de ROS dans des cellules souches pluripotentes issues de patients avec la mutation R1441C de
LRRK?2. Ces anomalies mitochondriales ont aussi été¢ mises en évidence dans le striatum de souris
Knock-in (KI) G2019S agées de 15 mois, ou les niveaux de protéines Drp1 ont été retrouvés réduits
suggérant une altération de la fission mitochondriale (Yue et al. 2015).

Ensemble, ces données montrent I’importance des mitochondries et du stress oxydatif dans la

physiopathologie de la MP (Larsen, Hanss, and Kriiger 2018).
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VI.B - Inflammation

La premiére preuve d'un role de la neuroinflammation dans la MP provient d'une étude menée par
McGeer et ses collaborateurs. Ils ont montré une prolifération importante de microglies
(macrophages) réactives et positives pour l'antigéne leucocytaire humain (HLA) dans le SNc et
plus particulierement dans la zone de dégénérescence des neurones dopaminergiques des patients
atteints de MP (McGeer et al. 1988). De plus, les neurones dopaminergiques de la sSNc¢ sont
entourés d'une concentration anormalement ¢levée de cellules microgliales par rapport a d'autres
régions du cerveau chez le rat, ce qui les rend plus susceptibles aux attaques inflammatoires (W.
G. Kim et al. 2000). Des études GWAS ont révélé que la variation génétique commune de plusieurs
genes présentateurs d'antigénes (spécifiquement le CMH-II exprimé par les monocytes et les
microglies) conféraient une légeére augmentation du risque de MP (Hamza et al. 2010). Les
réponses neuroinflammatoires dans la MP comprennent l'activation phénotypique des cellules
gliales et, dans une moindre mesure, une infiltration de cellules du systéme immunitaire
périphérique, les lymphocytes T (CD8+ et CD4+) (Brochard et al. 2009). L'activation de la
microglie entraine I'augmentation de l'expression et de la libération de cytokines pro-
inflammatoires comme I’interleukine 18, le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a) et I’interféron
gamma (IFN-y), de chimiokines ainsi que de deux enzymes importantes dans l'inflammation :
I’oxyde nitrique synthase (iNOS) et la cyclooxygénase-2 (COX2) responsables respectivement de
la production de NO et de prostaglandines E2 (PGE2) (Knott, Stern, and Wilkin 2000; Lull and
Block 2010; Tansey and Goldberg 2010; Teismann et al. 2003).

La neuroinflammation est de plus en plus reconnue comme un acteur majeur de la MP. Par contre,
il est encore controversé de savoir si l'inflammation est une des causes de la MP ou un effet

secondaire des événements pathologiques antérieurs (Appel 2012).

VI.C - Trafic Vésiculaire et clairance protéique
Dans la MP, des processus cellulaires impliqués dans la régulation de 'homéostasie protéique sont
retrouvés dérégulés. Ceux-ci comprennent des anomalies dans le trafic intracellulaire des protéines

et des membranes, ainsi que dans I'élimination des protéines par le systéme ubiquitine-protéasome

(UPS) et par la voie autophagique.
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L’ UPS est responsable d'une dégradation hautement sélective des protéines membranaires
intracellulaires et plasmatiques de courte durée de vie dans des conditions métaboliques basales,
ainsi que des protéines mal repliées ou endommagées dans le cytosol, le noyau ou le réticulum
endoplasmique (RE). Dans des conditions physiologiques, les protéines mal repliées sont ciblées
par I'ajout d'ubiquitine, et seules les protéines ubiquitinées dépliées peuvent étre incorporées dans
le noyau du protéasome a travers un petit pore ou elles seront dégradées. Le dysfonctionnement de
I'UPS et l'accumulation résultante de protéines mal repliées ont été fortement impliqués dans la
pathogenése de la MP, une hypothése qui est aussi soutenue par des études moléculaires des génes
responsables de la MP, tels que SNCA, PARKIN et UCHLI1 (Olanow and McNaught 2006;
Rubinsztein 2006). Enfin, 1'évaluation post-mortem de tissu cérébral de patients sporadiques a
révélé une déficience structurelle et fonctionnelle de I'UPS chez ces patients (McNaught et al.
2003). En effet, les niveaux des sous-unités alpha (mais pas des sous-unités béta) des protéasomes
26/20S sont diminués dans les neurones dopaminergiques, concordant avec une altération de

I’activité enzymatique du protéasome 20S dans la SNc¢ (McNaught et al. 2003).

En parall¢le, la voie autophagique est responsable de la dégradation des protéines a longue durée
de vie, des agrégats protéiques et des organites cytoplasmiques qui ne peuvent pas étre traités par
le protéasome. L.’autophagie peut étre divisée en trois voies distinctes en fonction de la fagon dont
les substrats atteignent la lumiére lysosomale, la macroautophagie, la microautophagie et
I’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA) (Martinez-Vicente and Cuervo 2007). Plusieurs
observations suggerent que la fonction lysosomale, nécessaire au renouvellement des protéines et
des organelles par autophagie, est affectée dans la MP. Par exemple, 1'examen post-mortem des
cerveaux de patients sporadiques révele une diminution du nombre de 1’expression des protéines
HSC70 et LAMP-2A, protéines indispensables pour la CMA (Alvarez-Erviti et al. 2010) ou bien
I’augmentation du nombre d’autophagosomes compar¢ a un cerveau sain (Dehay et al. 2010). De
plus, des mutations génétiques dans plusieurs protéines associées a la MP, dont LRRK2, ATP13A2,
GBA et SNCA (Tofaris 2012; Kumaran and Cookson 2015), perturbent la fonction lysosomale et
contribuent a la formation de corps de Lewy et a une neurodégénérescence.

De nombreuses données suggerent que l'altération de ces systemes de dégradation pourrait
contribuer a l'accumulation de I'a-synucléine. De plus, 1’a-synucléine mutée se lie avec une tres
forte affinité a LAMP-2A, ce qui entrave leur translocation vers la lumiere du lysosome et sature

les LAMP-2A présentes a la membrane lysosomale. Cette saturation des LAMP-2A par 1’a-
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synucléine inhibe non seulement sa propre dégradation mais aussi celles de toutes les autres
protéines normalement dégradées par la CMA, contribuant ainsi a 1’accumulation d’agrégats
protéiques caractéristiques de la maladie (Cuervo and Wong 2014). L'augmentation de I'age, le
facteur de risque majeur de la MP, est associée a une réduction des fonctions du systéme
autophagique et de I’'UPS (Kaushik and Cuervo 2015), ce qui est cohérent avec I'augmentation des

taux d'a-synucléine dans les neurones dopaminergiques (Chu and Kordower 2007).

VI.D - Accumulation et progression de type prion-like d’a-synucléine

Son implication dans la MP a ¢ét¢ d’abord identifiée du fait de I’existence de quelques cas
génétiques de la maladie présentant des mutations ponctuelles ou une duplication/triplication du
gene SNCA codant pour cette protéine (Polymeropoulos et al. 1997). Cette dernic¢re est alors
apparue comme un constituant majeur des lésions caractéristiques de la maladie, dans les corps

neuronaux (corps de Lewy) ou dans les prolongements neuronaux (neurites de Lewy).

L’a-synucléine est une protéine abondante de 140 acides aminés, doué¢e d’une plasticité
conformationelle. Physiologiquement, c’est une protéine intrinséquement dépliée « natively
unfolded protein » présente sous forme soluble (Auluck, Caraveo, and Lindquist 2010). Elle peut
aussi, en adoptant une conformation en hélices a, interagir avec les membranes phospholipidiques
(P J Kahle et al. 2000). Cette protéine possede un rdle potentiel dans la plasticité synaptique et dans
le maintien du pool de vésicules synaptiques (Bendor, Logan, and Edwards 2013; Burré et al.
2013). En fonction de I’environnement physicochimique dans laquelle elle se trouve, elle peut
également adopter une structure secondaire en feuillets . Cette transconformation est 1’étape
préalable aux processus de dimérisation puis d’oligomérisation conduisant a la synthese des formes
pathologiques de 1’a-synucléine. De facon plus générale, 1’agrégation de cette protéine signe les
synucléinopathies qui, outre la MP, incluent en particulier la démence a corps de Lewy ou
I’atrophie multi-systématisée (M G Spillantini, Crowther, Jakes, Cairns, et al. 1998). La
progression de ces maladies impliquerait une propagation de cette agrégation par un mécanisme de
type « prion-like » (Olanow and Brundin 2013) telle qu’observée dans la maladie de Creutzfeldt-
Jakob, un concept partagé avec d’autres maladies neuro-dégénératives humaines, comme la
maladie d’Alzheimer, ou dans une moindre mesure a ce jour la sclérose latérale amyotrophique
(Prusiner 2012). Une ¢étude approfondie de la progression des Iésions neuro-anatomiques dans la

MP a conduit Braak et son équipe a formuler I’hypothése que la MP pourrait étre initiée par des
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agressions environnementales (agents pathogenes) dans le SNE et/ou dans le bulbe olfactif puis
progresseraient jusque dans le systeme nerveux central (SNC) (Hawkes, Del Tredici, and Braak
2009). Au plan moléculaire, des données récentes suggerent que la progression de ces pathologies
impliquerait des mécanismes de type « prion-like », c’est-a-dire la propagation de proche en proche
aux niveaux intermoléculaires et intercellulaires de I’agrégation de 1’a-synucléine (Olanow and
Brundin 2013). Ceci a notamment ¢ét¢ mis en évidence par des greffes de neurones
dopaminergiques mésencéphaliques embryonnaires (Bjorklund et al. 2003). Les autopsies des
cerveaux de patients parkinsoniens plus de 10 ans apres la procédure de transplantation ont révélé
des corps de Lewy dans les neurones transplantés, laissant entendre qu'il s'agirait peut-Etre
d'agrégats protéiques infectieux (J.-Y. Li et al. 2008; Kordower, Chu, Hauser, Freeman, et al. 2008;
Kordower, Chu, Hauser, Olanow, et al. 2008). Pour expliquer ces observations, les chercheurs ont
émis 1’hypothése d’une diffusion de la maladie de I’héte aux cellules greffées ce qui s’apparente
au processus de propagation du prion. En effet, en 2011, des chercheurs ont démontré in vitro que
les agrégats d’a-synucléine, se propageaient effectivement de cellule en cellule a la maniere d'un
agent infectieux et s'amplifient en recrutant la protéine constitutive soluble (Hansen et al. 2011).
Des études ultérieures ont confirmé ces résultats et montré 1'implication de 1'exocytose ou des
exosomes pour sécréter 1'a-synucléine, I'endocytose ou la transmission directe de cellule a cellule
pour l'entrée de 1'a-synucléine mal repliée dans les cellules voisines et pour le déclenchement de
I'agrégation d’a-synucléine dans la cellule receveuse (Angot et al. 2012; Mougenot et al. 2012;
Masuda-Suzukake et al. 2013; Recasens et al. 2014). Plus récemment, I’implication des nanotubes

dans la transmission de cellule a cellule a été suggérée (Abounit et al. 2016).

La MP est une maladie trés complexe comprenant une multitude d’évenements moléculaires a
[’origine d’un dysfonctionnement des voies cellulaires essentielles a la bonne fonction des cellules.
De plus, ces voies moléculaires sont perturbées aussi bien dans des cas d’origine génétiques que
sporadiques laissant entendre des mécanismes communs (Figure 6). L’étude des genes

responsables des formes familiales est ainsi essentielle dans la compréhension de la MP.
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Figure 6 : Les mécanismes moléculaires impliqués dans la MP.
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Représentation schématique illustrant les interactions entre les principales voies moléculaires impliquées dans la
pathogenése de la MP. Chaque rectangle représente un processus biologique et détaille les génes impliqués. Les génes
énumérés sont associés a la MP familiale et représentent aussi des facteurs de risque désignés pour la MP idiopathique,
identifiés par GWAS. Le géne LRRK?2 est mise en évidence en caractére gras et est impliqué dans un grand nombre de
processus. Adapté de (Kalia and Lang 2015; Kumaran and Cookson 2015; Poewe et al. 2017; Trinh and Farrer 2013).

VII - Stratégies thérapeutiques et traitements potentiels

Des efforts importants tant au point de vue financier qu’humain sont mis en place pour le
développement de stratégies thérapeutiques variées.

Des thérapies anti-synucléine ont pour but de réduire le niveau d'agrégats d’a-synucléine
extracellulaires toxiques et de limiter ainsi sa propagation. Il existe deux types d’immunothérapie,
I’immunothérapie passive qui consiste a administrer aux patients des anticorps artificiels. Ces
anticorps vont reconnaitre et favoriser I’élimination de I’a-synucléine. Dans 1’approche active, le
systéme immunitaire va se mettre a produire des anticorps reconnaissant I’a-synucléine apres que
des peptides immunogeénes mimant 1’a-synucléine soient administrés par voie sous-cutanée (Oertel
and Schulz 2016). Ces deux types d’immunisation sont actuellement en Phase d’essai clinique
précoce (Tableau 2) (Lang and Espay 2018; Schenk et al. 2017).

Tableau 2 : Liste des immunothérapies anti-synucléine en essai clinique.

e d’immunisation Produit-Nom

AFFiRiS Active AFFITOPE® PDO1A
Prothena Passive PRX002
Biogen Passive BIIB054

AC Immune Passive ACI-870
Proclara Passive NPTO088
NeuroPore Passive NPT200-11
BioArctic Neuroscience Passive BANO805

La thérapie génique avec I’utilisation de vecteurs viraux est aussi une thérapie potentielle pour la
MP (Piguet, Alves, and Cartier 2017). Les vecteurs viraux principalement utilisés sont les AAVs
(« Adeno-Associated Virus ») et les lentivirus. Des essais cliniques ont déja été¢ menés pour évaluer
la sécurité et la tolérance de ces vecteurs (lentivecteur Prosavin et le vecteur AAV2-hAADC) qui
ont pour but de pallier au déficit en DA par I’apport d’enzymes nécessaire a la production de DA
(Palfi et al. 2014; Mittermeyer et al. 2012). D’autres approches neuroprotectrices utilisant les
vecteurs viraux sont envisagées visant a délivrer des facteurs neurotrophiques pour sauver la

fonction dopaminergique, pour supprimer le stress du RE ou pour améliorer les activités
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lysosomales et mitochondriales (Tableau 3) (Valdés and Schneider 2016; Ciron et al. 2015; Rocha
et al. 2015).

Tableau 3 : Liste des stratégies thérapeutiques utilisant la thérapie génique en essai clinique.

Approche stratégique Géne Vecteur
. TH+AADC+GCH-1 (Prosavin) Lentivirus (EIAV)
Augmentation de la DA AADC AAV2
Altération de P’ activité excitatoire GADG65/67 AAV2
Fact trophi GDNF AAV2
acteurs neurotrophiques Neurturine AAV2

AAV : Adeno-Associated Virus; TH : tyrosine hydroxylase ; AADC : DOPA décarboxylase ; GCH-1: GTP-
cyclohydrolase 1 ; GAD : glutamate décarboxylase ; GDNF : Glial Derived Neurotrophic Factor.
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Chapitre 2 : La protéine LRRK?2

I- LRRK2
LA-  Génétique

Parmi les génes apparentés a une forme de la MP autosomique dominante, on retrouve LRRK2
(« Leucine-Rich Repeat Kinase 2 », PARKS). En 2002, le locus PARKS a ¢té initialement
cartographié sur le chromosome 12q12 dans une grande famille japonaise (famille Sagamihara)
présentant un parkinsonisme héréditaire dominant sur quatre générations successives (Manabu
Funayama et al. 2002). Deux ans plus tard, le géne correspondant 8 PARKS a ét¢ identifié, par
deux groupes différents, codant pour la protéine LRRK2 ou Dardarine (terme Basque signifiant
tremblement) (Zimprich et al. 2004; Paisan-Ruiz et al. 2004). A travers ces études, les premicres
mutations de LRRK?2 furent identifiées, R1441C et 12020T. Par la suite, en 2005, la mutation
G2019S fut pour la premicre fois décrite, et retrouvée avec une fréquence élevée dans les
populations étudiées (Kachergus et al. 2005; W. C. Nichols et al. 2005; Di Fonzo et al. 2005). A
partir de 1a, une augmentation exponentielle des recherches sur le géne LRRK2 a commencé et plus
de 100 variantes différentes de LRRK?2 ont été rapportées (Lubbe and Morris 2014; Lunati, Lesage,
and Brice 2018).

Les mutations du géne LRRK? représentent une des causes génétiques la plus fréquente de MP a
transmission autosomique dominante, affectant entre 5 et 15% des individus ayant des antécédents
familiaux de la maladie, et autour de 3% des cas sporadiques caucasiens (Paisan-Ruiz et al. 2008).
Une mutation, G2019S, est particuliérement fréquente, pouvant aller jusqu'a 40% selon I’origine
ethnique dans les cas familiaux et dans 1% des cas sporadiques (Healy et al. 2008; Schulte and
Gasser 2011). Il faut noter que la pénétrance est incompléte (Latourelle et al. 2008; Lesage and
Brice 2009) suggérant 1’addition d’autres facteurs génétiques ou environnementaux nécessaires au
déclenchement de la pathologie.

Cependant, neuf mutations se sont clairement révélées causales de la maladie : N1437H,
R1441C/G/H/S dans le domaine ROC, Y1699C dans le domaine COR ainsi que 12012T, G2019S
et 12020T dans le domaine kinase (Aasly et al. 2010; Manabu Funayama et al. 2005; Healy et al.
2008; Mata et al. 2016; Nucifora et al. 2016). Fait important, toutes ces mutations sont situées au

niveau de la région centrale de la protéine ou se trouvent les deux domaines catalytiques (domaines
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GTPase et kinase) (Figure 8). En outre, quatre mutations de LRRK?2 ont été décrites comme facteur
de risque de la MP (A419V, R1628P, M1646T et G2385R) (M Funayama et al. 2007; Ross et al.
2008; K. Li et al. 2015; Heckman et al. 2013), alors que les mutations N551K et R1398H semblent
protéger contre la MP (Heckman et al. 2013; L. Chen et al. 2011) (Figure 8).

Fait intéressant, le phénotype clinique des patients porteurs de la mutation LRRK2 a tendance a
étre impossible a discerner de celui des patients présentant une forme idiopathique de la MP (Healy
et al. 2008; Haugarvoll et al. 2008; Papapetropoulos et al. 2006; Marras et al. 2011; Kalia et al.
2015). Néanmoins, chez de rares patients, des caractéristiques atypiques ont été décrites avec une
dopa-résistance, un dysfonctionnement autonome, une démence et elles apparaissent avec des
phénotypes cliniques différents incluant un syndrome corticobasal, une paralysie supranucléaire
progressive (PSP) ou une démence avec tremblement (Wider, Dickson, and Wszolek 2010). Cette
pathologie pléomorphe suggeére que LRRK2 pourrait étre au centre de différentes voies

neurodégénératives.

IT - Localisation

L'expression de la protéine LRRK2 se répartit assez largement dans plusieurs tissus. Il est
intéressant de noter que les reins et les poumons présentent une expression de LRRK2 plus élevée
que celles des tissus cérébraux (Figure 7A). De méme, des études récentes indiquent une
expression de LRRK?2 dans les fluides tels que le LCR, 1'urine (Fraser et al. 2013; Fraser, Moehle,
et al. 2016) et le sang, y compris dans les cellules circulantes et immunitaires (lymphocytes,
monocytes et neutrophiles) (Thévenet et al. 2011; N. Dzamko et al. 2013; Fan et al. 2018; Kubo et
al. 2010).

Dans le SNC, LRRK2 est exprimée dans plusieurs structures cérébrales importantes pour la MP
avec une plus forte expression dans les régions dopaminoceptives (Galter et al. 2006; J. Taymans,
Van den Haute, and Baekelandt 2006; West et al. 2014), telles que le striatum, le cortex et
I'hippocampe, et dans une moindre mesure dans la substance noire. Au niveau cellulaire, LRRK?2
n’est pas uniquement présente dans des cellules neuronales, la protéine est retrouvée dans les
cellules gliales et les astrocytes (Miklossy et al. 2006; N. Dzamko et al. 2017; Y. Zhao et al. 2018).
A noter que l'expression augmente avec le développement puisque LRRK2 est relativement peu
exprimée dans le tissu embryonnaire (Westerlund et al. 2008; Biskup et al. 2007). Ce n’est qu’a

partir du 8™ jour post-natal que LRRK2 est observée. Puis les niveaux d’expression de LRRK2
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augmentent durant les trois semaines du développement pour ensuite rester constants durant le
vieillissement. Ainsi, LRRK?2 pourrait jouer un role durant 1’organogenese.

Au niveau subcellulaire, la protéine LRRK2 se localise principalement dans tout le cytoplasme
avec une certaine affinité pour les vésicules et structures membranaires en particulier les radeaux
lipidiques, les vésicules associées aux microtubules, le RE, I’appareil de Golgi. Des études
immunocytochimiques et de fractionnement cellulaire ont montré un enrichissement de LRRK?2
dans les fractions membranaires avec une association aux membranes de vésicules (endosome et
lysosome) ainsi qu’a la membrane externe des mitochondries (Figure 7B) (Biskup et al. 2006;
Hatano et al. 2007; West et al. 2005; Sanna et al. 2012). La distribution de LRRK2 a travers ces

différentes organelles supporte un réle de la protéine dans le trafic vésiculaire.
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Figure 7 : Expression et localisation subcellulaire de LRRK2.

(A) Représentation de la distribution de LRRK2 dans le corps humain. L’expression de LRRK2 est indiquée par un
nuancier de couleur pour les organes/tissus : biofluides, rein, poumon, cerveau, cceur, foie, muscle, estomac et intestin.
(B) Représentation schématique de la localisation de LRRK?2 dans différentes régions cellulaires. LRRK?2 (indiqué par
des étoiles rouge) co-localise en grande partie avec le RE, l'appareil de Golgi et les vésicules associées au Golgi, le
cytosquelette, les vésicules synaptiques et les radeaux lipidiques. Toutes ces structures sont impliquées dans le trafic
membranaire et cellulaire. Adapté de Taymans et al, 2017; Sanna et al, 2012.
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III - Structure

Le géne LRRK?2 code une protéine de 2527 acides aminés avec un poids moléculaire de 286 kDa.
Elle comprend plusieurs domaines d'interactions tels que les répétitions ARM (« Armadillo
repeat »), ANK (« Ankyrin repeat »), LRR (« Leucine-Rich Repeat ») et un domaine WD40. De
plus, la protéine contient un noyau catalytique composé¢ d'un domaine ROC (« Ras Of Complex »)
a activit¢ GTPase, suivi du domaine C-terminal ROC (COR), cette combinaison étant
caractéristique de la superfamille des protéines ROCO (Marin 2006; Bosgraaf and Van Haastert
2003), et d’un domaine kinase (KIN) (Mata et al. 2006) (Figure 8).

N1437H
R1441C/G/H/S G2019S
R1628P Y1699C 12020T
A419V N551K R1398H M1646T G2385R
1 H H F 2527
ARM ANK LRR WD40
interaction catalytique interaction

Figure 8 : Structure de la protéine LRRK2 avec les positions des mutations au sein des domaines fonctionnels.
Représentation schématique de la protéine LRRK2, avec les domaines d’interactions et le cceur catalytique. ANK =
Ankyrin-like repeats, LRR = leucine-rich repeats, ROC = Ras of complex proteins domaine GTPase, COR = C-
terminal of ROC, KIN = Kinase et WD40. Les mutations causales de la MP sont annotées en rouge, les deux facteurs
génétiques protecteurs sont indiqués en vert et les facteurs de risque sont indiqués en bleu.

III.A - Domaine GTPase

Le domaine GTPase de LRRK2 est caractérisé par un domaine ROC suivi d'un domaine COR, ce
qui fait de LRRK2 un membre de la famille des protéines ROCO, dont font aussi partie son
homologue LRRK1 (« Leucine-Rich Repeat Kinase 1 ») ainsi que les protéines DAPK1 (« Death
Associated Protein Kinase 1 ») et MASL1 (« Malignant fibrous histiocytoma amplified sequence
1 ») (Lewis 2009). Selon la structure type des protéines ROCO, le domaine GTPase de LRRK2 est
compos¢ de cing régions : un domaine de liaison P-loop ou GDP/GTP, suivi par des motifs switch
I et switch II qui subissent des modifications conformationnelles lors de la liaison du GTP, et des
motifs G4 et G5 (Tsika and Moore 2013).

Le domaine GTPase de LRRK?2 a pu étre purifié¢ en tant que monomere actif qui se lie a et hydrolyse

le GTP (J. Liao et al. 2014). Cependant, il a été montré que le domaine ROC induit la dimérisation
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de LRRK2 et est ainsi important pour la médiation d’une configuration dimere a I’état actif (J.
Deng et al. 2008; Guaitoli et al. 2016; Tsika and Moore 2013; Greggio et al. 2008). Des données
biochimiques provenant de protéines homologues suggerent que LRRK?2 appartient a un groupe de
protéines G activé par dimérisation nucléotide-dépendante (GAD) (Gotthardt et al. 2008; Gasper
et al. 2009). Ce mod¢le est en concurrence avec l'identification de protéines GAP (« GTPase
activating proteins ») et GEF (« G uanine nucleotide exchange factors ») qui interagissent avec
LRRK2 pour potentiellement réguler l'activit¢ du domaine GTPase de LRRK2, a savoir les
protéines ArfGAP1, RGS2 et ARHGEF?7 (Stafa et al. 2012; Haebig et al. 2010; Dusonchet et al.
2014). Toutefois, il est important de noter que LRRK2 ainsi que d’autres protéines ROCO ne
nécessitent pas de protéines auxiliaires pour passer d’une conformation GTP a GDP, en raison de

leurs caractéristiques biochimiques uniques (Gilsbach, Eckert, and Gloeckner 2018).

Certaines études ont montré que les mutations dans le domaine GTPase et ROC modifient I'activité
kinase de LRRK?2. En effet, les mutations pathogénes R1441C/G et Y1699C se sont révélées
présenter une liaison accrue au GTP et avec une activité GTPase diminuée (Daniéls et al. 2011;
Lewis et al. 2007; West et al. 2007; J. Liao et al. 2014; Xianting Li et al. 2007), en stimulant
I'autophosphorylation de LRRK2 (Guo et al. 2007; Purlyte et al. 2018). Alors que des mutations
altérant la liaison du GTP, tels que K1347A et T1348N, ont ét¢ décrites comme abolissant
totalement 1’activité kinase de LRRK2 (Biosa et al. 2013; J. Taymans et al. 2011).

Il est tout aussi intéressant de noter qu'un polymorphisme dans le domaine ROC de LRRK2,
R1398H, qui est associ¢ a une diminution du risque de la MP (L. Chen et al. 2011), présente une
diminution de la liaison du GTP et une hydrolyse accrue du GTP (Nixon-Abell et al. 2016). De
méme des résultats similaires ont ét¢ décrits pour la mutation artificielle R1398L (Xiong et al.
2010). Néanmoins, la saturation du domaine ROC en GTP n’active pas I’activité kinase de LRRK?2
et la liaison du domaine ROC avec le GDP n’influence pas I’activité kinase de LRRK2. Tout cela
suggere que 1’activité kinase de LRRK2 requiert un domaine ROC GTPase actif (J. Taymans et al.
2011).

III.B - Domaine Kinase

LRRK2 appartient au groupe des sérine/thréonine (Ser/Thr) kinases (Luzén-Toro et al. 2007). Le

mécanisme d'activation parmi les Ser/Thr kinases est assez conservé et implique habituellement
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l'activation de 1'autophosphorylation d'un ou plusieurs résidus dans la boucle d'activation, ce qui
induit alors un changement conformationnel associ¢ a la liaison de I’ATP et/ou a I’interaction du
substrat.

Les premiceres études visant a évaluer l'activité kinase de LRRK2 étaient centrées sur sa capacité a
s'autophosphoryler ou a phosphoryler des substrats génériques (peptide MBP) par des tests in vitro
en utilisant la protéine recombinante compléte. Seule la mutation G2019S est responsable d'un gain
de fonction de 2 a 3 fois supérieur a celui de la protéine sauvage (WT) (Greggio and Cookson 2009;
Jaleel et al. 2007; Sheng et al. 2012; West et al. 2005; R. J. Nichols et al. 2010). Alors que pour les
autres mutations des résultats contradictoires ont été obtenus. Certaines études montrent une
augmentation de I’activité kinase pour les mutations R1441C/G, Y1699C et 12020T (West et al.
2005; Webber et al. 2011; Gloeckner 2005; West et al. 2007), ou ne signalent aucun changement
(Jaleel et al. 2007; R. J. Nichols et al. 2010; Steger et al. 2016). Ces divergences selon les études
rendent difficile la compréhension des effets réels des mutations sur les fonctions physiologiques
de LRRK2.

Fait intéressant, un article de Sheng et ses collégues a indiqué que I’autophosphorylation de la Ser
1292 est un indicateur direct de D’activit¢ kinase de LRRK2 in vivo et que des mutations
supplémentaires autres que G2019S semblent augmenter 1’autophosphorylation a ce site (Sheng et
al. 2012; Purlyte et al. 2018). De plus, il a été¢ récemment montré que la protéine LRRK2 WT
possédait aussi une activité kinase augmentée dans des neurones de patients parkinsoniens
sporadiques comparés a des sujets sains (Di Maio et al. 2018).

Ces dernicres années de nombreuses protéines ont ¢té proposées comme substrats de LRRK2 mais
ce n’est qu’en 2016, que Steger et ses collaborateurs ont montré pour la premiere fois que les
protéines Rab GTPases, y compris Rab8, Rab10 et Rab12 sont des substrats physiologiques de
LRRK2 (Steger et al. 2016). La phosphorylation des protéines Rab, induite par LRRK?2, a depuis
¢été largement rapportée par différents laboratoires a travers le monde (Jeong et al. 2018; Steger et
al. 2017; Madero-Pérez, Fdez, et al. 2018; Yu et al. 2018; Thirstrup et al. 2017; Zhiyong Liu et al.
2017; Fujimoto et al. 2017)

Tous les mutants pathogeénes de LRRK?2 sont nettement plus actifs et phosphorylent davantage les
protéines Rab que le mutant G2019S dans les cellules (in cellulo), méme si, seul le mutant G2019S
présente une activité kinase in vitro accrue sur les protéines Rab. Ce résultat souléve la question de
1’état de phosphorylation des protéines Rab au sein de la cellule (Ito et al. 2016; Steger et al. 2016;

Jeong et al. 2018). Il est donc possible que des protéines auxiliaires modulent les différences

36



observées entre l'activité biochimique in vitro de LRRK2 et l'activit¢ de LRRK2 in cellulo. Les
protéines Rab29 et VPS35 sont capables de moduler 1’activité kinase de LRRK?2 et notamment
d’activer de maniere accrue la phosphorylation de protéines Rab (Rab10 par exemple) (Purlyte et
al. 2018; Mir et al. 2018). Plus récemment, le groupe du Dr. Nichols a proposé la protéine
p62/SQSTM1 comme nouveau substrat de LRRK?2 (Kalogeropulou et al. 2018). La encore, seul le
mutant G2019S augmente la phosphorylation de p62 in vitro. Cela refléte un mod¢le similaire a
celui observé pour les protéines Rab (Ito et al. 2016). De plus, I’extrémité N-terminale (N-ter) de

LRRK?2 serait nécessaire pour la phosphorylation optimale de p62.

Les extrémités extra-catalytiques N et C-ter de LRRK2 jouent également un rdle dans 1’activité
kinase et la fonction de LRRK2 en agissant comme des modulateurs. Ainsi, I'extrémité C-ter est
requise pour une activité kinase optimale. En effet, il a ét¢ montré que la perte du domaine WD40
dans des formes tronquées de la protéine abolissait la fonction kinase (Jorgensen et al. 2009). De
plus, le facteur de risque G2385R diminue 'activité de kinase de LRRK?2 (Gloeckner 2005; Greggio
et al. 2006; Jaleel et al. 2007). L'extrémité N-ter, quant a elle, est fortement phosphorylée dans les
cellules et régule plusieurs aspects de la biologie de LRRK?2, qui seront discutés dans les prochains

paragraphes (Figure 9).
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Figure 9 : Impact des sites de phosphorylation N-ter sur I’activité kinase de LRRK2.
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(A) Reconstitution 3D d’un dimére de LRRK2. D’aprés cette représentation, les domaines Armadillo (ARM) sont
projetés vers I’extérieur du dimere (cercle pointillé vert) (Sejwal et al, 2017). (B) Représentation schématique d’un
dimére de LRRK2. Dans ce modéle, les sites de phosphorylations N-ter interagissent avec le domaine kinase et
participent ainsi a la modulation de I’activité kinase du dimére suivant les substrats de LRRK?2. (Kalogeropulou et al.
2018; Ito et al. 2016).

III.C - Domaines d’interaction protéine-protéine

Outre l'activité enzymatique de LRRK2, les interactions protéine-protéine peuvent également étre
pertinentes pour la fonction physiologique et pathologique de LRRK2.

La protéine LRRK2 a été décrite pour interagir avec un grand nombre de protéines suite a des
criblages in vitro mais leur validation et leur signification biologique dans des mode¢les in vivo ne
sont pas fréquemment obtenues. Une ¢tude récente a suggéré que LRRK2 pourrait se comporter
comme un "hub", avec un peu plus de 260 interacteurs identifiés a ce jour (Manzoni et al. 2015),
parmi lesquels 25 ont été confirmés dans des conditions plus controlées (description par au moins
deux publications et au moins deux différentes approches expérimentales employées) (Beilina et
al. 2014; Reyniers et al. 2014; Dachsel et al. 2007). Par conséquent, LRRK2 peut étre liée a de
nombreuses voies et mécanismes cellulaires.

En conjonction de la localisation subcellulaire de LRRK?2 avec des structures membranaires telles
que les vésicules synaptiques et la présence de protéines dans les synaptosomes des neurites, un
role de LRRK?2 dans la régulation de I'endocytose synaptique par son interaction avec Rab5b a été
suggéré (Shin et al. 2008). De plus, LRRK2 est capable de se lier aux microtubules par son
interaction avec la tubuline (a et f) via son domaine ROC (Gandhi et al. 2008; Frank Gillardon
2009; Caesar et al. 2013; Blanca Ramirez et al. 2017). Considérant que LRRK?2 colocalise avec la
B-tubuline, les vésicules de transport du Golgi, les endosomes, les lysosomes et les mitochondries
(Biskup et al. 2006) ainsi que son role potentiel dans l'endocytose vésiculaire, LRRK2 pourrait
donc étre fortement impliquée dans le transport vésiculaire et dans la modulation du cytosquelette,
en particulier les processus liés aux microtubules (voir paragraphes V). Pour finir, LRRK2 interagit
avec d'autres protéines également impliquées dans la MP, telles que les protéines Tau, a-

synucléine, Rab29 et GAK (« Cyclin G-Associated Kinase »).
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IV - Régulation de la phosphorylation de LRRK?2

LRRK?2 est une protéine hautement phosphorylée avec 1% de tous ses acides aminés qui sont
phosphorylés (Gloeckner et al. 2010; Reyniers et al. 2014; Evy Lobbestael, Baekelandt, and
Taymans 2012). Ces sites de phosphorylation peuvent étre subdivisés en deux groupes, des sites
d’autophosphorylation et des sites de phosphorylation hétérologue (représentés en rouge et en bleu

respectivement sur la Figure 10).

i AR |Hrwm LRR ;) COR wln[m ﬂ 2627

8860 $910 S976 S1292 S1444 T1967 T2031 T2483
S908 S935 T1343 S1403 T1491 T1968 S2032
S955 T1368 T1404 T1503 172035
S973 T1410
T1452

Figure 10 : Structure de la protéine LRRK2 avec les positions des sites de phosphorylations.
Les sites de phosphorylation hétérologue sont annotés en bleu et les sites d'autophosphorylation sont indiqués en rouge,
et ceux le plus souvent décrits et étudiés sont indiqués en gras.

IV.A - Sites d’autophosphorylation

Comme de nombreuses kinases, LRRK2 s’autophosphoryle et ce sur plus de 20 résidus Ser et Thr
in vitro (Kamikawaji, Ito, and Iwatsubo 2009; Gloeckner et al. 2010; Xiaojie Li et al. 2010;
Pungaliya et al. 2010; Reynolds et al. 2014; Sheng et al. 2012; Greggio et al. 2009; Webber et al.
2011). La majorité des sites d'autophosphorylation résident au sein du domaine ROC et quelques-
uns seulement dans le domaine kinase (Figure 10). La pertinence physiologique de ces sites de
phosphorylation n'est toujours pas claire. En effet, certains d'entre eux n'ont pas pu étre détectés in
vivo. L’autophosphorylation sur le site S1292 a été confirmée in vivo, et est retrouvée augmentée
en culture cellulaire pour la plupart des mutants pathogéniques de LRRK2 (N1437H, R1441C/G/H,
Y1699C, G2019S et 12020T) (Reynolds et al. 2014; Steger et al. 2016), dans les lysats des cerveaux
de souris transgéniques surexprimant la mutation G2019S (souris BAC transgénique) (Sheng et al.
2012) et trés récemment également dans le cerveau, les reins et les poumons de souris LRRK?2
Knock-in (KI) G2019S (Kluss et al. 2018). Fait intéressant, I’autophosphorylation en S1292 chez
des patients parkinsoniens idiopathiques, a été rapportée augmentée dans les exosomes isolés a

partir d’urine (Fraser, Rawlins, et al. 2016; Fraser, Moehle, et al. 2016) ainsi que dans les neurones
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dopaminergiques (Di Maio et al. 2018). La surveillance de la phosphorylation de la Ser 1292 dans
les cellules représente donc un outil important pour 1’étude de 1’activité kinase de LRRK2 et son
effet toxique.

Le phospho-mutant S1292A réduit les effets des mutants LRRK?2 sur la croissance des neurites de
neurones primaires corticaux de rat, suggérant un réle dans la neuromorphologie (Sheng et al.
2012). La phosphorylation du site S1292 s'est également avérée contribuer au rdle potentiel de
LRRK?2 dans la régulation de la taille et de la fonction des lysosomes dans les cellules (Henry et
al. 2015). Enfin, ces deux rdles pourraient étre reliés comme 1I’a montré 1’é¢tude menée par Plowey

et collaborateurs (Plowey et al. 2008).

IV.B - Sites de phosphorylation hétérologue

Les sites de phosphorylation hétérologue sont situés majoritairement au niveau de la partie N-ter
dans un cluster entre les domaines ANK et LRR (Figure 10). Ce cluster est composé des résidus
S910, S935, S955 et S973 (Gloeckner et al. 2010; R. J. Nichols et al. 2010; Doggett et al. 2012;
Xianting Li et al. 2011), qui sont phosphorylés de manicre constitutive, cependant, ce ne sont pas
des sites d'autophosphorylation.

Plusieurs éléments ont ét¢ fournis pour supporter 1’idée que les résidus S910, S935, S973/S976 ne
sont pas des sites d'autophosphorylation. Tout d’abord il a ét¢é montré que la protéine LRRK2
déphosphorylée n'était pas capable de rephosphoryler ces sites in vitro (Reynolds et al. 2014; R. J.
Nichols et al. 2010; Doggett et al. 2012; N. Dzamko et al. 2010). De plus, la présence de résidus
phosphorylés sur des mutants LRRK?2 ne présentant pas d’activité¢ kinase indique qu'il ne s'agit
probablement pas de sites d'autophosphorylation (Gloeckner et al. 2010; Evy Lobbestael et al.
2013; Ito et al. 2014). Enfin, plusieurs mutants pathogéniques (N1437H, R1441C/G/H, Y1699C et
12020T) dont la fonction kinase est hyperactivée présentent un niveau de phosphorylation réduit
sur ces sites comparé¢ au LRRK2 WT (Reynolds et al. 2014; R. J. Nichols et al. 2010; Doggett et
al. 2012; Evy Lobbestael et al. 2013; N. Dzamko et al. 2010).

Un autre aspect de la régulation de LRRK2 est la rapide déphosphorylation de ces sites dans les
cellules et les tissus apres un traitement avec des inhibiteurs de la fonction kinase (X. Deng et al.
2011). Etant donné la corrélation entre 1’effet des inhibiteurs sur I’activité kinase de LRRK2 in
vitro et sur les sites de phosphorylation hétérologue (Vancraenenbroeck et al. 2014), ces sites sont

utilisés comme mesure indirecte de 1’inhibition de 'activité kinase de LRRK2. La phosphorylation
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de ces résidus a également été retrouvée affectée dans les cerveaux issus de patients parkinsoniens
sporadiques (N. Dzamko et al. 2017). En particulier les phosphorylations S910, S935 et S973 ont

été retrouvées diminuées au sein de la SNc.

L'équilibre de la phosphorylation de LRRK2 semble étre un élément participant a la régulation de
plusieurs fonctions cellulaires, y compris sa distribution cellulaire. L'identification des régulateurs
(les protéines kinases et phosphatases) de cet équilibre sera donc cruciale pour comprendre
comment LRRK?2 est (dé¢)-régulée et affecte les processus de signalisation en aval, et constitue donc
une importante voie de recherche et devrait nous aider a mieux comprendre la physiopatho-biologie
de LRRK2.

La protéine kinase A (PKA) a été proposée comme une kinase agissant sur les sites S910 et S935
(Xianting Lietal. 2011; Muda et al. 2014) ainsi que sur le site S1444 (Muda et al. 2014). Cependant
dans des conditions d’activation de la PKA, la phosphorylation de LRRK2 n’a pas été confirmée
(Reynolds et al. 2014). Les types cellulaires utilisés étant différents, cela peut suggérer des
mécanismes de phosphorylation spécifiques a certains types cellulaires. Cette hypothése est
appuyée par les travaux du Dr. Dzamko et ses collaborateurs, qui ont montré que la famille des
kinases Ikappa B (IKKs) phosphorylaient les sites S910 et S935 dans des macrophages dérivés de
la moelle osseuse lors de 1'activation des récepteurs TLR (Toll-like receptors) (N. Dzamko et al.
2012). Enfin, la caséine kinase 1 alpha (CK1a) a ét¢ identifiée apreés un criblage siARN a 1'échelle
du kinome dans des cellules HEK-293T (Chia et al. 2014). De plus, la répression de I'expression
ou l'inhibition de CKla, a entrainé une diminution de la phosphorylation en S910 et S935 ainsi
qu’une augmentation de I'association ' ARHGEF7 avec LRRK?2, ce qui diminue la liaison du GTP
a LRRK2. Le traitement avec des siARN ciblant CK1a réduit également la fragmentation du Golgi
dépendante de Rab29 causée par LRRK?2, indiquant que la phosphorylation des sites hétérologues
de LRRK2 module le recrutement de LRRK?2 au sein du réseau trans-Golgi (TGN) (Chia et al.
2014).
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Concernant les phosphatases régulant les sites de phosphorylation hétérologue, seule la sous-unité
catalytique alpha de la protéine phosphatase 1 (PPPICA) a ¢ét¢ démontrée comme régulant la
phosphorylation de LRRK2 au niveau des sites S910, S935, S955 et S973 (Evy Lobbestael et al.
2013). Cela a ¢ét¢ montré avec I’'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de la Protéine
Phosphatase 1 (PP1), la calyculine A, qui empéchait la déphosphorylation de LRRK2 induite par
un inhibiteur pharmacologique de la fonction kinase de LRRK2. Fait intéressant, les effets de
PPPICA sur la phosphorylation de LRRK2 ont pu étre confirmés dans plusieurs types cellulaires
(HEK-293T, SH-SYS5Y, NIH 3T3, A549, U20S et dans des neurones corticaux primaires de
souris). Cela montre que PPPICA est active en tant que phosphatase de LRRK?2 indépendamment
du type cellulaire testé.

Dans des conditions de déphosphorylation de LRRK2, I’association entre PPP1CA et LRRK?2 est
accrue. Par exemple, lors d’un traitement avec des inhibiteurs de I’activité kinase de LRRK?2 ou en
présence des mutants de LRRK2 présentant de faible niveau de phosphorylation (Evy Lobbestael
et al. 2013). Par conséquent, le mécanisme de déphosphorylation de LRRK2 implique le
recrutement de PPP1CA au sein d’un complexe comprenant LRRK?2. Une autre étude sur LRRK2
et le stress oxydatif (Mamais et al. 2014) a également permis de mettre en évidence 1'importance
du role physiologique de PP1 dans la déphosphorylation de LRRK2. Le stress médié par I'arsénite
entraine une réduction de la phosphorylation de LRRK2 en S910 et S935 en culture cellulaire et
cette inhibition est renversée par la calyculine A. De plus, dans cette méme étude, la calyculine A
empéche la déphosphorylation induite par l'arsénite et ’H>O», mais seul l'arsénite induit une
association accrue de PPP1CA avec LRRK2 dans ces conditions (Mamais et al. 2014). Il serait
donc intéressant d'étudier si d'autres phosphatases sont impliquées dans les événements de
déphosphorylation induits par I’H>O».

La protéine phosphatase 2A (PP2A) a été identifiée comme une protéine partenaire interagissant
avec LRRK2 (Athanasopoulos et al. 2016). Son implication dans la déphosphorylation des sites
hétérologues n’a pas encore été démontrée. Athanasopoulos et ses collaborateurs ont observé un
effet protecteur de 1’activation pharmacologique de PP2A par du Sélénate de Sodium dans des
cellules exprimant le mutant R1441C. De plus la réduction de I’expression de la sous-unité
catalytique de PP2A par shARN, aggrave la dégénérescence cellulaire dans des cellules SH-SYS5Y
exprimant le mutant R1441C ainsi que dans des cultures de neurones corticaux de souris

surexprimant le mutant G2019S. Enfin, les auteurs ont montré que PP2A intéragit avec LRRK2
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via son domaine ROC, ils ont alors prospos¢ PP2A comme une phosphatase pouvant réguler les

sites d’autophosphorylation de LRRK?2 (Athanasopoulos et al. 2016; Reynolds et al. 2014).

La spécificité des cibles de PP1 et PP2A est déterminée par leur association avec leurs sous-unités
régulatrices. Nous ne savons pas encore quelles sous-unités forment I'holoenzyme active qui agit
sur LRRK?2 (voir Chapitre 3). Pour bien comprendre comment la déphosphorylation de LRRK?2
est régulée, il est nécessaire de savoir quelles sous-unités interviennent dans l'interaction avec
LRRK2.

La phosphorylation des sites S910 et S935 se sont avérées étre a 1'origine de l'interaction de LRRK?2
avec les protéines 14-3-3 (R. J. Nichols et al. 2010; N. Dzamko et al. 2010; Xianting Li et al. 2011;
Muda et al. 2014). En effet, des mutations (substitution du résidu Ser en Alanine) au niveau des
sites S910 et S935, mais pas des sites S955 et S973, entrainent une forte réduction de la liaison
avec 14-3-3 (Doggett et al. 2012). Si l'interaction entre LRRK2 et 14-3-3 est bloquée en utilisant
le peptide difopeine, LRRK2 se retrouve déphosphorylée aux sites S910 et S935 (J. Zhao et al.
2015; Fraser et al. 2013). Par conséquent, il a été suggéré que la liaison de 14-3-3 avec LRRK2
pourrait protéger contre la déphosphorylation au niveau de ces deux sites de phosphorylation, et
affecter la localisation de LRRK2 au sein de la cellule. Ainsi, LRRK2 présente une distribution
majoritairement cytoplasmique lorsqu'elle est phosphorylée au niveau des sites S910 et S935 et
li¢e a 14-3-3. Cependant, LRRK2 se relocalise et s'accumule dans des structures intra-
cytoplasmiques appelées « skein-like » lorsque les sites S910 et S935 sont déphosphorylés et que
la liaison avec 14-3-3 est altérée. De méme, suite a 1’inhibition de 1’activité kinase de LRRK2 et
chez les mutants pathogénes qui présentent une diminution de la phosphorylation au niveau de ces
sites, LRRK2 se retrouve relocalisée dans des structures filamenteuses ou de type « skein-like »
(R. J. Nichols et al. 2010; Doggett et al. 2012; N. Dzamko et al. 2010; X. Deng et al. 2011).

Il est intéressant de noter que les protéines 14-3-3 exercent un réle neuroprotecteur dans la MP.
Ainsi, la surexpression de 14-3-3 peut altérer I’activité kinase du mutant G2019S et empécher un
raccourcissement des neurites induit par les mutants G2019S et R1441G (Lavalley et al. 2016).
Une autre étude, a par ailleurs trouvé que 14-3-3y était phosphorylée par la protéine PAK6 (p21-
activated kinase 6), une Ser/Thr kinase (Civiero, Cogo, et al. 2017). 14-3-3y phosphorylée n'est
plus capable de se lier au site S935 de LRRK2, provoquant ainsi sa déphosphorylation. Dans les
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neurones issus de souris LRRK2 G2019S, la phosphorylation de 14-3-3 médi¢e par PAK6
contrecarre le raccourcissement des neurites induit par le mutant G2019S.

Plusieurs équipes ont démontré une interaction de LRRK2 avec Rab29 (D. A. MacLeod et al. 2013;
Beilina et al. 2014; Zhiyong Liu et al. 2017; Purlyte et al. 2018). Cette interaction s’effectue au
niveau du domaine ANK de LRRK2 et régule la phosphorylation des sites en position N-ter
(Purlyte et al. 2018). En effet, Purlyte et ses collaborateurs ont découvert que tous les mutants
LRRK2 du domaine ANK qui sont déficients a se lier a la protéine Rab29 sont aussi
déphosphorylés sur ces sites N-ter. De plus, la perte de Rab29 endogéne dans les cellules A549
réduit modérément la phosphorylation de ces sites. Cependant, ces données n'excluent pas la
possibilité qu'un autre résidant du Golgi, une protéine kinase ou phosphatase, régule la

phosphorylation de ces sites.

Ces résultats montrent que la phosphorégulation de la partie N-ter de LRRK2 est importante pour
la pathogenése de la MP et qu'il est donc important d'étudier plus en avant les partenaires impliqués
et de caractériser les voies et signaux régulant la phosphorylation de la partie N-ter de LRRK?2
(Figure 11).
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Figure 11 : Représentation schématique des partenaires impliqués dans la phosphorégulation de LRRK2.

La phosphorégulation de la protéine LRRK2 met en jeu un nombre important de partenaires qui peuvent eux aussi étre
régulés par LRRK2. Des protéines kinases et des phosphatases sont impliquées dans la régulation des sites N-ter
(S910/935/955/973). PKA phosphoryle LRRK2 sur les sites N-ter et sur le site S1444, dans le méme temps, LRRK2
régule ’activité de PKA soit par interaction direct via son domaine ROC, soit de maniére indirect en agissant sur la
phosphodiesterase 4 (PDE4). En ce qui concerne les phosphatases, PPP1CA est confirmée mais les sous-régulatrices
associées restent encore a déterminer ; ’holoenzyme PP2A interagit avec LRRK2 et peut potentiellement réguler le
site d’autophosphorylation S1292. La phosphorylation des sites N-ter permet la liaison avec la protéine 14-3-3 qui peut
elle-méme étre phosphorylée par PAK6 ce qui empéche toute liaison avec LRRK?2. La régulation en aval met en jeu
la phosphorylation de protéines substrates telles que les protéines Rab et p62 mais aussi LRRK2 (sites
d’autophosphorylation). ARHGEF7 se lie 8 LRRK2 via le domaine ROC-COR, induisant une augmentation de
I’activité kinase participant a la phosphorylation des substrats de LRRK?2 et de ARHGEF7. Ces phosphorylations sont
aussi régulées indirectement par les sites de phosphorylation N-ter. Parmi les Rab GTPases, la protéine Rab29 intéragit
avec LRRK2 au niveau du TGN, cette interaction augmente la phosphorylation du cluster en N-ter et aussi I’activité
kinase de LRRK2. LRRK?2 phosphoryle Rab29 et empéche Rab29 d'activer LRRK?2 créant une boucle de rétroaction
négative. (Evy Lobbestael et al. 2013; Civiero, Cogo, et al. 2017; Purlyte et al. 2018; Kalogeropulou et al. 2018; Steger
et al. 2016; De Wit, Baekelandt, and Lobbestael 2018; Chia et al. 2014; Xianting Li et al. 2011; N. Dzamko et al. 2012;
R. J. Nichols et al. 2010; Russo et al. 2018).
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IV.C - L’ubiquitination

Trés peu de données existent sur d’autres modifications post-traductionnelles pour la protéine
LRRK?2. En effet, les efforts se sont particulie¢rement focalisés sur la phosphorylation. Cependant
quelques ¢tudes ont montré que la protéine LRRK2 pouvait étre ubiquitinée (Ding and Goldberg
2009; Ko et al. 2009; J. Zhao et al. 2015; Nucifora et al. 2016). L’ubiquitination est une
modification post-traductionnelle complexe qui consiste en I’ajout de plusieurs résidus ubiquitines.
Apres ajout de ces résidus sur la protéine cible, cette derniére est prise en charge par I’UPS.
L’ubiquitination de LRRK?2 régule sa stabilité et sa clairance (Pajarillo et al. 2018). En effet, Zhao
et collaborateurs, émettent I’hypothese selon laquelle LRRK?2 serait ubiquitinée a un niveau basal
et que la déphosphorylation de LRRK2 favorise I'addition de résidus ubiquitine sur les résidus
Lysine 48 et 63 de LRRK2 par I’ubiquitine E3 ligase CHIP (« carboxyl terminus of HSP70-
interacting protein ») menant ainsi a la dégradation de la protéine (J. Zhao et al. 2015). En effet,
dans cette étude, I'inhibition de l'activité kinase de LRRK?2 a induit I’ubiquitination de LRRK?2, qui
a pu étre bloquée en inhibant les phosphatases par la calyculine A, liant ainsi la déphosphorylation
induite par l'inhibition de LRRK2 et 1'ubiquitination de la protéine (Figure 12).

Il existe donc un équilibre entre la (dé)-phosphorylation et I’ubiquitination de LRKR2 important
pour la régulation du niveau d’expression de la protéine et ouvre de nouvelles voies sur la biologie
de LRRK2 et sur les approches thérapeutiques pour contrer les effets toxiques de la protéine
(Melrose 2015).
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Figure 12 : Cycle déphosphorylation - ubiquitination de LRRK2.

LRRK2 existe sous forme de protéine phosphorylée avec une distribution cytoplasmique homogéne dans les cellules
(a). En présence de mutants pathogeénes liés a la MP, N1437H, R1441C/G, Y1699C et 12020T ou lors de de I’inhibition
de I’activité kinase de LRRK2, la phosphatase PP1 est recrutée et induit la perte de 14-3-3 (b). La déphosphorylation
conduit a la re-distribution de LRRK2 entrainant une accumulation intracellulaire, souvent décrite comme étant des
structures filamenteuses ou « skein-like » et/ou a I’ajout de résidus ubiquitines sur les résidus Lysine 48 et 63 de
LRRK?2 par I’ubiquitine E3 ligase CHIP, pouvant mener a la dégradation de LRRK2 via le protéasome ou a d’autres
voies de signalisation (c). Les kinases phosphorylent LRRK2, qui revient a 1’état basal. Adapté de Zhao et al, 2015;
Nichols, 2017.

IV.D - Potentiel Biomarqueurs

Plusieurs éléments indiquent l'intérét de mesurer la phosphorylation de LRRK2 en tant que
marqueur de la MP ou marqueur de I’efficacité des inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK?2.
LRRK?2 est exprimée dans différents tissus et biofluides qui ne sont pas seulement pertinents pour
la maladie, mais qui peuvent également étre testés lors d'un diagnostic clinique (Civiero and
Bubacco 2012).

Les niveaux de protéines LRRK2 totales (Guerreiro et al. 2013; N. Dzamko et al. 2017; H. J. Cho
et al. 2013) ainsi que les niveaux de phosphorylation de plusieurs phosphosites de LRRK?2 peuvent

constituer des biomarqueurs prometteurs. Ceci est soutenu par les résultats démontrant que la
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phosphorylation de LRRK?2 est modulée dans la majorité des mutants responsables de la maladie.
Pour les sites S910, S935, S955 et S973, les taux de phosphorylation sont réduits pour la plupart
des mutants (R. J. Nichols et al. 2010), alors que pour le site S1292, les taux sont augmentés pour
la plupart des mutants (Sheng et al. 2012).

L'hypothese selon laquelle la phosphorylation de LRRK2 est un biomarqueur de la maladie a
commencé a étre évaluée dans différentes études. Par exemple, la phosphorylation de LRRK2 en
S910 et S935 a été testée sur des PBMC (« Peripheral Blood Mononuclear Cells ») de patients
idiopathiques atteints de la MP par rapport a des témoins, mais aucun changement significatif n'a
¢été observé (N. Dzamko et al. 2013). Dans les urines, le test des niveaux de phosphorylation du
site S1292 a donné des résultats significatifs. Notamment, une phosphorylation de S1292 plus
¢levée est observée chez les sujets porteurs de la mutation G2019S (Fraser, Moehle, et al. 2016; S.
Wang et al. 2017). Dans une autre étude, la phosphorylation de S1292 s'est avérée significativement
augmentée dans les patients parkinsoniens idiopathiques par rapport aux témoins appariés (Fraser,
Rawlins, et al. 2016). Fait intéressant, dans cette dernicre étude, 1’¢lévation de la phosphorylation
en S1292 ¢tait corrélée avec la gravité des troubles cognitifs. Cette augmentation de
phosphorylation de LRRK2 au niveau du site S1292 chez des patients atteints de MP idiopathique
a également ét¢ mise en évidence dans les neurones dopaminergiques de la SN (Di Maio et al.
2018). De plus, ces cing sites (S910, S935, S955, S973 et S1292) sont rapidement déphosphorylés
en culture cellulaire, dans des modéles animaux et dans des PBMC humains sous traitement avec
des inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK2 (J.-M. Taymans 2014; Perera et al. 2016),
considérés comme un traitement potentiel de la MP. Par conséquent, la mesure de la
phosphorylation de LRRK?2 pourrait étre utilisée comme un biomarqueur pharmacodynamique
pour des essais cliniques d'inhibiteurs de LRRK2 (Perera et al. 2016). Les substrats de LRRK2,
tels les protéines Rab (Steger et al. 2016), sont également des biomarqueurs potentiels de I'activité
kinase LRRK2. Par exemple, la phosphorylation de Rabl0 est ¢galement réduite aprés un
traitement avec des inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK2 (Fan et al. 2018; Ito et al. 2016;
Thirstrup et al. 2017; Lis et al. 2018)

La phosphorylation de LRRK2 et de ses substrats (Rab GTPase) s’averent donc trés utile pour

surveiller I’activité kinase de LRRK?2, I’engagement des inhibiteurs sur LRRK?2 ainsi que pour un

diagnostic potentiel de la MP.
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V - Fonctions et roles de LRRK?2

La protéine LRRK?2, de par sa structure, la présence de deux activités enzymatiques différentes et
de ses multiples domaines d’interaction protéine-protéine, est impliquée dans une grande variété
de processus cellulaires, entre autres, I'immunité innée, la fonction mitochondriale, la fonction
autophagie-lysosome, la voie de signalisation Wnt (« Wingless signalling pathway »), la traduction

et la régulation de la DA (Figure 13).

V.A - Trafic Vésiculaire

Les différents modeles de souris transgéniques LRRK2 générés a ce jour ne récapitulent pas
fidelement un phénotype de la MP. Bien que certains mode¢les transgéniques présentent une mort
des neurones dopaminergiques, la neurodégénérescence est limitée. Les souris transgéniques ne
développent que des déficits moteurs légers (Rudenko et Cookson, 2010). LRRK?2 se localise dans
les vésicules, ou elle interagit avec les protéines vésiculaires (Biskup et al. 2006; Alegre-
Abarrategui et al. 2009). Dans les vésicules présynaptiques, I’extinction de la protéine LRRK?2 par
shRNA (« short hairpin RNA »), altére la dynamique du recyclage et augmente la cinétique des
vésicules. Cela suggére que LRRK2 pourrait jouer un réle dans le trafic de vésicules synaptiques
(Piccoli et al. 2011). I1 a été montré précédemment que LRRK?2 interagissait avec Rab5 et Rab7,
qui sont des régulateurs importants de la formation et de la maturation des endosomes. En outre,
LRRK2 en association avec Rab5b, contribue a la fonction synaptique en modulant 1'endocytose
des vésicules synaptiques (Shin et al. 2008; Yun et al. 2015). De plus, la surexpression de LRRK?2
dans les cellules neuronales primaires entrave l'endocytose des vésicules synaptiques, un
phénomene qui peut étre inversé avec la co-expression de Rab5b (Shin et al. 2008; Heo, Kim, and
Seol 2010). L’interaction de LRRK2 avec la protéine Rab7 affecte la voie endo-lysosomale et
autophagique (Gomez-Suaga et al. 2014). En effet, les mutants G2019S et R1441C diminueraient
I’activité de Rab7 alors que la version WT ou sans activité¢ kinase (« kinase-dead ») n’ont pas
d’effet. Une autre interaction, décrite par différents laboratoires est celle avec la protéine Rab29
(D. A. MacLeod et al. 2013; Beilina et al. 2014), qui est génétiquement impliqué dans la MP et
associ¢ au locus PARK16. Le complexe LRRK2-Rab29 agit comme un régulateur important du
TGN. En effet, le recrutement de LRRK?2 par Rab29 au sein du TGN affecte la structure du TGN
en induisant sa fragmentation (Zhiyong Liu et al. 2017; Fujimoto et al. 2017; Purlyte et al. 2018).
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Cette modification structurale peut étre améliorée par un traitement avec des inhibiteurs de la
fonction kinase de LRRK2.

VPS35, un autre géne associ¢ a la MP, participe a la voie de signalisation de LRRK?2. Une étude a
conclu que VPS35 et LRRK2 pourraient fonctionner dans une voie de régulation des protéines
endolysosomales et de 1'appareil de Golgi (D. A. MacLeod et al. 2013). De plus, un laboratoire a
montré que la surexpression de VPS35 exacerbait les déficits locomoteurs et la réduction de la
durée de vie observés chez des Drosophiles exprimant des mutants de LRRK?2 (Linhart et al. 2014).
Derni¢rement, un role majeur de VPS35 dans le controle de I'activité¢ kinase de LRRK?2 a été
observé par un mécanisme encore non décrit (Mir et al. 2018). En effet, le mutant D620N de VPS35
induit une activation de I’ordre de 5 a 6 fois de I’activit¢ kinase de LRRK2 qui affecte la
signalisation en aval de LRRK?2, avec I’augmentation de la phosphorylation des protéines Rab. De
plus, il a été montré que les Drosophiles exprimant VPS35 et LRRK?2 affectaient le méme ensemble
de processus de vésicules synaptiques, y compris la libération synaptique dopaminergique (Inoshita
etal. 2017).

En ce qui concerne la signalisation de la DA, il a été démontré que les mutations de LRRK?2
affectent la neurotransmission de la DA et la libération de catécholamines (Tong et al. 2009; H.
Zhou et al. 2011; Xianting Li et al. 2010; Melrose et al. 2010; Yue et al. 2015). LRRK2 perturbe
I'endocytose des vésicules synaptiques, entrainant une altération du métabolisme de la DA.
L'activité kinase de LRRK2 régule I’état de phosphorylation de 1'auxiline, un médiateur important
des vésicules synaptiques (Nguyen and Krainc 2018). LRRK2 intervient aussi dans le trafic des
récepteurs au niveau du golgi entrainant un défaut de présentation a la membrane (Beccano-Kelly,
Volta, Lise, et al. 2015; Migheli et al. 2013; Rassu et al. 2017; Tozzi et al. 2018; Cirnaru et al.
2014; Islam et al. 2016). Tres récemment, 1’équipe du Dr. Dzamko, a observé dans un mode¢le de
souris LRRK2 KI S910A/S935A des altérations dans les protéines régulant le renouvellement de
la DA, suggérant que la modulation des sites de phosphorylation des résidus S910 et S935 de
LRRK2 peut avoir des implications dans ce processus (Y. Zhao et al. 2018).

V.B- Autophagie

L'absence de la protéine LRRK2 entraine une augmentation dramatique de la mort cellulaire

apoptotique, une accumulation et une agrégation des protéines SNCA et ubiquitinées, ainsi que

I'accumulation de granules de lipofuscine. De plus, les taux de LC3-II et de p62, des marqueurs de
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I’autophagie, sont altérés, diminués et augmentés respectivement, indiquant que la voie
autophagique est défectueuse (Tong et al. 2010). Plus tard, les mémes auteurs ont rapporté que la
perte de LRRK2 chez la souris provoque des altérations biphasiques de la voie autophagique,
inchangée a 1 mois, améliorée a 7 mois mais réduite a 20 mois, comme en témoignent les
modifications correspondantes des taux de LC3-I/II, p62, SNCA, et de protéines lysosomales
(Tong et al. 2012). Cependant, ces rapports ont été observés dans les reins de souris LRRK?2 Knock-
out (KO) et jusqu'a présent, aucune accumulation de structures autophagiques ou lysosomales n'a
¢été rapportée dans le cerveau de souris agées dépourvues de LRRK2. Néanmoins, I'inhibition de
l'activité¢ kinase de LRRK2 s'est avérée stimuler la macroautophagie dans trois types cellulaires
différents (Manzoni et al. 2013). D'autre part, des travaux ont montré que les niveaux basales de
LC3-II étaient plus ¢levés dans les cellules exposées a un inhibiteur de la fonction kinase de
LRRK2 qui, associé¢ a un flux autophagique réduit, peut laisser supposer a un défaut de clairance
(A. R. Esteves et al. 2015). En outre, le fait de réduire 1'expression de LRRK2 endogene a entrainé
des déficits dans I'induction de l'autophagie et de la clairance. De plus, I'inhibition de I'activité
kinase de LRRK2 a également réduit la dégradation autophagique, suggérant l'importance de
LRRK?2 et de son domaine kinase dans la régulation de l'autophagie (Schapansky et al. 2014). Les
résultats dans la littérature sur le role de LRRK?2 dans 1’autophagie divergent, et n’ont pas encore
permis de comprendre de maniere cohérente sa fonction. Les mutations pathogeénes ou délétions de
LRRK?2 auraient a la fois pour effet d’accroitre et de réduire 1’autophagie en fonction de I’étude et
du modgele évalués (Orenstein et al. 2013; Bravo-San Pedro et al. 2013; Alegre-Abarrategui et al.
2009; Plowey et al. 2008; Tong et al. 2012). Il reste a déterminer si LRRK2 possede un rdle positif
ou négatif dans le controle de la macroautophagie et si le role de LRRK2 réside dans les étapes
d'initiation ou de clairance (Wallings, Manzoni, and Bandopadhyay 2015). De plus, il a ét¢ montré
que LRRK?2 interagissait avec la protéine p62 (S. Park et al. 2016), et qu’elle était un nouveau
substrat de LRRK?2 (Kalogeropulou et al. 2018). Cette association LRRK2-p62 conforte 1’idée d’un
role majeur de la protéine LRRK2 dans le processus autophagique menant a des effets toxiques

dans les neurones.

V.C - Régulation du Cytosquelette

Les anomalies dans la croissance et la ramification des neurites figuraient parmi les premiers

phénotypes cellulaires observés dans les modeles exprimant LRRK2 (D. MacLeod et al. 2006;
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Tsika et al. 2014; Parisiadou et al. 2009; Déchsel et al. 2010; Ramonet et al. 2011; Schwab and
Ebert 2015; Cooper et al. 2012; Sdnchez-Danés et al. 2012; Reinhardt et al. 2013). Le role potentiel
de LRRK?2 dans l'architecture du cytosquelette et la dynamique du réseau des microtubules a été
initialement rapporté par l'identification des protéines ezrine/radixine/moesine et de la B-tubuline
en tant qu’interacteurs et substrats de LRRK2 (Jaleel et al. 2007; Frank Gillardon 2009).
L’association de la protéine LRRK2 est dépendant du niveau d’acétylation de la tubuline (Law et
al. 2014). En effet, Les mutants R1441C et Y1699C présentent une association accrue avec des
microtubules non-acétylés menant a des altérations du transport axonal dans les neurones moteurs
chez la Drosophile ou dans les neurones corticaux de rats transgéniques (Godena et al. 2014).
LRRK2 peut également réguler la dynamique du réseau des microtubules par 1’interaction avec
une autre protéine associée aux microtubules, la protéine Tau (Guerreiro et al. 2016). Plusieurs
¢tudes ont montré que LRRK?2 était capable de phosphoryler Tau (Kawakami et al. 2012; Bailey
et al. 2013; Yue et al. 2015; Schapansky et al. 2018), ce qui pourrait réguler la croissance des
neurites. Le domaine ROC-COR de LRRK2 s'est avéré interagir avec PAK6. La protéine PAK6 a
été impliquée dans le remodelage du cytosquelette, c'est-a-dire la formation des synapses et la
croissance des neurites, et il a été suggéré que LRRK2 est le médiateur de la fonction de PAK6
(Civiero et al. 2015). En effet, la présence de LRRK2 est corrélée a 1’activation de PAK6 dans les
tissus cérébraux de patients parkinsoniens porteurs de la mutation G2019S ou d’origine
idiopathiques, alors que des souris LRRK2 KO présentent une diminution de I’activation de PAK6.
Cependant, le mécanisme reste a ¢lucider. En effet, I’étude de Civiero et ses collaborateurs indique
que la mutation G2019S de LRRK2 hyperactive PAK®6 et est associée a une croissance accrue des
neurites. Alors que d’autres équipes ont rapport¢ que la mutation G2019S induit un
raccourcissement des neurites (Parisiadou et al. 2009; Winner et al. 2011; Chan et al. 2011).

Les microtubules jouent un role essentiel dans la mobilité intra- et extracellulaire, dans la
morphologie et la division cellulaire (Gardel et al. 2010; Parisiadou and Cai 2010). Des défauts au
niveau du centrosome sont associés avec des déficits dans la croissance des neurites et la migration
cellulaire. Il a été montré que LRRK?2 phosphoryle la protéine Rab8a. Les mutants pathogeénes de
LRRK2 provoquent des déficits de positionnement et de cohésion du centrosome dépendant de
l'activité de la kinase et de I’augmentation de la phosphorylation de Rab8a (Madero-Pérez, Fdez,
et al. 2018; Madero-Pérez, Fernandez, et al. 2018). De manicre intéressante une autre étude a
montré que l'activité kinase de LRRK?2 influence la ciliogenése. Le cil primaire est une organelle

sensorielle présente a la surface de la majorité des cellules de mammiféres (Malicki and Johnson
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2017). Ainsi, la phosphorylation de Rab8a médiée par les mutants pathogéne de LRRK2 interfére
avec la formation du cil primaire (Steger et al. 2017).

Dans des cellules non neuronales, le réle physiologique de LRRK?2 sur la motilité cellulaire a pu
étre observé sur des fibroblastes. Caesar et ses collaborateurs ont rapporté une augmentation de la
migration des fibroblastes de souris transgéniques R1441G, ainsi que pour des fibroblastes de
patients humains G2019S par rapport aux témoins. De plus, cette tendance a pu €tre inversée par
un traitement avec un inhibiteur de la fonction kinase, indiquant que LRRK?2 pourrait réguler la
dynamique du cytosquelette d'une manicere dépendante de son activité kinase (Caesar et al. 2013).
En outre, dans des cellules du syst¢tme immunitaire, une autre étude a montré un chimiotactisme
accru des cellules my¢loides dérivées de souris transgéniques G2019S comparé aux témoins, ce
qui correspond a une interaction améliorée et dépendante de I'activité kinase avec les protéines
régulatrices de I'actine (Moehle et al. 2015). Inversement, Choi et ses collaborateurs ont trouvé que
la mutation G2019S diminuait la motilit¢ des cellules microgliales (I. Choi et al. 2015).
Derni¢rement, il a ét¢ montré que LRRK2 modulait la réponse phagocytaire des cellules myéloides
en phosphorylant WAVE2, un régulateur spécifique de I’actine (K. S. Kim et al. 2018).

Toutes ces preuves témoignent d’un role de LRRK?2 dans la régulation du cytosquelette, avec des

mécanismes qui restent a déterminer et qui peuvent étre spécifiques selon le type cellulaire.

V.D - Mitochondrie

Des défauts de la machinerie moléculaire qui maintiennent I'équilibre de la fusion et la dynamique
de la fission dans les cellules pourraient contribuer a la pathogenese de la MP et constitueraient un
événement précoce de la dégénérescence dopaminergique (Gautier, Corti, and Brice 2014; Bose
and Beal 2016; Berthet et al. 2014), il est intéressant de noter que LRRK?2 affecte et régule de
manicre générale I’homéostasie mitochondriale. La protéine LRRK2 interagit avec les protéines
Drpl, « Optic Atrophy Protein 1» (OPA1) et Mfn, des régulateurs clés de la fission/fusion
mitochondriale (X. Wang et al. 2012; Stafa et al. 2014). De plus, LRRK2 co-localise avec ces
protéines dans le cytosol ou au niveau des membranes mitochondriales, indiquant qu'elle pourrait
avoir de multiples réles régulateurs (Ryan et al. 2015). Cependant, des résultats contradictoires ont
¢été documentés selon les mutations de LRRK2 associées a la MP. Des fibroblastes dérivés de
patients atteints de la MP porteur de la mutation G2019S ont présenté des mitochondries plus

allongées formant un réseau interconnecté plus vaste (Mortiboys et al. 2010). Les souris LRRK?2
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KI G2019S présentent des modifications morphologiques progressives des mitochondries
compatibles avec un défaut de fission (Yue et al. 2015). Ce défaut de fission est corrélé avec une
diminution des niveaux de la protéine Drpl et de la phosphorylation S616 de Drpl, cette
modification post-traductionnelle est un marqueur de l'activité de Drpl. Inversement, d’autres
¢tudes montrent que les mutants LRRK2 G2019S et R1441C provoquent une fragmentation des
mitochondries (Su and Qi 2013; X. Wang et al. 2012; Niu et al. 2012). Notamment, l'expression de
Drpl est augmentée apres surexpression des mutants de LRRK?2 dans des neuroblastomes (cellules
SH-SYS5Y), dans des cultures primaires de neurones corticaux de rat (X. Wang et al. 2012) et de
souris (Niu et al. 2012) ainsi que dans des microglies de souris transgéniques LRRK2 G2019S (Ho
et al. 2018). De leur coté, Su et Qi ont montré une fragmentation dans des fibroblastes de patients
porteurs de la mutation G2019S par la phosphorylation T595 de Drp1 (Su and Qi 2013).

L’action de LRRK2 sur Drpl est dépendante de son activité kinase comme le démontre I’emploi
de mutant LRRK2 KD qui inhibe I’interaction avec Drpl et le recrutement a la membrane de la
mitochondrie (X. Wang et al. 2012; Su and Q1 2013). De plus il a été montré que le traitement avec
I’inhibiteur LRRK2-IN1 restaure partiellement le réseau mitochondrial fragmenté dans des
fibroblastes issus de patients sporadiques ainsi que de patients porteurs des mutations LRRK?2
G2019S et R1441C (Smith et al. 2016). Enfin, le variant E193K de LRRK?2, une mutation identifi¢e
chez une famille italienne, altére la liaison avec la protéine Drp1, affectant la fission mitochondriale
lors de la réponse a un traitement au MPP+ (Perez Carrion et al. 2018).

Dans leur ¢tude, Wang et ses collaborateurs, avaient montré une diminution des événements de
fusion apres surexpression de LRRK?2 dans des neuroblastomes humains (X. Wang et al. 2012).
Des ¢études récentes ont montré une diminution de 1'expression de 1’isoforme courte de Opal alors
que I’isoforme longue n’est pas altérée, chez les patients atteints de la MP et porteur de la mutation
G2019S (Stafa et al. 2014). Cette méme observation a été rapportée chez des souris LRRK?2 KI
G2019S (Yue et al. 2015).

Collectivement, ces données corroborent 1'hypothése selon laquelle l'activation constitutive de
LRRK2 perturbe I'homéostasie mitochondriale par un déséquilibre de la balance fusion/fission

associ¢ avec des altérations de la production de ROS et de I’autophagie.
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V.E- Systéme immunitaire

L’inflammation est un mécanisme qui est associ¢ avec la MP et pourrait étre un élément
déclencheur de la perte neuronale chez les parkinsoniens porteurs de mutation sur le géne LRRK?2
(J.-W. Lee and Cannon 2015). De nombreuses preuves soutiennent 1'idée que LRRK2 peut avoir
une fonction importante dans le systtme immunitaire (Russo, Bubacco, and Greggio 2014; N. L.
Dzamko 2017). Tout d’abord, LRRK2 a été identifiée par des études GWAS comme 1’un des genes
de susceptibilité a la lépre et a la maladie inflammatoire de 1’intestin (maladie de Crohn et colite
ulcéreuse) (Franke et al. 2010; F.-R. Zhang et al. 2009; Barrett et al. 2008; Hui et al. 2018; Z. Wang
et al. 2018). De plus, LRRK?2 est abondamment exprimée dans les cellules immunitaires, incluant
les monocytes/macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes B et les cellules dendritiques
(Gardet et al. 2010; Fan et al. 2018; Thévenet et al. 2011; Kubo et al. 2010; Hakimi et al. 2011)
ainsi que dans la microglie et les astrocytes (Miklossy et al. 2006; F. Gillardon, Schmid, and
Draheim 2012; Moehle et al. 2012; Ho et al. 2018; Y. Zhao et al. 2018). Aussi, il a été constaté que
I'expression et la phosphorylation de la prot¢ine LRRK?2 augmentaient apres 1'exposition de ces
cellules a des produits microbiens et a d'autres stimuli pathogénes (Hakimi et al. 2011; Gardet et
al. 2010; Kuss, Adamopoulou, and Kahle 2014; Hongge et al. 2015; N. Dzamko et al. 2012;
Schapansky et al. 2014). De maniére intéressante, chez les patients sporadiques et chez des patients
porteurs de la mutation G2019S les voies et processus d’inflammation sont retrouvés dérégulés
(Mutez et al. 2014). Aussi I’expression de LRRK?2 est augmentée dans les monocytes des patients
atteints de la MP (Bliederhaeuser et al. 2016; Cook et al. 2017), provoquant un déréglement des
fonctions et une activation des cellules du syst¢eme immunitaire inné¢ et adaptatif (Bliederhacuser
et al. 2016; Cook et al. 2017; Kozina et al. 2018). De plus, il a été suggéré que la protéine LRRK?2
active la voie de signalisation NF- «B dans les cellules HEK-293T (Gardet et al., 2010) et la
libération de cytokines pro-inflammatoires (F. Gillardon, Schmid, and Draheim 2012; N. Dzamko,
Rowe, and Halliday 2016). Derni¢rement, dans la microglie, 1’équipe de Greggio a montré que la
mutation pathologique G2019S diminue l'activit¢ de PKA, ce qui entraine une réduction de la
signalisation inhibitrice de NF-kB induite par PKA, entrainant alors une augmentation de
lI'inflammation dans des cultures primaires de cellules microgliales issues de souris LRRK2 KI
G2019S suite a un traitement avec des fibrilles d’a-synucléine pré-formées (Russo et al. 2018). En
outre, les rats LRRK2 KO sont partiellement protégés contre la neurodégénérescence induite par

une surexpression d’a-synucléine ou apreés une injection de lipopolysaccharides (LPS), ce qui

55



suggere que 1’inhibition de LRRK2 peut avoir un effet neuroprotecteur (Daher et al. 2014; Daher
et al. 2015).

Toutefois, la réactivité immunitaire peut protéger contre des agents pathogenes. Il a ét¢ démontré
que des souris LRRK?2 KO sont plus susceptibles a des infections causées par les bactéries Listeria
monocytogenes et Salmonella typhimurium (W. Liu et al. 2017; Q. Zhang et al. 2015). De méme
I’inhibition pharmacologique de I’activité kinase de LRRK?2 empéche de combattre I’infection par
S. typhimurium de facon optimale. Alors que I’augmentation de I’activité kinase de LRRK2 par la
ré-expression du mutant G2019S a un effet protecteur par phosphorylation de la protéine NLRC4
(« NLR family Card domain-containing protein 4 ») de I’inflammasome. Ce complexe favorise la
production des cytokines inflammatoires interleukine- 1. De méme, les cellules microgliales issues
de souris LRRK2 KI G2019S montrent une augmentation d’interleukine-1p (Russo et al. 2018).
De facon intéressante, cette cytokine est retrouvée augmentée dans le sérum de sujets
asymptomatiques porteurs de la mutation G2019S (N. Dzamko, Rowe, and Halliday 2016). Cela
suggere qu’une augmentation de 1’inflammation peut mener a une neurodégénérescence comme
dans le modele de rats LRRK2 G2019S qui présentent des cellules microgliales réactives ainsi
qu’une neurodégénérescence dopaminergique apres une injection intracranienne d'AAV exprimant
I’a-synucléine dans la SN (Daher et al. 2015). Enfin, dans le cerveau de patients idiopathiques, les
cellules microgliales présentent une augmentation de deux fois de I’activit¢ de LRRK?2, par mesure
de la phosphorylation S1292, comparé¢ a des sujets controles (Di Maio et al. 2018). De méme, chez
des rats traités avec de la roténone, les auteurs ont aussi observé une augmentation de 1’activité de
LRRK?2 dans les cellules microgliales (Di Maio et al. 2018).

En conclusion, I’augmentation de I’activité kinase de LRRK2 peut étre protectrice contre les
infections de pathogeénes opportunistes mais augmente le risque de développer une MP dans le

temps, on parle de pléiotropie antagoniste (Alessi and Sammler 2018).
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Figure 13 : Implication de LRRK?2 dans une variété de processus cellulaires.

La protéine LRRK2 peut interagir avec de nombreuses protéines impliquées dans une variété de fonctions cellulaires,
reliant ainsi LRRK2 & plusieurs fonctions cellulaires clés : la fonction mitochondriale, la traduction, le trafic
endomembranaire a des étapes distinctes (autophagie, endocytose, trafic via le rétromére et la sécrétion de vésicules),
cascades de signalisation telles que la signalisation Wnt, les processus li€s au cytosquelette (croissance neuritique ainsi
que la polarité de la cellule) et dans la neuroinflammation. Adapté de Wallings et a/, 2015; Cookson, 2016; Berwick
& Harvey, 2013.

VI - Stratégies thérapeutiques ciblant LRRK?2

La présence de mécanismes pathologiques (trouble de la mitochondrie, trouble lysosomale,
inflammation...) retrouvée a la fois chez les patients sporadiques et chez les patients porteurs de
mutations dans le géne LRRK?2 on fait de la protéine LRRK2 une cible privilégi¢e de la MP. La
modulation de l'activité enzymatique de LRRK2 (activités GTPase et kinase) est une approche
prometteuse pour une intervention thérapeutique, visant a prévenir la toxicité neuronale et la

progression de la maladie dépendante de LRRK2.
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VI.A - Inhiber la fonction kinase

Le lien potentiel entre 1'activité kinase de LRRK2 et les fonctions cellulaires (Greggio et al. 2006),
associées au dysfonctionnement de LRRK?2 dans la MP, en particulier I'observation d'une activité
kinase accrue par certaines mutations, a incité le développement d'inhibiteurs ciblant cette activité
enzymatique (Atashrazm and Dzamko 2016; Christensen, Smith, and Williamson 2017; West
2017). De plus, il a été récemment montré une augmentation de 1’activité kinase de LRRK2 chez
des patients parkinsoniens sporadiques (Di Maio et al. 2018). Enfin, I'inhibition de l'activité kinase
de LRRK2 c'est avérée bénétique dans plusieurs modeles cellulaires et in vivo (Cooper et al. 2012;
Dabher et al. 2015; Yao et al. 2013; B. D. Lee et al. 2010; Volpicelli-Daley et al. 2016; Zhihua Liu
et al. 2011; Mendivil-Perez, Velez-Pardo, and Jimenez-Del-Rio 2016)

Depuis le premier inhibiteur LRKK2-IN1 (X. Deng et al. 2011), pas moins d’une centaine
d’inhibiteurs ont été développés (J. Taymans and Greggio 2016). Ces inhibiteurs sont de plus en
plus puissants, de plus en plus sélectifs (avec une IC50 de I’ordre du nM) et ont la capacité a

franchir la barriére hémato-encéphalique (Tableau 4).

Tableau 4 : Liste des principaux inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK2.

Activité in vitro

Activité in cellulo  Passage

LRRK2 ICs (0)i &
Composé Structure (S935 ou S1292) de la Références
(nM) target
~___ LRRK2IGCs) (nM) BHE
WT  G2019S
WL (X. Deng et al
\ N . Deng et al.
LRRK2-IN1 ¥ | ~° ﬁb 13 6 280 Non  12/442 s
ﬂ” NN 2011)
0\\/
P RN R o . (Ramsden et
CZC-25146 @( Y @ 5 7 44 Faible  5/185
|/\N N~# F al. 201 1)
o/
S CI
HN)N‘\/N:[N/
o A i (H. G. Choi et
HG-10-102-01 20 3 650 Oui 2/451
al. 2012)
N\ F
\
© ) (Reith et al.
GSK2578215A 11 9 992 Faible  2/451
N 2012)
SRV
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~CFs
HN)NI\/NIN/\
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Plusieurs rapports ont démontré des anomalies au niveau pulmonaire, rénale et hépatique chez des
rats LRRK2 KO par rapport aux rats exprimant des niveaux physiologiques de LRRK?2 (Baptista
etal. 2013; Tong et al. 2012; Tong et al. 2010).

Fait intéressant, une premiere étude préclinique menée sur les effets de I'administration d’inhibiteur
de la fonction kinase de LRRK2 a des rongeurs (traitement de 5 jours) a montré que ceux-ci
réduisaient globalement les taux de protéine LRRK2 (Herzig et al. 2011), suggérant que 1'inhibition
de la fonction kinase pouvait entrainer la perte de protéines LRRK2. Plus récemment, des études
menées chez des rongeurs (Fell ef al, 2015) et des primates non humains (Fuji et al, 2015), en
administrant quotidiennement deux composés sé€lectifs, respectivement Mli-2 et GNE7915, ont
confirmé la présence de corps lamellaires dans les cellules pulmonaires de type 11, suggérant que
les anomalies observées chez les animaux LRRK2 KO sont induites par une perte de la fonction
kinase de LRRK2 (Baptista et al. 2013).

Il existe une corrélation entre I’inhibition de la fonction kinase et la diminution du taux de protéine
LRRK?2 méme si cela n’a pas été rapporté dans toutes les études (Fuji et al. 2015; Daher et al. 2015;
E. Lobbestael et al. 2016).

Cependant, une ¢tude menée par le Dr. Marco Baptista en collaboration avec des compagnies
pharmaceutiques a montré que tous les composés testés a des doses plus €levées induisaient la
pathologie pulmonaire alors que les faibles doses étaient sans effet indésirable, confirmant que les
effets sur les poumons étaient provoqués par l'inhibition de la fonction kinase de LRRK2. Fait
important, les composés a faibles doses ont inhibé I'activité kinase de LRRK?2 de plus de 80% dans

le cerveau et les tissus périphériques (Baptista et al, 2015). De plus, une autre équipe a pu montrer
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que le phénotype rénal observé apres 1’inhibition de LRRK?2 était réversible 30 jours suivant la fin
du traitement (Andersen et al. 2018).

Enfin, I’entreprise biopharmaceutique Denali a lancé les premiers essais cliniques avec le composé
DNL201 (Clinicaltrials.gov, réf NCTO03710707, http://investors.denalitherapeutics.com/news-
releases/news-release-details/denali-therapeutics-announces-positive-clinical-results-lrrk 2 #ir-
pages), un inhibiteur de la fonction kinase de LRRK2. Ce compos¢ a été testé¢ chez des personnes
volontaires et a démontré une déphosphorylation de plus de 50%. De plus, le composé a pu étre
mesur¢ dans le LCR indiquant son passage de la barrieére hémato-encéphalique et par conséquent
de son habilité a cibler le cerveau.

Comme mentionné dans le paragraphe ci-dessus, l'un des problémes d'innocuité est le
développement d'une pathologie pulmonaire chez les souris et les primates non humains, ce qui est
trés probablement 1i¢ aux niveaux fortement réduits de la protéine LRRK?2 aprées 1'inhibition de la
fonction kinase. Il se peut alors que modifier le niveau de protéine totale de LRRK2 soit une
thérapie approprié¢e pour la MP comme le suggére 1’¢tude de Zhao et ses collaborateurs (J. Zhao et
al. 2015).

VI.B - Cibler la fonction GTPase

L'inhibition de la liaison au GTP a été proposée comme une approche thérapeutique qui pourrait
inverser les effets induits par les mutations situées au niveau des domaines ROC-COR. Une étude
récente a mis au point les deux premiers inhibiteurs altérant la liaison du GTP a la protéine LRRK2
(composés 68 et 70) (T. Li et al. 2014). Ces deux composés diminuent la liaison du GTP avec la
protéine LRRK2 WT ainsi que sur des mutants pathogéniques, avec une réduction concomitante
de I’activité kinase in vitro. De plus, ces composés ont atténué la dégénérescence neuronale dans
les cellules SH-SYS5Y et les neurones primaires de souris, et le composé 68, qui a été testé in vivo,
a permis de réduire a la fois la liaison du GTP et l'activité kinase de LRRK2 (T. Li et al. 2014). La
méme équipe, a développé un nouveau composé, FX2149 (T. Li et al. 2015) qui, comme le
compos¢ 68, inhibe la liaison du GTP et atténue les altérations du transport mitochondrial et
lysosomal induites par le mutant R1441C dans les neurites des cellules SH-SY5Y (Thomas et al.
2016).
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Figure 14 : Stratégies thérapeutiques potentielles pour cibler la protéine LRRK2.

L’inhibition de la fonction kinase est la stratégie la plus développée pour le moment. Par ailleurs, le développement de
composé inhibant la liaison du GTP est de plus en plus étudié. D’autres stratégies peuvent étre envisagées comme le
ciblage de certaines voies de signalisation en aval de LRRK2, pour cela cibler directement les substrats de LRRK2
devient une approche intéressante. L’augmentation de I’activité kinase est corrélée avec la capacité de dimérisation de
LRRK2, le développement de peptide inhibant cette dimérisation est une approche concevable. Finalement, le ciblage
de la régulation en amont de LRRK2 est possible, par exemple en ciblant les interactions tels qu’avec la protéine 14-
3-3, mais aussi de pouvoir cibler les protéines régulatrices telles que les kinases ou bien encore les phosphatases.
Adapté de (Rudenko, Chia, and Cookson 2012; B. D. Lee, Dawson, and Dawson 2012; J. Taymans and Greggio 2016).

Des stratégies thérapeutiques alternatives au ciblage des fonctions kinase et GTPase ont été
rapportées comme, bloquer ou interférer la dimérisation de LRRK2 (Civiero, Russo, et al. 2017),
ou bien encore de cibler les substrats de LRRK2, les protéines Rab par exemple, en aval de LRRK?2
afin de cibler de maniére plus spécifiques les cascades de transduction du signal de LRRK2
(Rudenko, Chia, and Cookson 2012; J. Taymans and Greggio 2016) (Figure 14). Il est aussi
envisageable de cibler les protéines liées a la régulation en amont de LRRK2 telles que les protéines
14-3-3 ou bien encore les protéines kinases et phosphatases régulant les sites de phosphorylation
S910/5935/S955/S973 (Purlyte et al. 2018; Mir et al. 2018; Lavalley et al. 2016; Evy Lobbestael
et al. 2013; Athanasopoulos et al. 2016; Civiero, Cogo, et al. 2017).
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Chapitre 3 : Les Protéine Phosphatases

Des études phosphoprotéomiques ont suggéré que plus de 70% de toutes les protéines cellulaires
eucaryotes sont régulées par la phosphorylation (Olsen et al. 2010). L'état de phosphorylation lui-
méme, est méticuleusement contrdlé par l'action des kinases et des phosphatases sur les résidus
Ser/Thr ou tyrosine (Tyr). La phosphorylation constitue la base des réseaux de signalisation
cellulaire (Hunter 2000; Hunter 1995). Par conséquent, I'é¢tat de phosphorylation de nombreuses
protéines controle leur devenir moléculaire et une phosphorylation protéique anormale peut
contribuer a de nombreuses conditions pathologiques (Arribas et al. 2018; M. Zhang et al. 2013).
Le génome humain comprend environ 518 protéines kinases classées comme des Tyr kinases ou
des Ser/Thr kinases (Manning et al. 2002; Johnson and Hunter 2005). Alors que le nombre de Tyr
phosphatases est approximativement le méme que celui des Tyr kinases, le nombre de Ser/Thr
phosphatases (PSP) est beaucoup plus faible que le nombre de Ser/Thr kinases (Figure 15).
Cependant, le faible nombre de phosphatases est contrebalancé par le grand nombre de régulateurs
responsables notamment de la spécificit¢ du substrat, de la localisation subcellulaire et/ou de
I’activité de la sous-unité catalytique (P. T. Cohen 1997; Honkanen and Golden 2002; Mathieu
Bollen et al. 2010).

Thr
ohosphorylation
11,8%

Ser
phosphorylation
86,4%

Tyr
phosphorylation
1,8%

Figure 15 : Part en pourcentage de protéines phosphorylées au niveau des résidus Ser, Thr et Tyr.

Les phosphorylations sur les résidus Ser et Thr représentent 98% de tous les événements de phosphorylation
(Olsen et al. 2006). Plus de 420 génes codant pour des Ser/Thr kinases sont nécessaires pour réaliser ces réactions
alors que pour les Ser/Thr phosphatases (PSP) seulement 40 génes sont requis pour ce méme pourcentage de
réactions (Peti, Nairn, and Page 2013).
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I - Généralités

Les phosphatases sont classées en 3 groupes selon leurs caractéristiques biochimiques. Ainsi, on
distingue, les protéine Ser/Thr phosphatases (PSPs) et les protéine Tyr phosphatases (PTPs) qui
constituent les deux plus grands groupes (Figure 16). A noter que dans le groupe des PTPs, il existe
des phosphatases a double spécificité (DSP) pouvant déphosphoryler les résidus Ser et Thr ainsi
que Tyr (Patterson et al. 2009).

Les PSPs sont un groupe trés diversifié et sont en outre classées en trois familles selon leur exigence
pour les métaux, leur spécificité de substrat et leur sensibilité aux inhibiteurs : les phosphoprotéine
phosphatases (PPP), les protéine phosphatases dépendante d’un métal (PPM) et les phosphatases a
base d'aspartate (Figure 16).

Protéine Phosphatases
dépendantes d’un Asp (FCP/SCP)

Protéine
Protéine Phosphatases

— | PP1
Ser/Thr PSP dépendantes d’un Métal (Ll =
Phosphatases -~
PP2A 5
Phosphoprotéine (PPP) (e}
1
Phosphatases PP2B (PP3) $
Autres (PP4 a 7)
Phosphatases a
Double Spécifité
(DSP)
— Classe |
Protéine ?;:)telne PTP PTP Récepteur
Phosphatases | N PTP Classique —i .
p Phosphatases PTP Non Récepteur >
— Classe Il —— PTP de faible poids moléculaires (LMWPTP)
I— Classe Il — CDC25
— Classe IV —— PTP a base d’Asp
Protéine
L His PHP 2
Phosphatases

Figure 16 : Classification des protéine phosphatases humaines.
Les phosphatases sont classées dans trois grands groupes eux-mémes subdivisés en sous-groupes selon des critéres
biochimiques.
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Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux phosphatases
présentes dans la famille des PSPs a savoir les protéine phosphatases PP1 et PP2A. PP1 et PP2A
correspondent a des holoenzymes qui sont deux des enzymes les plus abondantes dans de nombreux
types cellulaires et ensemble, elles sont responsables de plus de 90% de l'activité des protéine
phosphatases dans les cellules eucaryotes (Moorhead, Trinkle-Mulcahy, and Ulke-Lemée 2007;
Virshup and Shenolikar 2009).

IT - Les protéine phosphatases de type 1

Les protéines PP1 sont exprimées de maniere ubiquitaires dans les cellules eucaryotes et catalysent
une fraction importante des réactions de déphosphorylation de la phosphosérine/thréonine
(Ceulemans and Bollen 2004). On estime qu'environ un tiers de toutes les protéines eucaryotes sont
déphosphorylées par PP1 (Heroes et al. 2013; Mathieu Bollen et al. 2010). Chaque enzyme PP1
fonctionnelle existe sous la forme d'une holoenzyme composée d'une sous-unité catalytique
(PPP1C) et d'une sous-unité régulatrice (généralement appelée protéine d'interaction PPP1R ou PIP
pour « PP1 binding proteins ») (Figure 17). En rapport avec ses innombrables fonctions, les
nombreuses formes de PP1 possédent collectivement un large spectre de substrats. Cependant
chaque holoenzyme PP1 formée présente des spécificités de substrat, des localisations
subcellulaires et des activités catalytiques distinctes suscitant des réponses biologiques spécifiques
(Terrak et al. 2004).

C : Sous-unité Catalytique Sous-unité Régulatrice
PPP1CA > 200 différentes
PPP1CB
PPP1CC

Figure 17 : Représentation schématique de 1'holoenzyme PP1.
PP1 est composée d’une sous-unité catalytique trés conservée qui est associée a des sous-unités régulatrices qui
déterminent I’activité. A ce jour plus de 200 protéines régulatrices existeraient.
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II.LA - La sous-unité catalytique de PP1

La sous-unité catalytique de PP1 est hautement conservée parmi tous les eucaryotes, avec une
identité de séquence protéique d'environ 70% ou plus (Gibbons et al. 2007). Chez les mammiferes,
la sous-unité catalytique PPP1C est codée par trois genes distincts (PPP1CA, PPP1CB et PPP1CC)
qui possedent des fonctions subcellulaires distinctes. Une diversification supplémentaire des
isoformes de PP1 est obtenue par un épissage alternatif de PPP1CA (PPla 1-3) et de PPPICC
(PP1y 1/2). PPPICC2 est la seule PP1 a posséder une expression tissu-spécifique (cerveau et
testicule), alors que toutes les autres isoformes sont exprimées de maniére ubiquitaire (Korrodi-
Gregorio, Esteves, and Fardilha 2014; Ceulemans and Bollen 2004; S. Strack et al. 1999). De plus,
ces isoformes présentent une tres forte homologie de séquence, démontrant une identité supérieure
a90%, les principales différences étant présentes aux extrémités N- et C-ter (Ceulemans and Bollen
2004).

II.LB- Les sous-unités régulatrices de PP1

La spécificité du substrat et le ciblage subcellulaire de la sous-unit¢ PPP1C sont dictés par son
association avec plus de 200 protéines régulatrices (R) (Mathieu Bollen et al. 2010; Fardilha et al.
2010; Heroes et al. 2013). Certaines sont exprimées de maniere ubiquitaires (inhibiteur-2), d'autres
présentent une expression plus restreinte (la spinophiline dans les neurones) ou sont exprimées
dans certaines conditions (Ki67 dans les cellules en prolifération). Ces sous-unités présentent tres
peu d'homologie les unes avec les autres, mais la plupart possédent un motif de liaison commun a
PPPIC. En effet, PPP1C interagit avec ses sous-unités R via un motif consensus RVxF (ou x est
un résidu quelconque), qui interagit a distance du site catalytique (Egloff et al. 1997). Ce motif est
partagé par 70% de tous les sous-unités R connues (Verbinnen, Ferreira, and Bollen 2017). La
liaison de ce motif n’entraine pas d’effets majeurs sur la conformation de PP1 (Peti, Nairn, and
Page 2013; Egloff et al. 1997; Mathieu Bollen et al. 2010). Cependant, cet événement de liaison
est essentiel car il rapproche PP1 de ses sous-unités R et favorise les interactions secondaires
contribuant a la sélection des isoformes PP1 et détermine 'activité et la spécificité de I'holoenzyme
(M Bollen 2001; Mathieu Bollen et al. 2010). D’autres motifs sont plus restreints, tels que le motif
KiR-SLiM récemment découvert. Il ne se trouve que dans les protéines nucléaires RepoMan et
Ki67 (Heroes et al. 2013; Kumar et al. 2016).
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L'interaction de la sous-unité catalytique de PP1 avec sa sous-unité R déterminent la localisation
subcellulaire et la spécificité du substrat de I’holoenzyme. Ainsi, les interactions entre la sous-unité
catalytique et les sous-unités R spécifiques sont essentielles aux fonctions de PP1 (Figure 18). Les
protéines de liaison de PP1 (PIP) ou sous-unités R, peuvent étre regroupées en trois catégories
fonctionnelles : (i) les sous-unités dirigeant I’holoenzyme vers son substrat, (i1) les sous-unités qui
sont des substrats et (iii) les sous-unités qui vont inhiber I'activité catalytique (inhibiteurs) (Mathieu
Bollen et al. 2010; Rebelo et al. 2015; Fardilha et al. 2010). Ces derniéres incluent I'inhibiteur-1 (I-
1) et son homologue DARPP-32 (« Dopamine and cAMP-Regulated PhosphoProtein of 32 kDa »)
(H. C. Hemmings, Nairn, et al. 1984; Walaas and Greengard 1984; H. C. Hemmings, Greengard,
et al. 1984).

Inhibiteur Substrat

\GI
¥

Sous-unité «spécificatrice»

substrat

/

Figure 18 : Les différents types de protéines régulatrices de PP1.
Les sous-unités régulatrices, peuvent €tre soit un substrat, un inhibiteur de I’activité catalytique ou une sous-unité qui
va diriger la sous-unité catalytique a son substrat, on parle alors de sous-unité dite « spécificatrice ».

Compte tenu du nombre de protéines phosphatases et de substrats phosphoprotéiques codés dans

le génome humain, un grand nombre de protéines R de PP1 restent a découvrir.
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IIT - La Protéine Phosphatase de type 2A

PP2A est une des enzymes les plus abondantes, elle représente jusqu'a 1% des protéines cellulaires
totales dans certains tissus et organes, elle est notamment fortement exprimée dans le cerveau (Shi
2009; P. T. Cohen 1997; Ruediger et al. 1991; Y. Xu et al. 2008). De plus, PP2A joue un rdle dans
de nombreuses fonctions cellulaires importantes telles que la croissance neuronale, la mobilité
cellulaire, la dynamique du cytosquelette, le contréle du cycle cellulaire et la régulation de

nombreuses voies de signalisation (V Janssens and Goris 2001).

III.A - Structure et composition de la PP2A

PP2A est un complexe qui peut exister sous deux formes différentes a savoir la forme
hétérodimérique, dans un tiers des cas (Kremmer et al. 1997; Goldberg 1999) et la forme
hétérotrimérique qui est majoritaire dans la cellule. La forme hétérodimérique, aussi appelée
I’enzyme « core » se compose d’une sous-unité catalytique (sous-unité C) complexée a une sous-
unité structurale (sous-unité A), qui permet la bonne conformation de I’enzyme. La forme
hétérotrimérique ou holoenzyme, est constituée du « core » et d’une sous-unité régulatrice (sous-
unité B) (Mayer-Jackel and Hemmings 1994; Zolnierowicz 2000) (Figure 19).

B : Sous-unité Régulatrice

A : Sous-unité Structurale

PPP2R1A
PPP2R1B

PPP2R2A
PPP2R2B
PPP2R2C
PPP2R2D

PPP2R5A

PPP2R5B
PPP2R5C
PPP2R5D

PPP2R5E

PPP2R3A
PPP2R3B
PPP2R3C

%\

STRN
STRN3
PPP2R4

C : Sous-unité Catalytique
PPP2CA
PPP2CB

Figure 19 : Structure de ’holoenzyme PP2A.
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La majorité des holoenenzymes PP2A ont une structure hétérotrimérique et se composent d'une sous-unité catalytique
C, d'une sous-unité structurale A formant 1’enzyme « core » qui s’associe avec une sous-unité régulatrice B. Les sous-
unités A et C sont codés chacun par 2 genes distincts. La sous-unité B est répartie en 4 familles non apparentées (B,
B’, B’ et B’””) et elle est responsable de la spécificité du substrat et/ou de la localisation subcellulaire.

III.B - La sous-unit¢ catalytique C

La sous-unité catalytique possede deux isoformes, PPP2CA et PPP2CB (respectivement o et 3)
qui possedent une homologie de séquence de 97% (Stone, Hofsteenge, and Hemmings 1987). Elles
sont présentes de fagon ubiquitaires avec une expression plus forte dans le cceur et le cerveau
(Tableau S). Cependant, PPP2CA est environ 10 fois plus abondante que PPP2CB y compris dans
le cerveau en raison d’un promoteur plus fort et d’un taux de renouvellement de son ARNm plus
¢levé (Khew-Goodall et al. 1991). 11 a été rapporté que PPP2CA est nécessaire pour le
développement embryonnaire. En effet, les souris KO PPP2CA ne sont pas viables et meurent dans
les premiers jours du développement embryonnaire (entre 5 et 6 jours de développement) (Gotz et
al. 1998), indiquant que PPP2CB ne peut pas compenser 1’absence de PPP2CA. De plus, le niveau
d'expression de la protéine PPP2CA est régulé de maniére précise au niveau traductionnel pour

maintenir un taux constant de la protéine dans les cellules (Baharians and Schonthal 1998).

III.C - La sous-unité structurale A

Comme pour la sous-unité catalytique, la sous-unité structurale A (PR65) existe sous deux
isofomes, nommées PPP2R1A et PPP2R1B qui partagent une homologie de séquence de 87%. De
plus, les deux isoformes sont exprimées de manicre ubiquitaire (Tableau S) (B. A. Hemmings et
al. 1990). Malgré¢ leur similitude, environ 90% des holoenzymes PP2A contiennent 1'isoforme
PPP2R1A, les holoenzymes contenant l'isoforme PPP2R1B ne représentant que 10% (Hendrix et
al. 1993). Ceci suggere qu'il existe des fonctions ou propriétés biochimiques différentes et ceci est
illustré par le fait que PPP2R1B est incapable de remplacer la perte de PPP2R1A chez la souris.
De plus, PPP2R1B est exprimé a des niveaux beaucoup plus faibles que PPP2R1A dans les tissus
adultes. Cependant, dans les ovocytes de Xénope, et au début du développement des vertébrés,
I'ARNm de PPP2R 1B est plus abondant que I’ARNm de PPP2R1A (Bosch et al. 1995; Hendrix et
al. 1993). PPP2R1A et PPP2R1B sont détectées principalement dans le cytoplasme mais différent

par leur capacité a se lier aux sous-unités régulatrices B (J. Zhou et al. 2003).
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La sous-unité A agi différemment selon qu’elle est liée seulement a la sous-unit¢ C (enzyme
«core ») ou si elle est liée aussi a la sous-unit¢ B, formant alors 1’holoenzyme. Sous forme
d'holoenzyme, elle fournit une base structurelle flexible pour la liaison d'autres composants de
I'holoenzyme PP2A et guide la sous-unité C pour interagir avec différentes sous-unités B tandis
que sous forme d’enzyme « core », elle agit comme régulateur catalytique de la sous-unité C (U.
S. Cho and Xu 2007). Cette diversité est facilitée par les changements de conformation induits dans
la sous-unité A lors de la liaison d'une sous-unité C et d'une sous-unité B aux séquences HEAT
(« Huntingtin, Elongation factor 3 (EF3), PR65/A, and TOR1 ») (B. A. Hemmings et al. 1990).
Enfin, la sous-unit¢ A, ayant une conformation souple, subit une flexion comme un fer a cheval
pour recruter la sous-unité régulatrice B et les substrats de PP2A (U. S. Cho and Xu 2007; Y. Xu
et al. 2006). Fondamentalement, la sous-unité A fourni une base structurelle ou les sous-unités
catalytiques et régulatrices interagissent les unes avec les autres et catalysent les réactions

enzymatiques.

III.D - Les sous-unités régulatrices B

Deux caractéristiques frappantes des sous-unités B sont leur diversité, découlant de 1'existence de
quatre familles distinctes (Tableau 5) et de 1'absence totale de similitude de séquence entre ces
familles de genes (Eichhorn, Creyghton, and Bernards 2009; Sents et al. 2013), méme si elles
reconnaissent des segments similaires de la sous-unité A (Xinghai Li and Virshup 2002). La sous-
unit¢ B ayant plusieurs sous-types et isoformes est considérée comme la sous-unité¢ la plus
diversifiée et le régulateur principal de PP2A. En effet, lorsque le « core » dimére de 1’enzyme
interagit avec la sous-unité régulatrice B, cette-derniére donne une spécificité de localisation
subcellulaire et de substrat a I’holoenzyme hétérotrimérique alors formée (Figure 19) (Y. Xu et al.
2006; V Janssens and Goris 2001; Virshup and Shenolikar 2009).

Il existe quatre classes différentes de sous-unités : (1) B (B55/PPP2R2), (ii) B’ (B56/PPP2RY), (iii)
B>’ (PPP2R3) et (iv) B>’ (STRIATINS/PPP2R4), et chaque famille a diverses isoformes (Veerle
Janssens, Longin, and Goris 2008; Mayer-Jaekel and Hemmings 1994; V Janssens and Goris 2001).
Tous les sous-types et leurs isoformes sont exprimés et localisés différemment en fonction du tissu
et du type cellulaire (Tableau 5). Ensemble, la grande diversité de la composition des holoenzymes

PP2A, plus d’une centaine de combinaisons (Veerle Janssens, Longin, and Goris 2008), crée donc
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une spécificité et constitue la base des multiples fonctions physiologiques de PP2A (Nematullah,
Hoda, and Khan 2018; Kiely and Kiely 2015; Baskaran and Velmurugan 2018).
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Tableau 5 : Les sous-unités de PP2A : leur nomenclature, localisation et expression dans
divers tissus.

Sous-unité Géne Autre Nom Distribution tissulaire Locallsat19n
subcellulaire
PPP2R1A g};jix& Ubiquitaire Cytosol
Structurale A PR65p
PPP2R1B PP2A-p Ubiquitaire, ovaire (F) Cytosol
PPP2CA PP2ACa Ubiquitaire ; Ceeur et cerveau (F) Cytc;rz)la:lne ct
Catalytique C Cvi ly n
PPP2CB PP2APB Ubiquitaire ; Ceeur et cerveau (F) y ?E);;ne ¢
Cytoplasme,
RE,
PR55a, . membranes,
PPP2R2A PPIABY Ubiquitaire Golgi,
microtubules,
Regulatrice B neurofilaments
(PPP2R2/BS5) PR55B, .
PPP2R2B PP2ABB Cerveau, testicule (F) Cytosol
PR55y,
PPP2R2C PP2ABY Cerveau (S) Cytosquelette
PR558, Lo .
PPP2R2D PPIABS Ubiquitaire, testicule (F) Cytosol
PPP2RSA  PRSG/6lq ~ |issuscardiaqueetmuscles oo
squelettiques (F)
PPP2R5B  PR56/61pB Cerveau (F) Cytoplasme
Tissus cardiaque et muscles Cytoplasme et
Regulatrice B’ PPP2RSC  PR56/61y squelettiques (F) noyau
(PPPZRS/B56) Cytop]asme’
PPP2R5D  PR56/618 Principalement dans le cerveau m tochondrie,
microsomes et
noyau
PPP2RSE  PR56/61¢ Principalement dans le cerveau Cytoplasme
PPP2R3A PR130 Cerveau (F), Cceur, poumon, rein Centrosorpe et
et muscle Golgi
PPP2R3A PR72 Ceeur (F) et muscle squelettique Czltgsglll et
Regulatrice B”’ PR70 Y
(PPP2R3) PPP2R3B PRAS Placenta Noyau
PPP2R3C GSPR Cerve’au feetus (durant le Noyau
développement)
PPP2R3D PR59 Tissus cardiaques, rein et poumon Noyau
Striatin, Cytoplasme et
STRN PR110 Cerveau membrane
Regulatrice B*”’ STRN3 SG2NA Neurones Noyau
PTPA, S Cytosol et
PPP2R4 PR53 Ubiquitaire noyau

Note : F : Forte expression ; S : Spécifique (Seshacharyulu et al. 2013; Nematullah, Hoda, and Khan 2018)
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III.LE - Régulation de PP2A

Comme décrit précédemment, PP2A est une holoenzyme composée de trois sous-unités différentes,
mise a part la diversité des sous-unités B, elle est spécifiquement régulée par des modifications

post-traductionnelle et par I’action de petits inhibiteurs endogenes.

L’holoenzyme PP2A est un complexe composé de trois sous-unités différentes A, C et B générant
potentiellement un trés grand nombre de combinaisons différentes (Figure 19). La composition
des holoenzymes, et plus particulierement les sous-unités B, est un moyen de réguler ’activité de
I’holoenzyme de facon spatio-temporelle. En effet, de par leur propre localisation, elles vont
adresser I’holoenzyme dans des compartiments cellulaires, des tissus et des types cellulaires
différents et a des stades différents (Stefan Strack et al. 1998; V Janssens and Goris 2001). Aussi,
elles vont permettre une spécificité de substrat via une bonne adaptation structurelle du complexe

sur le substrat.

PP2A peut subir deux types de modifications post-traductionnelles. La sous-unit¢ C peut-Etre
phosphorylée ou méthylée, régulant directement son activité mais également la composition de
I’holoenzyme (Figure 20). La phosphorylation de la sous-unité C sur le résidu Y307 (J. Chen,
Martin, and Brautigan 1992) inhibe l'interaction avec la sous-unit¢ B5S5 (PPP2R2.), ce qui entraine
une inactivation de l'activité de 1'holoenzyme PP2A (Longin et al. 2007; Ogris, Gibson, and Pallas
1997). Tout comme la phosphorylation en Y307, une phosphorylation sur le résidu T304 peut
¢galement intervenir dans I’inhibition du recrutement de sous-unité B55 (Veerle Janssens, Longin,
and Goris 2008). De plus, les sous-unités B peuvent aussi €tre phosphorylées, par exemple,
PPP2R3D est phosphorylée par la PKA modifiant la spécificité du substrat de ’holoenzyme (Usui
et al. 1998). De méme la phosphorylation de la sous-unité B peut entrainer une augmentation de
I’activité de 1’holoenzyme (Z. Xu and Williams 2000).

D’autre part, la méthylation participe a la régulation de la composition de 1’holoenzyme (Bryant,
Westphal, and Wadzinski 1999; Tolstykh et al. 2000; Wu et al. 2000). Le résidu L309 de la sous-

unité C, peut-&tre méthylé de facon réversible. Ainsi, la méthylation de PP2A est critique pour son
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activité sélective envers différents substrats. Le statut de méthylation de PP2A est régi par les
activités opposées de deux enzymes, la Leucine Carboxyl Méthyltransférase 1 (LCMT-1) et la
Phosphatase MethylEsterase 1 (PME-1) (Leulliot et al. 2004; Longin et al. 2007). Dans les maladie
neurodégénératives, la dérégulation de la méthylation serait a I’origine d’une hyperphosphorylation

des protéines Tau (Sontag et al. 2004) et a-synucléine (H.-J. Park et al. 2016).

A .
Inactive
L309
b
‘ <>
«—
B
Inactive
‘ T304
Y307

Active

Figure 20 : Régulation de PP2A.

(A) La sous-unité C peut étre méthylée sur le résidu L309. Cette méthylation est réversible et opérée par deux enzymes
distinctes, LCMT-1 et PME-1. Une fois méthylée, une sous-unité B peut venir s’associer a I’enzyme « core » (sous-
unités A+C). (B) La sous-unité C peut également étre phosphorylée sur deux résidus, T304 et Y307, ces
phosphorylations empéchent toute association avec une sous-unité B. (C) Dans sa forme active, 1’holoenzyme peut
étre inhibée par deux protéines différentes nommées 117724 et 12PP24 alors qu’elle peut étre activée par des céramides.
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Enfin mis a part les sous-unités régulatrices de type B, un certain nombre de protéines peuvent
réguler ’activité de PP2A (Figure 20C). 1l existe deux peptides endogénes inhibant PP2A, 117724
et 12PP2A qui se fixent directement sur I’extrémité N-ter de la sous-unité C (M. Li and Damuni
1998). Au contraire, les céramides sont des activateurs de PP2A (Dobrowsky et al. 1993; Chalfant
et al. 1999; Oaks and Ogretmen 2014).

L’émergence croissante des connaissances sur les phosphatases et particuliérement sur la formation
d’holoenzyme ciblant spécifiquement un substrat ouvrent la possibilité de cibler sélectivement ces
complexes (McConnell and Wadzinski 2009). Des études plus approfondies sur la régulation et la
fonction des complexes macromoléculaires de phosphatase jetteront les bases pour le
développement de molécules spécifiques de ces complexes, qui pourraient s'avérer €tre des agents

thérapeutiques.
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Chapitre 4 : Technologie CRISPR-Cas

L'expression génique est un processus en plusieurs €tapes qui implique un controle coordonné de
la transcription, de la traduction et du renouvellement des ARN messagers (ARNm) et des protéines
(Crick 1970). La régulation précise du processus par lequel 'ADN devient ARN au niveau
transcriptionnel ou épigénétique est la premiére étape pour contréler complétement ce processus
sophistiqué. Le développement de méthodes permettant de contrdéler avec précision l'expression
des geénes contribue a notre compréhension de la physiologie cellulaire, essentielle a la fois pour la
recherche biologique fondamentale et pour I'avancement dans le domaine médical (Charpentier
2015). Une fagon d’explorer la fonction des génes est de perturber leur fonctionnement. Pour cela,
une stratégie consiste a utiliser des méthodes d’ingénierie du génome qui suppriment ou modifient
de manicre permanente I'ADN en utilisant des endonucléases qui coupent a un certain endroit
choisi, telles que des nucléases a doigts de Zinc (ZFNs), TALENs (« Transcription Activator-Like
Effector Nucleases ») ou CRISPR-Cas9 (« Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats-CRISPR associated genes ») (Gaj, Gersbach, and Barbas 2013; Sander and Joung 2014)
C’est avec cette derniere que nous avons décidé de travailler afin de moduler I’expression de
protéines cibles (Du and Qi 2016a).

I - Généralités

Le systéeme CRISPR-Cas9 est a I’origine un mécanisme de défense bactérien contre I'infection des
phages et le transfert de plasmides dans la nature (Barrangou et al. 2007). Plusieurs types de
systemes CRISPR existent, dont le systéme nucléase CRISPR-Cas 9 de type II est le plus simple
(Makarova et al. 2015). En effet, bien que certains systémes CRISPR-Cas nécessitent de multiples
protéines pour fonctionner (Brouns et al. 2008), les systemes de type II présents dans de
nombreuses bactéries (Barrangou et al. 2007; Deltcheva et al. 2011; Garneau et al. 2010) utilisent
une seule endonucléase, la protéine Cas9. Cette enzyme agit conjointement avec I'ARN guide
(sgARN : « ssingle guide ARN ») pour localiser et cliver I'ADN sur des sites délimités par des
séquences conservées appelées motifs adjacents proto-espaceurs (PAM) (Jinek et al. 2012;
Sapranauskas et al. 2011). Pour former un complexe fonctionnel de ciblage de I'ADN, la Cas9
nécessite deux transcrits d'ARN distincts, un ARN CRISPR (crARN) qui va reconnaitre de manicre

spécifique une séquence de 20 pb complémentaire du génome, et un « trans activating crRNA »
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(tractARN). Cependant, en 2012, pour simplifier cet ARN double, celui-ci a été reconfiguré en un
seul ARN guide a partir de la fusion du tracrARN et du crARN (Jinek et al. 2012). Cette séquence
comprenant 20 nucléotides complémentaires a la séquence cible est suffisante pour diriger la
protéine Cas9. La Cas9 clive en double-brin 'ADN cible grace aux domaines nucléases HNH et
RuvC (H. Chen, Choi, and Bailey 2014) (Figure 21), en aval de la séquence PAM (5’-NGG) (Jinek
et al. 2012; Jiang et al. 2013). Un des avantages majeurs du sgARN est sa synthése car une seule
séquence est plus simple a produire et a utiliser en laboratoire. De plus, son efficacité est souvent
trés bonne, méme si certains mésappariements sont tolérés dans la reconnaissance de la séquence
cible, ce qui augmenteraient les effets « off-target » et donc diminueraient la spécificité du systéme
(Fu et al. 2013).

Comme le montrent de nombreuses publications, le systéme Cas9 guidé par un sgARN peut
fonctionner dans une variété¢ de cellules et d'organismes pour cliver des génomes intacts sur des
sites spécifiques (Cong et al. 2013; Y. Chen et al. 2015; Mali, Yang, et al. 2013; Hwang et al.
2013). La coupure double brin est réparée par recombinaison non homologue (NHEJ) et conduit
ainsi a I’insertion ou a la délétion de nucléotides. Cependant, en présence d’une séquence ADN
donneuse, la coupure est réparée de maniere controlée par recombinaison homologue (HDR). Le
but de cette intervention est soit d’inactiver la fonction du gene, soit de la restaurer, soit de la
modifier (Figure 21). Dans le domaine de la thérapie par exemple, il s’agit d’inactiver un géne
délétére ou de réparer un gene déficient (LaFountaine, Fathe, and Smyth 2015; Xiao-Jie et al. 2015;
Doudna and Charpentier 2014). En effet, ce systéme a été utilisé et adapté pour permettre I'édition
du génome (Figure 21A).

Depuis sa découverte, le systeme CRISPR-Cas9 n’a cessé d’évoluer, des chercheurs ont modifi¢ la
protéine Cas9 en introduisant des mutations dans un ou les deux domaines nucléases HNH et RuvC,
on parle respectivement de Cas9 nickase (Mali, Aach, et al. 2013) et dCas9 (« dead Cas9 ») (Q1 et
al. 2013). Cette approche d'ingénierie de la Cas9 offre des possibilités passionnantes et des
nouvelles fonctions (H. Wang, La Russa, and Qi 2016; Hsu, Lander, and Zhang 2014; Dominguez,
Lim, and Q1 2016) telles que la perturbation transcriptionnelle (Gilbert et al. 2013), la modulation
épigénétique (Kearns et al. 2015) et I'imagerie génomique (B. Chen et al. 2013) (Figure 21B).
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Figure 21 : Résumé des applications de la technologie CRISPR-Cas9 / dCas9.

(A) La Cas9 est utilisée dans des applications d’ingénierie ciblées du génome par clivage de I’ADN en double brin. Le
clivage de I'ADN est assuré par les deux domaines nucléases, HNH et RuvC qui sont indiqués par des ronds noirs. (B)
Alors que la dCas9 (« dead Cas9 »), rendue inactive par I’introduction de deux mutations dans les deux domaines
nucléases représentées par des ronds rouges, permet par exemple de réguler l'expression de génes ou de marquer des
locus chromosomiques spécifiques dans des cellules ou des organismes vivants. Adapté de Lo & Qi, 2017.
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IT - Systeme CRISPRi et CRISPRa

Outre l'utilisation de la nucléase Cas9 pour I'édition du génome, le systéme CRISPR-Cas9 peut étre
utilis¢ comme outil de modulation transcriptionnelle par l'activation ou la répression de la
transcription de génes (Heckl and Charpentier 2015). La protéine dCas9 dépourvue de son activité
nucléase par I’insertion de mutations est incapable de cliver I’ADN mais conserve tout de méme la
capacité d’étre recrutée spécifiquement a I’ADN lorsqu’elle est guidée par un sgARN adjacent a
un motif PAM. Ce processus est nommé CRISPRi pour CRISPR interférence ou CRISPRa pour
CRISPR activation (Du and Qi 2016a) (Figure 22).

La protéine dCas9 seule peut réduire efficacement 1'expression de geénes chez les bactéries, une
répression allant jusqu’a 99,9% a été obtenue (Qi et al. 2013). Cependant, la répression dans les
cellules eucaryotes reste modeste. En effet, lors du ciblage de génes endogenes tels que le récepteur
de transferrine CD71, le récepteur de chimiokine C-X-C de type 4 (CXCR4) et la protéine tumorale
53 (TP53), une répression allant de 60 a 80% a été observée (Gilbert et al. 2013; Lawhorn, Ferreira,
and Wang 2014). Afin d’obtenir une répression accrue, la protéine dCas9 est couplée a un effecteur
répresseur tel que le domaine KRAB (« Kriippel associated box ») (Gilbert et al. 2013; Gilbert et
al. 2014; Zheng et al. 2018) (Figure 22A). Dans le cas de l'activation génique par CRISPR,
CRISPRa, la protéine dCas9 est couplée a des activateurs transcriptionnels tels que VP64 (quatre

copies du domaine VP16 du virus Herpex simplex) ou p65AD (Figure 22B) (Gilbert et al. 2013;
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Maeder et al. 2013; Perez-Pinera et al. 2013; Zalatan et al. 2015; Tanenbaum et al. 2014). Une fois
la protéine dCas9 recrutée dans une zone proche du promoteur du gene cible, les effecteurs couplés
a celle-ci vont recruter des protéines qui vont ainsi moduler I’expression de ce geéne. La fenétre de
ciblage recommandée est de -50 a +300 pb par rapport au site d’initiation de la transcription (TSS)
pour CRISPRi (Gilbert et al. 2014), ou -400 a -50 pb CRISPRa (Konermann et al. 2015).
Généralement, il est recommandé de tester de multiples séquences sgARN dans la fenétre cible du

gene pour définir la séquence de ciblage la plus efficace pour la répression ou l'activation du géne.

CRISPRI

CRISPRa

Figure 22 : Systéme de régulation transcriptionnelle CRISPRi et CRISPRa

Le guide ARN composé d’une séquence de 20pb se fixe par liaison Watson-Crick sur la région ciblée et située a
proximité du TSS (site d’initiation de la transcription). Il recrute la protéine dCas9 qui est fusionnée avec un effecteur,
le facteur de répression KRAB (A) ou le facteur VP64 activant la transcription (B).

Enrésumé, CRISPRi et CRISPRa offrent des approches puissantes pour la répression et I’activation

de génes endogenes, utiles pour étudier les fonctions des génes et la reprogrammation cellulaire
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notamment. De plus, cette technique offre une alternative intéressante au systeme d’ARN
interférence (ARN1), notamment par l'absence de systeme CRISPR chez les eucaryotes, une faible

toxicité et des effets « off target » moins importants (D. Kim and Rossi 2008).

La découverte du systéme CRISPR-Cas9 a apporté des changements révolutionnaires dans la
recherche génomique, comprenant des outils d'édition, de régulation et d’imagerie du génome
(Figure 21). La simplicité et flexibilité des systémes CRISPR-Cas9 permettront aux chercheurs de
développer des outils d'ingénierie génomique plus avancés pour un large éventail d'applications en
recherche fondamentale et en médecine translationnelle. Cela va notamment aider a déméler des
processus biologiques complexes et a identifier les principaux acteurs génétiques des maladies. En
clinique, nous pouvons nous attendre a de nouvelles thérapies pour les maladies génétiques (en
utilisant I’édition du génome ou les systémes CRISPRi/a) et de nouvelles techniques de diagnostic
(en utilisant I’imagerie basée sur la manipulation de la protéine dCas9) (H. Wang, La Russa, and
Qi 2016; Heckl and Charpentier 2015). Dans notre étude, nous avons travaillé avec les systémes
CRISPRi/a afin de moduler I’expression de protéine phosphatases en vue de leur validation comme

cible agissant sur la phosphorylation de LRRK2.
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Objectifs de la these
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Les preuves que LRRK2 est un acteur majeur de la pathogénéese de la MP s’accumulent depuis 15
ans. Les mutations du géne LRRK?2 sont les plus fréquentes parmi des formes génétiques de la
maladie et les patients parkinsoniens portant les mutations LRRK2 montrent un profil clinique et
neuropathologique quasiment identique a des cas sporadiques de la MP.

La protéine parkinsonienne LRRK2 est phosphorylée a de nombreux sites avec deux classes
notables de sites de phosphorylation, des sites d'autophosphorylation présents dans ou preés du
domaine de ROC et des sites de phosphorylation hétérologue principalement trouvés entre les
domaines ANK et LRR a l'extrémité¢ N-ter (Gloeckner et al. 2010). Cette derniére région de
phosphorylation comprend entre autres les sites S910, S935, S955 et S973, la phosphorylation S935
étant celle qui est la plus étudiée.

Les preuves que la phosphorylation de LRRK2 joue un réle physiologique s’accumulent ces
dernieres années. La déphosphorylation des phosphosites de la région N-ter de LRRK?2 en présence
de mutations de LRRK2 (N1437H, R1441C/G, Y1699C et 12020T) ou l'inhibition de 1’activité
kinase de LRRK2, considérée comme une approche thérapeutique potentielle, ont conduit en
culture cellulaire ou dans des modeles animaux a des phénotypes cellulaires similaires, avec la
perte de la liaison avec la protéine 14-3-3 entrainant une relocalisation de la protéine au niveau
d’accumulations cytoplasmiques filamenteuses, ainsi qu’une augmentation de la liaison avec la
protéine phosphatase PP1 (R. J. Nichols et al. 2010; N. Dzamko et al. 2010; Xianting Li et al. 2011;
Doggett et al. 2012; Evy Lobbestael et al. 2013). De maniere intéressante, la phosphorylation de
ces sites est réduite dans les cerveaux de parkinsoniens sporadiques (N. Dzamko et al. 2017),
suggérant que la déphosphorylation de LRRK2 est liée a la pathogenése de la MP. De plus, des
¢tudes ont montré I’implication de maniére indirecte de ces sites de phosphorylation dans la
phosphorylation des substrats de LRRK2, les protéines Rab et p62 (Ito et al. 2016; Kalogeropulou
et al. 2018). La régulation de la phosphorylation est ainsi essentielle pour les roles physiologiques
de LRRK2.

La phosphorylation est un mécanisme qui permet de réguler de manicre fine les voies métaboliques
dans la cellule. Et la dérégulation de la phosphorylation est responsable de nombreuses pathologies
humaines. Le niveau de phosphorylation de protéines est régulé par diverses protéines kinases et
phosphatases. Les ¢études citées ci-dessus rapportent plusieurs conditions dans lesquelles la
réduction de la phosphorylation de LRRK2 est observée, indiquant un role particuliérement crucial
de phosphatases dans les fonctions physiologiques et pathologiques de LRRK2. Des données

préliminaires du laboratoire ont permis d’identifier plusieurs phosphatases candidates pouvant
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réguler la phosphorylation de LRRK2, dont des protéines constituantes de complexes de
phosphatases des familles de phosphatases PP1 et PP2A. Les phosphatases PP1 et PP2A agissent
en tant que complexe (ou holoenzyme) regroupant une sous-unité catalytique et une sous-unité
régulatrice, qui confere la spécificité du substrat

L’objectif principal de ce travail de thése est d’identifier de maniere précise la composition des
holoenzymes phosphatases candidates agissant sur la phosphorylation de LRRK?2 au niveau des
sites de phosphorylation hétérologue, dont le site représentatif est S935. (Figure 23). Pour cela,
des expérimentations in cellulo ont été effectuées pour évaluer le recrutement et I’association des
phosphatases avec la protéine LRRK2. Nous avons aussi collaboré avec I’équipe du Professeur
Jean-Francois Bodart pour utiliser un systéme physiologique moins courant, des ovocytes de
Xénope. Un second aspect de ce travail a ét¢ la volonté de confirmer la déphosphorylation de
LRRK2 par ses phosphatases dans des conditions d’expression endogéne de ces protéines. Pour
cela la technologie CRISPR-dCas9 (Gilbert et al. 2013) a été mise au point afin de moduler

I’expression endogeéne des sous-unités constituantes des holoenzymes PP1 et PP2A.

PP2A
PP1 N
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Figure 23 : Représentation schématique de protéine phosphatases régulant la phosphorylation de LRRK2.

Sur cette représentation, deux complexes de protéine phosphatases sont indiquées, la protéine phosphatase 1 (composée
d’une sous-unité catalytique C et d’une sous-unité régulatrice R) et la protéine phosphatase 2A (composée d’une sous-
unité catalytique C, d’une sous-unité régulatrice B et d’une sous-unité structurale A).
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Matériel et Méthodes
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Lignée Cellulaire

Durant ce travail de thése, deux lignées cellulaires différentes ont été utilisées, la lignée de cellules
rénales embryonnaires humaines HEK-293T et la lignée de neuroblastome humain SH-SYS5Y :
lignée proche des cellules neuronales humaines qui sont également utilisées pour étudier les

maladies neurodégénératives.
Culture cellulaire

Les deux lignées sont cultivées dans une étuve humidifiée a 37°C et a 5% de COs. Les cellules
HEK-293T sont cultivées dans du DMEM (« Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium », Invitrogen)
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF), 25 mM de HEPES et 50U/ml de
pénicilline/streptomycine. L’entretien et le maintien des cellules se font par aspiration du milieu,
ringage au PBS et incubation 5 minutes avec 1 mL d’une solution de trypsine/EDTA (0,025% de
trypsine et 0,01% d’EDTA) dans 1’étuve a 37°C pour détacher les cellules du support de culture.
L’action de la trypsine est bloquée par ajout de milieu de culture complet ; apres dissociation, une
numération sur lame de Kova (Greiner Bio-one) est réalisée dans le but d’ensemencer les cellules

dans les conditions expérimentales appropriées, en fonction du protocole expérimental.

Le protocole appliqué pour les cellules SH-SYSY est identique a celui utilisé pour la lignée HEK-
293T a I’exception de la composition du milieu ; DMEM supplémenté avec 10% de sérum de veau

feetal (SVF), en acides aminés non essentiels (Invitrogen) et S0U/ml de pénicilline/streptomycine.

I - Transfections

Les cellules HEK-293T en culture, a 70-80% de confluence, sont transfectées en utilisant les agents
de transfection suivant : le polyethylenimine (PEI) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) ou le
FuGENE® 6 Transfection Reagent (Promega Corporation, Madison, USA). Afin d’étudier les
niveaux de phosphorylation des mutants de LRRK2, Des plaques de 24 puits sont ensemencées
avec 100 000 cellules. Un mélange ADN/PEI (1:2) dans 50 uL de DMEM est réalisé a raison de 1
ug d’ADN pour 2 puL de PEI (1 pg/uL). Ce mélange est incubé durant 15 minutes a température
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ambiante puis ajouté sur les cellules contenant 1mL de milieu de culture complet. Le milieu de
culture est renouvelé apres 24 heures.
Le FuGENE® 6 est utilisé pour la transfection des cellules analysées par immunocytochimie (ICC)

a raison d’un ratio agent de transfection : ADN de 3:1.
IT - Traitements pharmacologiques

Les cellules HEK-293T sont traitées durant 1 heure avec les composés HG 10-102-01 (H. G. Choi
etal. 2012), GSK2578215A (Reith et al. 2012) ou MLi-2 (Scott et al. 2017; Fell et al. 2015) ciblant
Iactivité kinase de la protéine LRRK2. Les inhibiteurs sont dissous dans du DMSO et utilisés a
une concentration finale de 1 pM pour les composés HG 10-102-01 et GSK2578215A et de 10 nM
pour MLi-2. La condition contrdle est effectuée par traitement des cellules avec le DMSO a volume

équivalent a celui des inhibiteurs (0,1% du volume final).

Analyses Biochimiques

I - Extraction des protéines totales

Les cellules en culture dans des plaques 24 puits sont rincées avec du PBS froid et lysées
directement sur glace, par ajout de 100 pL. de tampon de lyse (50 mM Tris-HCI pH=7.4, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton, 10% glycérol) supplémenté avec un cocktail en inhibiteurs de
protéases et phosphatases (Roche). Puis les lysats sont homogénéisés pendant 30 minutes a 4°C
afin de solubiliser les protéines et centrifugés pendant 15 minutes a 15 000g et a 4°C. Un dosage
protéique est réalisé sur les lysats cellulaires obtenus (cfr infra) pour étre ensuite analysés en
Western Blot (WB).

IT - Dosage protéique

Le dosage des protéines est réalisé¢ a I’aide du Kit BCA protein assay (Thermo Scientific). Ce kit
permet le dosage colorimétrique de protéines en plaques 96 puits. Les échantillons sont dilués au

1/10éme. Une gamme étalon d’albumine bovine est réalisée en paralléle, comprenant 9 points de
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concentration croissante de 0 a 2 mg/mL. Chaque point est doublé, la concentration finale retenue
¢tant la moyenne des deux mesures. La plaque est incubée a 37°C pendant 30 minutes et a I’abri
de la lumicere. L’absorbance des échantillons est mesurée sur un lecteur de microplaque a 570 nm

; les valeurs obtenues sont comparées a la gamme étalon et la concentration protéique est calculée.

IIT - Séparation sur gel d’acrylamide monodimensionnel

Les protéines contenues dans chaque extrait sont analysées par ¢lectrophorése en gel de
polyacrylamide en condition dénaturante. Les échantillons a analyser sont dilués et repris dans un
tampon de dépot (NuPAGE LDS Sample Buffer 4X (ThermoFisher) et agent réducteur DTT 10X
(Dithiothreitol, Invitrogen)) de maniere a pouvoir effectuer un dépdt de 10 pg de protéines dans
chaque puits. Les protéines sont dénaturées pendant 10 minutes a 95°C avant dépot sur les gels
d’acrylamide. La migration est réalisée sous une tension constante sur des gels NuPAGE Tris-
Glycine 4-12% (Life Technologies) pendant 35 minutes a 220V ou Tris-Acétate 3-8% pendant 55

minutes a 150V.

IV - Western Blot

Les protéines séparées contenues dans le gel sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
d’une porosité de 0,45um (Amersham) sous une tension de 100V pendant 90 minutes (systeéme
Bio-Rad). Le systéme est immergé dans de la glace afin de refroidir et ainsi éviter la surchauffe du
gel et de la membrane. Apres un lavage au TNT (100 mM Tris-HCI pH=8, 150 mM NacCl, 0,1%
Tween 20), les sites de fixation non spécifiques sont saturés par incubation dans une solution
contenant du TNT 1X supplémentée de lait ou de BSA (« Bovin Serum Albumin ») a 5% pendant
1 heure a température ambiante. Les membranes sont ensuite incubées avec les anticorps primaires
d’intérét (Tableau 6) sur la nuit a 4°C. Les membranes sont ensuite rincées trois fois pendant 10
minutes dans du TNT 1X. L’incubation dans les anticorps secondaires se fait température ambiante
pendant 1h30. Trois autres lavages de 10 minutes sont effectués dans le TNT 1X puis les
membranes sont incubées 5 minutes dans de I’ECL Prime (Amersham). L’ECL contient du luminol
qui réagit avec une peroxydase couplée aux anticorps secondaires, I’HRP (Horse Radish

Peroxidase). Le signal de chimioluminescence est détecté par acquisition a I’imager 600 (GE
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Healthcare Bio-Sciences), permettant ainsi la révélation des zones immunoréactives des
membranes.

Pour les WB ou la détection des protéines se fait par immunofluorescence. Le transfert est réalisé
sur une membrane en polyvinylidene difluoride d’une porosité de 0,45um (Immun-Blot® Low
Fluorescence PVDF Membrane, Bio-Rad Laboratories, United States). C’est une membrane a
faible autofluorescence qui est activée en la plongeant préalablement dans du méthanol, induisant
ainsi le passage de la membrane d’un état hydrophobe a un état hydrophile. Les membranes sont
incubées avec des anticorps secondaires couplés a une molécule fluorescente Alexa fluor 488 et
555 pendant 1 heure a température ambiante et a 1’abri de la lumicre. La révélation du signal
fluorescent sur les membranes se fait directement aprés ringage avec la solution de TNT 1X par
acquisition sur I’appareil Typhoon FLA9500 (GE Healthcare) en utilisant les lasers Cy2 (excitation
473nm) et Cy3 (excitation 532nm). Le niveau d’intensité des bandes immunoréactives est quantifié

par mesure de la densitométrie via le logiciel ImagelJ (Scion Image, USA).

Tableau 6 : Liste des anticorps utilisés pendant cette étude.

Anticorps Espéce Dilution Application Fournisseur Référence
Anti-LRRK2 . UC Davis/NIH
N241A/34 Souris 171000 WB Neuromab Facility 75-253
Anti-LRRK2
UDD2 10(12) Lapin 1/1000 WB Abcam ab133518
pS935

. . . 1/1000 et . .

Anti-B-Actine Souris 1/100000 WB Sigma-Aldrich A5441
‘%““‘PPPICA - Souris  1/1000 WB Santa Cruz sc-7482
Anti-DARPP-32 .
(EP720Y) Lapin 1/500 WB Abcam ab40801
Anti-PPP2CA Lapin WB Abcam Ab137825
Anti-PPP2R2A . Thermo Fisher MAS-
2G9) Souris 1/500 WB Scientific 18064
Anti-souris Cheval 1/10000 WB Cell Signaling 7074S
Anti-lapin Chévre 1/5000 WB Cell Signaling 7076S
Anti-GFP Lapin 1/1000 ICC Life Technologies Al11122
Anti-Flag M2 Souris 1/1000 WB et ICC Sigma Aldrich F1804
Anti-souris Alexa \ Thermo Fisher
Fluor4ss Cheévre 1/1000 WB Scientific A-11001
Anti-lapin Alexa \ Thermo Fisher
Fluor555 Cheévre 1/1000 WB Scientific A-21428
Anti-lapin Alexa \ Thermo Fisher
Fluord8s Chévre 1/500 ICC Scientific A-11034
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Anti-souris Alexa . Thermo Fisher
Fluors6s Chévre 1/500 ICC Scientific A-11001

WB : Western blot ; ICC : immunocytochimie.

Analyse transcriptomique

I - Extraction ARN

L’ARN total a été extrait de cellules SH-SY5Y a1’aide du kit « NucleoSpin®RNA XS » (Macherey-
Nagel) en suivant les instructions du fournisseur. Brievement, les cellules sont lysées et un volume
d’éthanol 70% est incorporé a chaque échantillon. Le mélange ainsi obtenu est déposé sur une
colonne contenant une membrane en silice qui va retenir les acides nucléiques. Aprés un premier
lavage, un traitement a la DNase est appliqué pour éliminer toute trace d’ADN résiduel. Trois
autres lavages permettent d’¢liminer la DNase, I’ADN et les traces d’éthanol. L’ ARN est récupéré
dans un volume de 50 pL d’eau RNase-free par une centrifugation d’une minute a 11 000g. A la
suite de cette procédure, une étape de purification-amplification est réalisée en utilisant le kit
« NucleoSpin®RNA Clean-up XS » (Macherey-Nagel. Les échantillons d’ARN totaux sont

conservés a -80°C.

La détermination de la concentration des différents ARNs extraits a été réalisée par mesure de
I’absorbance a 260 nm, au spectrophotométre Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA). Des mesures d’absorbance a 230 nm et 280 nm sont également effectuées afin
d’évaluer la pureté des échantillons d’ARNSs. Le ratio A260nm/A280nm ¢évalue la contamination
protéique et doit étre proche de 2 pour que les ARNs soient considérés comme purs. Le ratio

A260nm/A230nm est un indice de la présence de sucres et doit étre compris entre 1,8 et 2.
IT - Rétro-transcription

La rétro-transcription (RT) a été effectuée sur I'ARN extrait en utilisant le kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Life Technologies). Pour chaque échantillon, 250 ng d'ARN dilu¢ dans 10
uL d'eau sans nucléase ont été ajoutés a 10 pL de mélange RT contenant des désoxynucléotides,

du tampon RT, des amorces aléatoires et la transcriptase inverse MultiScribe. La réaction de RT a
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¢été effectuée sur le thermocycleur (Mastercycler Pro, Eppendorf) selon les étapes suivantes : 10

minutes a 25°C ; 120 minutes a 37°C ; 5 minutes a 85°C.

IIT - PCR quantitative

La PCR quantitative en temps réel (QPCR) a ¢été réalisée en utilisant 1uL d'ADNc dilué au 1/10,
SuL de SYBR Green Master Mix (Life Technologies), de 3,4uL d’H20 et 0,3uL de chacune des
amorces spécifiques pour chaque géne a amplifier (pour une concentration finale de 300nM). Les
gPCR ont été effectuées dans un appareil StepOne plus real-time PCR system (Applied
Biosystems) en suivant les températures d'amplifications optimales déterminées précédemment
pour chaque ensemble d'amorces. Le programme qPCR est composé d’une pré-dénaturation a 95°C
pendant 10 minutes suivies de 40 cycles se composant d’une étape de dénaturation de 15 secondes
a 95°C et d’une étape d’hybridation et d’élongation a la température optimale spécifique aux
couples d’amorces (Tableau 7). Tous les échantillons, y compris les contrdles négatifs dans
lesquels aucun ADN n'a été inclus, ont été analysés en triplicat, et la f-Actine a été utilisée comme
gene de référence. L'expression quantitative des génes a été exprimée en tant que Ct. Pour chaque
échantillon, cette valeur a ét¢ normalisée a l'expression du gene de référence comme delta Ct
représenté par 2-A (ACt) prenant en compte la différence de I’efficacité des PCR (Livak and
Schmittgen 2001). L’expression normalisée est donc le rapport : (1/Ct du géne cible) / (1/Ct du
gene référent). Toutes les amorces utilisées sont représentées dans le Tableau 7 et ont été congues

par le logiciel Oligo Primer Analysis 7.0 (Molecular Biology Insights, USA).

Tableau 7 : Séquences des amorces utilisées en RT-qPCR.

Séquence (5°-3°) Tm (°C) Taille de ’amplicon (pb)

S CACGGCATCGTCACCAACT

B-Actine 52,1 75
A AGCCACACGCAGCTCATTG
S CCCTCAAGATCTGCGGTGACA

PPP1CA 64,1 104
A GTCCCCCAGAAAGAGGTAGTTG
S TCTGAGACATTTAATCATGCCA

PPP2CA 60,2 142
A CCAGTTATATCCCTCCATCACT
S  GCAACAGGAGATAAAGGTGGTA

PPP2R2A 56,8 117
A TGGTTCATGGCTCTGGAAGGTG

S : amorce sens ; A : amorce anti-sens ; Tm : Température d'hybridation ; pb : paire de base

89



ICC et determination du degre de colocalisation

Des cellules HEK-293T sont co-transfectées avec les constructions plasmidiquess codant la
protéine LRRK2 (pCHMWS-GFP-LRRK?2) et les différentes phosphatases (pEXPR-Flag-
phosphatase). 24 heures apres transfection, les cellules sont splittées (ratio '4) pour étre mises en
culture en plaque 24 puits contenant des coverslips (diamétre 12mm) préalablement « coatés » a la
poly-D-Lysine (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany). 24 heures plus tard, les cellules sont traitées
1 heures avec I’inhibiteur pharmacologique puis les cellules sont fixées 15 minutes a température
ambiante avec de la paraformaldéhyde (PAF) 4% suivie de deux lavages au PBS. Apres les avoir
perméabilisées 5 minutes avec du PBS+0,1% Triton, une étape de 30 minutes de blocage dans du
PBS+1% BSA est réalisée. Les cellules sont ensuite incubées sur la nuit a 4°C avec les anticorps
primaires anti-Flag M2 et anti-GFP dilués au 1/1000 dans du PBS. Les cellules sont lavées et
incubées avec les deux anticorps secondaires fluorescents (anti-rabbit Alexa488 et anti-mouse
Alexa568, Invitrogen) dilués au 1/1000 (Tableau 6) dans du PBS pendant 1 heure a température
ambiante. Les coverslips sont montées sur des lames SuperFrost en utilisant le milieu de montage
UltraCruz Hard-Set Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology). La visualisation des lames est
réalisée avec un microscope Zeiss Axiolmager Z1 (Zeiss, Jena, Allemagne) puis les images sont
analysées et traitées en utilisant le logiciel Image J. La détermination du degré de colocalisation a
été évaluée par le coefficient de corrélation de Pearson (PCC) pour chaque cellule a I’aide du
« plugin » JACoP.

Les images d’illustration ont ét¢ obtenues par observation a un grossissement x63 avec un
microscope confocal (Zeiss LSM710) (Plate-forme BICeL, Lille).

Proximity Ligation Assay (PLA)

Pour la technique de « Proximity Ligation Assay » (PLA), les cellules ont été fixées et
perméabilisées comme dans les expériences d’ICC, puis bloquées avec la solution Duolink
Blocking pendant 30 minutes a 37°C. Immédiatement apres le blocage, les cellules ont été€ incubées
avec les anticorps primaires anti-Flag M2 et anti-GFP (Tableau 6) dans la solution Duolink
Antibody Diluent pendant 1 heure a température ambiante. Les cellules ont été lavées deux fois

avec du tampon de lavage Duolink Wash Buffer A pendant 5 minutes avant l'incubation des sondes
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PLUS et MINUS. Les cellules ont ét¢ incubées avec les sondes PLA pendant 1 heure a 37°C,
suivies de deux lavages de 5 minutes avec le tampon Wash Buffer A. Les cellules ont ensuite été
incubées avec une solution de Ligation-Ligase prémélangée a 37°C pendant 30 minutes. Apres
deux lavages de 2 minutes avec le Wash Buffer A, les cellules ont ét¢ incubées avec la solution
Amplification-polymérase prémélangée pendant 90 minutes a 37°C. Enfin, les cellules ont été
lavées deux fois avec le tampon de lavage Duolink Wash Buffer B durant 10 minutes, suivies d’un
lavage pendant 1 minute avec la solution Wash Buffer B 0,01X. Les coverslips ont été séchées a
I'obscurité et montées sur lame en utilisant le milieu de montage UltraCruz Hard-Set Mounting
Medium.

Les lames sont visualisées par imagerie avec un microscope Zeiss Axiolmager Z1 et correspondent
a un ensemble de couches espacées de 1 um, dans 1’axe z, rassemblées par MIP (Maximum
Intensity Projection). La quantification des points rouges a été réalisée avec le logiciel Image J a
I’aide du module de comptage Cell Counter et calculée sur un minimum de 30 cellules.

Les images présentées ont été obtenues par observation a un grossissement x63 avec un microscope
confocal LSM 710 (Carl Zeiss).

Analyse cinétique de la déphosphorylation de LRRK2 dans

des ovocytes de Xénope (Xenopus laevis)

[ - Expression et purification des protéines recombinantes

Les protéines LRRK2 ainsi que les différentes phosphatases (sous-unités catalytiques et
régulatrices) marquées avec FLAG ont été purifiées essentiellement comme décrit précédemment
(Civiero et al. 2012). Des cellules HEK-293T ont été cultivées dans des boites de 15 cm et
transfectées a une confluence de 70-80% avec 30 pg des constructions marquées FLAG en utilisant
le PEI linéaire (Polysciences). 48 heures apres transfection, les cellules sont lysées dans 500 pl de
tampon de lyse (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton 1%, glycérol 10%
et supplémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases et phosphatases) pendant 30 minutes a
4°C et en rotation. Le lysat est clarifi¢ par centrifugation a 15 000 g pendant 10 minutes et a 4°C.
Le surnageant est ensuite incubé sur la nuit a 4°C avec des billes d’agarose couplées a I’anticorps

anti-Flag qui ont été préalablement rincées. Le lendemain, les billes sont rincées 4 fois dans du
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tampon de lavage (Tris-HC1 25 mM pH 7,5, NaCl 400 mM, Triton 1%) puis elles sont rincées deux
fois dans le tampon d'¢lution. Enfin les protéines sont ¢luées par ajout de 100 pg/ml peptide

3xFLAG pendant 15 minutes a 4°C avec une rotation constante

Les protéines ainsi purifiées sont ensuite déposées sur gel et une coloration a I’argent est réalisée

pour vérifier leur présence d’une part ainsi que leur pureté.

IT - Micro-injection

Cette expérimentation est faite en collaboration avec le Dr. Katia Cailliau-Maggio et le Dr. Alain
Martoriati, travaillant au sein du Laboratoire UMR8576-CNRS dans 1’équipe « Régulation des
signaux de division » qui est sous la direction du Prof. Jean-Francois Bodart.

La micromanipulation des ovocytes et la microinjection des protéines purifiées (concentration 5
png/ml) ont été réalisées comme décrit précédemment (de Broucker et al. 2015). Cinquante
nanolitres de protéine 3XFLAG-LRRK2 purifiée ont d'abord été injectés puis, apres 30 minutes, S0
nanolitres de protéines phosphatases (soit sous-unité catalytique seule ou avec la sous-unité
régulatrice) ont été injectés, correspondant au temps 0 de l'expérience. Les ovocytes ont été
recueillis a 30 minutes, 1, 2 et 4 heures apres l'injection des protéines phosphatases (Figure 24).
Dix ovocytes ont été collectés et dosés par réplicats expérimentaux. Les ovocytes ont été
homogénéisés dans du tampon de lyse (100 pl/10 ovocytes) (MOPS 25 mM pH 7,2, B-
glycérophosphate 60 mM, phosphate de paranitrophényle 15 mM, EDTA 15 mM, MgCI2 15 mM,
DTT 2 mM, vanadate orthosodique 1 mM, 1 mM NaF, phénylphosphate 1 mM, 10 pg/ml de
leupeptine, 10 pg/ml d'aprotinine, 10 pg/ml d'inhibiteur de trypsine de soja, 10 uM de
benzamidine) et ensuite centrifugés a 10 000 g pendant 15 minutes et a 4 ° C. Le lysat de dix
ovocytes a ét¢ analysé par WB. La proté¢ine recombinante LRRK2 (Life Technologies) a été utilisée

comme contrdle interne.

1ére injection

LRRK2 2nde injection Récupération Récupération Reécupération Récupération

|

Lysat Lysat Lysat Lysat

Temps 0 30 minutes 60 minutes 120 minutes 240 minutes

Figure 24 : Représentation schématique du décours expérimental.
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La protéine LRRK2 purifiée est d’abord micro-injectée dans les ovocytes puis 30 minutes plus tard une seconde
injection est faite avec le Tampon élution (condition contrdle) ou PPP2CA seule ou bien les combinaison PPP2CA +
PPP2R2A ou PPP2R2B. Des lysats protéiques sont récupérées 30 minutes, 1 heures, 2 heures et 4 heures apres la
seconde injection.

Production de vecteurs lentiviraux

Les vecteurs lentiviraux codant pour les constructions CRISPR-dCas9 ont été produits
essentiellement comme précédemment décrit (Vancraenenbroeck et al. 2014; Reyniers et al. 2014;
Civiero et al. 2012; Evy Lobbestael et al. 2010; J.-M. Taymans, Gao, and Baekelandt 2013).
Bri¢vement, aprés I'ensemencement des cellules HEK-293T dans deux boites de Pétri 10 cm (J0),
une tri-transfection transitoire est effectuée avec les plasmides de transfert contenant le transgene,
un plasmide d'encapsidation (psPAX2) et un plasmide codant la protéine d'enveloppe VSV-G
(pMD2.G) (les plasmides sont disponibles via Addgene) (J1). Le milieu est remplacé apres 24
heures (J2). Le surnageant contenant les vecteurs lentiviraux est récolté le jour 4, filtré avec un
filtre X50 Millipore de taille 0,45 pum (Fisher) et concentré en utilisant une colonne de

concentration Amicon Ultra-15 (Merck-Millipore) jusqu’a 1mL.

I - Etablissement des lignées cellulaires stables dCas9

50 000 cellules SH-SYSY ont été ensemencées dans des plaques 24 puits. Le jour suivant, les
cellules en culture sont tranduites avec les LVs pHAGE-EF1a dCas9-KRAB (Addgene #50919)
et pHAGE-EF1a dCas9-VP64 (Addgene #50918) (

Figure 25). Apres 24 heures, du milieu complet DMEM est ajouté. Les cellules sont sélectionnées
par maintien dans du milieu de sélection (puromycine 1 pug/mL, EvoPure Toku-E) pendant
plusieurs semaines, en le renouvelant deux fois par semaine puis les cellules résistantes sont alors

amplifiées.
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SV40 NLS

\“\ _/AmpR promoter|

pHAGE EF1c dCas9-KRAB
12 843 bp

C chimeric RNA backbone

[SgARN 20 pb |-

pLentiGuideJia

9539 bp

SV40 NLS attB2

AmpR promoter

pHAGE EF1a dCas9-VP64
12794 bp

Figure 25 : Carte des constructions plasmidiques CRISPR-dCas9 utilisées pour cette étude.

(A) Plasmide pHAGE-EF1a. dCas9-KRAB. (B) Plasmide pHAGE-EF 10l dCas9-VP64. (C) Plasmide pLentiGuideJla,
les séquences des guides ARN (en bleu) testés pendant I’étude ont été clonées dans ce plasmide.

I - Procédure de transduction

Les cellules ensemencées en plaque 24 puits sont transduites avec 100 pL de LV. Apres 24 heures,

du milieu complet DMEM est ajouté. Les cellules sont incubées a 37°C avec 5% de CO; jusqu’a

’utilisation pour analyse. Quand cela est possible, les cellules sont sélectionnées avec du milieu

contenant 200 ug/ml d’hygromycine B (InvivoGen).
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IIT - Design des séquences guides ARN

La recherche de séquences guide ARN au niveau du TSS pour chacun des genes cibles a été réalisée
en partant de la séquence RefSeq de NCBI. Une zone allant de -500 a +300 autour du TSS est

identifiée. Cette séquence est entrée dans le site web http://crispr.mit.edu/ et permet de déterminer

des séquences de 20 nucléotides contenant une séquence PAM (Tableau 8).

Tableau 8 : Liste des séquences guides ARN.

Géne cible Nom Séquence (5°-3°)
CR-PPP1CA-1 CGTCCAGCGGGGGCGCTAGAGGG
PPPICA CR-PPP1CA-2 CCGCGCCTCACGTCCAGCGGGGG
CR-PPPICA-4 CATGTTAATAACCGGCTGCTAGG
CR-PPP1CA-5 CCCAAGGACCAAAGTGCGCTGGG
CR-PPP1R1B-1 TCAAGTTCTGGGGAGACCGCAGG
PPPIRIB CR-PPP1R1B-2 TCAAGTTCTGGGGAGACCGCAGG
CR-PPP2CA-4 AAGCGCAGGCGCGACGTAGCCGG
PPP2CA CR-PPP2CA-5 CTGCGGCTCTGTAATCGTGTGGG
CR-PPP2CA-7 CGGCCGCACGACCGGAGTTGGGG
CR-PPP2R2A-3 ACTTTCAAAATGGCGCCGGCTGG
CR-PPP2R2A-4 GCGACTACGACAGCGACGGCGG
PPP2R2A CR-PPP2R2A-5 GTAGTCGCCGCCGCCGCTGCCGG
CR-PPP2R2A-6 CGCCCCCTAGGTGACGTCACTGG
CR-PPP2R2A-7 GACTACGACAGCGACGGCGGCGG
N/A sgARN neg GGAGACGAAGCTTAAACGTCTCT

La séquence PAM est indiquée en souligné. N/A : non applicable

Analyses statistiques

Toutes les données présentées sont exprimées en moyenne + SEM (erreur-type de la moyenne)
représentatives d'au moins trois expériences indépendantes. Le nombre réplicat et la taille des
¢chantillons sont indiqués dans les 1égendes des figures. Les analyses statistiques ont été réalisées
a l'aide du logiciel GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Le niveau de significativité est placé

a p<0.05 et analysé avec un test Kruskal-Wallis suivie d’un test post-hoc de Dunn pour une
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comparaison de plus de deux groupes ou par une analyse Mann-Whitney pour une comparaison de
seulement deux groupes. Les expériences d’ICC et de PLA ont été analysées avec le test de
comparaison multiple t-test suivi d’un test post-hoc de Holm-Sidak. Dans I’expérience de cinétique
(Xénope), les variations de la phosphorylation de LRRK2 dans les différents groupes ont été testées
par un test ANOVA a 2 voies avec le temps et les combinaisons injectées comme parametres suivi

d'un test post-hoc de Bonferroni pour chacun des temps analysés.
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Résultats
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Etat de phosphorylation de mutants de la protéine LRRK?2

Les sites de phosphorylation hétérologue présents entre les domaines ANK et LRR sont
constitutivement phosphorylés dans les cellules. Le site S935, représentatif de ce cluster, est connu
pour €tre important pour la localisation au sein de la cellule de la protéine LRRK?2. D’autre part, il
a été montré pour certains mutants pathogeénes de LRRK2, I’existence de variations au niveau de
ce site de phosphorylation. En effet, a I’exception du mutant G2019S dont la phosphorylation est
comparable a la version WT, les mutants N1347H, R1441C/G, Y1699C et 12020T présentent une
diminution de la phosphorylation sur le site S935 comparé¢ au WT (R. J. Nichols et al. 2010; N.
Dzamko et al. 2010).

Nous avons dans un premier temps évalué les niveaux de phosphorylation de mutants de LRRK2
dans des cellules HEK-293T. Comme nous pouvons 1’observer sur la Figure 26 ci-dessous, les
mutants pathogénes N1347H et 12020T sont déphosphorylés au niveau du phosphosite S935
(Figure 26), ce qui est en accord avec la littérature (Ho et al. 2016; R. J. Nichols et al. 2010). En
revanche, le mutant R1441C qui est retrouvé déphosphorylé dans la littérature, n’est pas diminué
de manicere significative dans notre expérimentation. On peut €également noter une tendance a une
augmentation de la phosphorylation pour le mutant R1398H, variant de LRRK?2 avec un effet
protecteur dans la MP (Nixon-Abell et al. 2016; Ross et al. 2011), mais qui n’est certes pas
significative. Par ailleurs, nous n’observons aucune différence entre les facteurs de risque S1647T
et R1628P, les mutations somatiques 11294V, G2019D et L2500F comparé au WT. Pour ces

derniéres mutations, il s’agit de données novatrices.
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Figure 26 : Etat de phosphorylation de mutants LRRK2.

Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec la version WT et une série de mutants de la protéine LRRK2. La
phosphorylation en S935 a ét¢€ analysée par WB. La B-actine est utilisée comme contrdle de charge. Les barres d’erreur
indiquent I’erreur-type de la moyenne (SEM). L’expérimentation a été répétée 4 fois (n=4). * p<0.05, **p<0.001 ont
été déterminées par une analyse Mann-Whitney.

Un second travail collaboratif avec le laboratoire du Dr. Sabine Hilfiker, CSIC Grenade en
Espagne, a été publié dans le papier de Marian Blanca en 2017 (Blanca Ramirez et al. 2017).
Nous avons de nouveau analysé la phosphorylation en pS935 dans la version WT de LRRK2 ainsi
que dans des mutants pathogéniques en absence ou en présence de mutations touchant la région
GTPase de la protéine. La mutation R1398L (RL) a été décrite comme diminuant la capacité de
LRRK?2 alier le GTP, cette diminution est accentuée avec 1’addition de la mutation T1343V (Xiong
et al. 2010).
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Figure 27 : Etat de phosphorylation de mutants LRRK?2 en présence de mutations touchant la région GTPase
de la protéine.

Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec les constructions indiquées. La phosphorylation S935 a été analysée
par WB. La B-actine est utilisée comme controle de charge. L'histogramme indique les moyennes + SEM. du rapport
pS935/LRRK2 total pour chaque construction. L’expérimentation a été répétée 4 fois (n=4).

La présence des mutations entrainant une diminution de la liaison du GTP ainsi que la formation
de filaments (Biosa et al. 2013), n’altére pas la phosphorylation en pS935 comparé a leur
construction version sauvage, WT et mutant R1441C, N1437H, Y1699C et G2019S

respectivement (Figure 27).

Cette partie montre l’intérét de [’étude du site de phosphorylation pS935 de LRRK?2. En effet, il
existe une grande variation de [’état de phosphorylation selon les mutants étudiés. De fagon
intéressante des différences de phosphorylation sont observées par rapport a la version WT de

LRRK2.
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Identification et validation des phosphatases reégulant

LRRK2

I - Données préalables

Dans le but d’identifier des phosphatases régulant la prot¢ine LRRK2 nous nous sommes appuyé
sur des données préalables issues de précédents criblages effectués par le Dr. Taymans et ses
collaborateurs (données qui seront publiées ensemble avec les résultats de ce doctorat, Annexe 3).
Pour identifier de nouvelles phosphatases et de régulateurs de la phosphorylation de LRRK2, un
criblage utilisant la technologie de petits ARN interférents (siARN) a été réalisé. Une librairie
siARN ciblant I’intégralité des phosphatases humaines (894 siARNs uniques pour 298 cibles) a été
utilisée dans des cellules U20S (lignée établie a partir d’un ostéosarcome humain) exprimant la
protéine LRRK2 taguée GFP. Trois siARN ont été testés pour chacune des 298 phosphatases et
I’effet de chaque siARN sur le niveau de la phosphorylation de LRRK?2 au résidu S935 a été¢ mesuré
(Figure 28). La moyenne des trois valeurs du taux de phosphorylation pS935 est prise en compte
et comparée par rapport au contréle sans knockdown. Ce criblage a permis de sélectionner 39
phosphatases candidates, basé en premier lieu sur 'amplitude du changement de la phosphorylation

pS935 de LRRK2 effectuée par I’extinction de 1’expression des phosphatases.
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Transfection siARN 150

dans des cellules
U20S exprimant

100

comparé au contréle (en %)

Changement phosphorylation pS935

Mesure de la 50
Phosphorylation
pS935
0 100 200 300

v

SIARN :
Figure 28 : Identification de phosphatases régulant la phosphorylation pS935 de LRRK2 par un criblage
utilisant de petits ARN interférants.
(A) Représentation schématique de I’approche du criblage par siARN. Les siARN ciblant les 298 protéines

constitutives de complexe de phosphatases (sous-unités catalytiques et régulatrices) ont été transfectés dans des cellules
U20S exprimant la protéine LRRK2-GFP. Le niveau de phosphorylation pS935 est mesuré par transfert d'énergie
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entre les molécules fluorescentes GFP et ’anticorps anti-pS935 marqué au Terbium (technologie FRET). (B)
Graphique représentant le changement du niveau de phosphorylation pS935 pour chacune des 298 phosphatases
testées. Les valeurs exprimées en pourcentage comparées au controle sont ordonnées de la plus faible a la plus haute.
Les valeurs pour lesquelles le changement de la phosphorylation pS935 est la plus grande sont encerclées en rouge sur
le graphique

Un second criblage a été effectué a partir des 39 phosphatases sélectionnées du premier criblage.
Brievement, deux constructions microARN (miRNA) ont été produites pour chacune des 39
phosphatases sélectionnées. Des cellules SH-SYSY exprimant 3xFLAG-LRRK2 ont été
transduites avec les deux constructions en présence ou non de I’inhibiteur de la fonction kinase de
LRRK?2, LRRK2-IN1 (X. Deng et al. 2011) . Le changement de la phosphorylation pS935 a été
mesur¢ par la méthode du Dot-blot.

Cela a permis d’identifier 17 phosphatases candidates pouvant réguler la phosphorylation de
LRRK?2, dont des protéines constituantes de complexes de phosphatases des familles de
phosphatases PP1 et PP2A (Tableau 9).

Tableau 9 : Liste des phosphatases identifiées lors des criblages.

# Géne Nom Type de sous unité
1 PPPICA Protéine phosphatase 1, sous unité catalytique alpha Catalytique
2 PPPICB Protéine phosphatase 1, sous unité catalytique beta Catalytique
3 PPPICC Protéine phosphatase 1, sous unité catalytique gamma Catalytique
4 PPPIRIA Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 1A Régulatrice
5 PPPIRIB Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 1B Régulatrice
6 PPPIR3B  Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 3B Régulatrice
7 PPPIR3D  Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 3D Régulatrice
8 PPPIR3F  Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 3F Régulatrice
9 PPPIRS Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 8 Régulatrice
10 PPP1R16B Protéine phosphatase 1, sous unité régulatrice 16B Régulatrice
11 PPP2CA Protéine phosphatase 2, sous unité catalytique alpha Catalytique
12 PPP2CB Protéine phosphatase 2, sous unité catalytique beta Catalytique
13 PPP2R2A  Protéine phosphatase 2, sous unité régulatrice B alpha Régulatrice
14 PPP2R2B  Protéine phosphatase 2, sous unité régulatrice B beta Régulatrice
15 PPP2R2C  Protéine phosphatase 2, sous unité régulatrice B gamma Régulatrice
16 PPP2R3C  Protéine phosphatase 2, sous unité régulatrice B’” gamma Régulatrice
17 PPP2R5C  Protéine phosphatase 2, sous unité régulatrice B> gamma Régulatrice
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IT - Analyse de la distribution subcellulaire des protéine phosphatases PP1 et
PP2A

Suite aux résultats obtenus avec les criblages et afin de confirmer I’implication des 17 phosphatases
dans la régulation de la phosphorylation de LRRK2, nous avons examiné leur degré de
colocalisation avec LRRK?2 dans des cellules HEK-293T.

LRRK2 est localisée majoritairement de facon diffuse dans le cytoplasme. En revanche, apres
I’induction de la déphosphorylation de LRRK?2 par un traitement avec un inhibiteur de la fonction
kinase ou en présence de certains mutants cliniques de LRRK2, la protéine LRRK?2 s’accumule
sous forme de filaments ou accumulations punctiformes (R. J. Nichols et al. 2010; N. Dzamko et
al. 2010).

Nous avons évalué par immunofluorescence la colocalisation entre les phosphatases candidates et
LRRK2 en condition basale et dans des conditions de déphosphorylation de LRRK2. Cette
technique a été réalisée sur des cellules HEK-293T co-transfectées avec la construction GFP-
LRRK?2 et les 17 différentes phosphatases taguées FLAG. Les cellules ont ensuite été traitées une
heure avec l'inhibiteur HG-10-102-01 (1uM) (H. G. Choi et al. 2012) ou traitées avec du DMSO
(0,1% en concentration finale) (condition controle).

Comme décrit précédemment, nous observons une localisation cytoplasmique de LRRK?2 (Figure
29 et Figure 30) dans la majorité¢ des cellules transfectées. A I’état basal, la majorité des sous-
unités PP1 se situe dans le cytoplasme de la cellule a ’exception des sous-unités PPP1CC et
PPP1RS qui sont localisées dans le noyau. Par I’ajout du composé¢ HG 10-102-01, un inhibiteur de
la fonction kinase de LRRK2, on induit une déphosphorylation permettant d’étudier le role des
phosphatases. Aprés une inhibition d’une heure, on observe une augmentation significative
(p<0.05) de la colocalisation des phosphatases PPP1CC, PPP1R1B et PPP1R3B avec LRRK2 dans
le cytoplasme (Figure 29B, C). En revanche, pour la sous-unité régulatrice PPP1R3D, on observe
I’effet inverse avec une diminution significative (p<<0.05) de la colocalisation. Alors que pour les
sous-unités catalytiques PPP1CA et PPP1CB aucun changement n’est observé. En effet, ces deux
sous-unités catalytiques sont dé¢ja présentes dans le méme compartiment cellulaire que LRRK2 au

niveau basal.
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Figure 29 : Effet de ’inhibiteur pharmacologique HG 10-102-01 sur la colocalisation de LRRK?2 avec les sous-
unités catalytiques et régulatrices de PP1.

Les cellules HEK-293T sont co-transfectées avec les plasmides pCHMWS-GFP-LRRK2 et pEXPR-FLAG-
phosphatases. Le noyau des cellules est marqué en bleu (marquage DAPI), les protéines sont détectées en utilisant un
anticorps anti-FLAG pour les phosphatases (rouge, second panel) et anti-GFP pour LRRK2 (vert, troisiéme panel).
L’image reconstituée est montrée sur le dernier panel a droite. (A) Cellules traitées avec le DMSO (contrdle), (B) ou
avec I’inhibiteur HG 10-102-01 (1pM) durant 1 heure. Scale bar, 10um. (C) Coefficient de corrélation (Rcoloc)
LRRK2/Phosphatase pour les conditions DMSO et HG. Sur le graphique, les données sont exprimées en moyenne +
SEM et sont analysées avec de multiples t-test, *p<0.05. Les résultats de I’expérimentation sont issus de 3 co-
transfections différentes (n=3), et une image représentative est montrée pour chaque groupe.

L’effet de I’inhibiteur sur la localisation des sous-unités PP2A est plus important que celui observé
avec les sous-unités PP1. En effet, alors qu’en condition basale les sous-unités catalytiques
PPP2CA et PPP2CB sont majoritairement localisées dans le noyau tout comme la sous-unité
régulatrice PPP2R2A (Figure 30A), une augmentation significative de la colocalisation des
phosphatases PPP2CA, PPP2CB, PPP2R2A et PPP2R3C avec LRRK2 est observée apres une
heure de traitement avec 1’inhibiteur HG 10-102-01 (Figure 30B, C).
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Figure 30 : Effet de inhibiteur pharmacologique HG 10-102-01 sur la colocalisation de LRRK?2 avec les sous-
unités catalytiques et régulatrices de PP2A.

Des cellules HEK-293T sont co-transfectées avec les plasmides pCHMWS-GFP-LRRK2 et pEXPR-FLAG-
phosphatases. Le noyau des cellules est marqué en bleu (marquage DAPI), les protéines sont détectées en utilisant un
anticorps anti-Flag pour les phosphatases (rouge, second panel) et anti-GFP pour LRRK2 (vert, troisiéme panel).
L’image reconstituée est montrée sur le dernier panel a droite. (A) Cellules traitées avec le DMSO (contrdle), (B) ou
avec I’inhibiteur HG 10-102-01 (1uM) durant 1 h. Scale bar, 10um. (C) Coefficient de corrélation (Rcoloc)
LRRK2/Phosphatase pour les conditions DMSO et HG. Sur le graphique, les données sont exprimées en moyenne +
SEM et sont analysées avec de multiples t-test, ¥p<0.05 ; **p<0.01. Les résultats de I’expérimentation sont issus de 3
co-transfections différentes (n=3), et une image représentative est montrée pour chaque groupe.
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L’expérimentation a été répétée avec un autre inhibiteur, structurellement différent, le composé
GSK2578215A (Reith et al. 2012) (Figure 31).
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Figure 31 : Effet de I’inhibiteur pharmacologique GSK2578215A sur la colocalisation de LRRK2 avec les sous-
unités catalytiques et régulatrices de PP1 et PP2A.

Représentation graphique du niveau de colocalisation entre la protéine LRRK?2 et les sous-unités PP1 (A), et les sous-
unités PP2A (B) aprés un traitement d’une heure avec le DMSO (0,1% concentration finale) ou I’inhibiteur
GSK2578215A (1uM). Les données sont exprimées en moyenne + SEM et sont analysées avec de multiples t-test,
*p<0.05 ; ¥**p<0.01 ; ***p<0.001 ; ****p<0.0001. Les résultats sont issus d’une seule co-transfection (n=1), entre 4
et 10 cellules ont été analysées par groupe.

On observe une augmentation significative de la colocalisation pour les sous-unités catalytiques
PPPICB et PPP1CC (**p<0.01 et *** p<0.0001 respectivement) (Figure 31A). En ce qui concerne
les sous-unités régulatrices de PP1, une diminution de la colocalisation est observée pour PPP1R3D
comme précédemment observé avec I’inhibiteur HG 10-102-01. Enfin, la colocalisation est
augmentée significativement pour les sous-unités PPP1R3F et PPP1RS alors qu’aucun effet n’a été
visible avec le composé HG 10-102-01.

Pour les phosphatases PP2A, il existe des similarités dans les résultats, avec des augmentations de
colocalisation pour les sous-unités PPP2R2A, PPP2R2B et PPP2R5C. On note toutefois que par
rapport au compos¢ HG 10-102-01 qui entralnait une augmentation significative de la
colocalisation des sous-unités catalytiques PPP2CA et PPP2CB, les colocalisations en présence de
I’inhibiteur GSK2578215A sont plus élevées sans pour autant démontrer une différence

significative (Figure 31B).
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Par ICC, on a pu observer que LRRK2 co-localise au sein de la cellule avec les différentes
phosphatases et que le degré de colocalisation de certaines phosphatases est augmenté apres le

traitement avec deux inhibiteurs différents, HG-10-102-01 et GSK2568215A.

Afin d’étudier I’interaction entre LRRK?2 et les différentes sous-unités PP1 et PP2A nous avons
utilisé la technique PLA (Proximity Ligation Assay), qui mesure in situ la proximité entre deux
protéines permettant la détection des complexes dans la cellule.

La PLA est réalisée sur des cellules HEK-293T co-exprimant GFP-LRRK2 et des phosphatases
taguées FLAG. Un signal n’est généré que lorsque les deux protéines sont a proximité 1'une de
l'autre (distance inférieure a 40nm), permettant ainsi la ligation et 'amplification a partir des
oligonucléotides fixés aux anticorps secondaires. Le signal obtenu est un point de fluorescence
rouge dans notre expérimentation, indicatif d’une grande proximité et donc d’une interaction entre
les deux protéines. Le nombre de points rouges peut alors €tre visualisé et quantifi¢ au microscope
(Figure 32).

La spécificité du signal PLA est testée par la condition contrdle, ou le plasmide codant le GFP-
LRRK?2 est exprimé seule dans la cellule. Cette condition ne présente pas de signal PLA (Figure
32A).

La quantification des points PLA montre une augmentation significative de I’interaction entre
LRRK2 et les sous-unités PPP1CA, PPP1CB, PPP1CC, PPP2CA, PPP2R2A et PPP2R2B aprés un
traitement d’une heure avec I’inhibiteur HG 10-102-01 a une concentration de 1uM (Figure 32B
et C). Cette augmentation d’interaction est doublée pour la sous-unité¢ catalytique PPP1CA,
confirmant les précédentes données publiées par Lobbestael et al. qui en utilisant la technique de
co-immunoprécipitation avait démontré que la déphosphorylation de LRRK2 ¢était accompagnée
d’un recrutement de PP1 (Evy Lobbestael et al. 2013). Cette augmentation est méme triplée pour
la sous-unité régulatrice PPP2R2B (Figure 32C).
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Figure 32 : LRRK?2 interagit avec les sous-unités catalytiques et régulatrices des phosphatases PP1 et PP2A.
Des cellules HEK-293T sont co-transfectées avec pPCHMWS-GFP-LRRK?2 et pEXPR-FLAG-phosphatases. 48 heures
post- transfection, les cellules sont soumises a la PLA suivant le protocole du fournisseur. (A) La condition témoin
négatif est le plasmide pCHMWS-GFP-LRRK2 transfect¢ seul. Pour chaque panel, une image du signal
d’amplification en rouge est montrée et une seconde image montre I’image fusionnée avec le noyau en bleu (marquage
DAPI), le LRRK2-GFP en vert et le signal d’amplification en rouge. (B) Le panel de gauche montre les cellules traitées
DMSO (controle) et le panel de droite montre les cellules traitées avec I’inhibiteur de la fonction kinase de LRRK2,
HG 10-102-01 (1uM) durant 1 heure. Scale bar, 10um. (C) Quantification du nombre de points par um? de (A) et (B),
30-40 cellules ont été dénombrées pour chaque groupes. Les données sur le graphique sont représentées en moyenne
+ SEM. *p<0.05 ; **p<0.01, ***p<0.001 et ****p<0.0001. Valeurs de p sont issues de multiples t-test. Les résultats
de I’expérimentation sont issus de 3 co-transfections différentes (n=3), et une image représentative est montrée pour
chaque groupe.

Afin de confirmer les résultats obtenus avec 1’inhibiteur HG 10-102-01, I’expérimentation a été
répétée en présence d’un autre inhibiteur de LRRK2, le composé MLi-2 (Fell et al. 2015). Cet

inhibiteur est considéré a I’heure actuelle comme un des plus performants, il posséde une grande
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efficacité d’inhibition avec trés peu d’effet sur d’autres kinases (effets « off-target») a la
concentration utilisée (Fell et al. 2015; Scott et al. 2017). Apreés une heure de traitement avec
I’inhibiteur MLi-2, on observe une augmentation significative de 1’interaction entre LRRK?2 et les
phosphatases PPP1CA, PPP2CA, PPP2R2A et PPP2R2B (Figure 33).
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Figure 33 : Interaction entre LRRK2 et les unités catalytiques et régulatrices des phosphatases PP1 et PP2A en
présence de I’inhibiteur MLi-2.

Des cellules HEK-293T sont co-transfectées avec pPCHMWS-GFP-LRRK?2 et pEXPR-Flag-phosphatases. 48 heures
post- transfection, les cellules sont soumises a la PLA suivant le protocole du fournisseur. Les cellules sont traitées
avec I’inhibiteur de la fonction kinase de LRRK2, MLi-2 (10nM) durant 1 heure. (A) Le panel de gauche montre une
image du signal d’amplification en rouge et le panel de droite montre ’image reconstituée avec le noyau en bleu
(marquage DAPI), le LRRK2-GFP en vert et le signal d’amplification en rouge. Scale bar, 10pum. (B) Quantification
du nombre de points par pm?, 30-40 cellules ont été dénombrées pour chaque groupes. Les données sur le graphique
sont représentées en moyenne £ SEM. **p<0.01, ***p<0.001 et ****p<0.0001. Valeurs de p sont issues de multiples
t-test. Les résultats de I’expérimentation sont issus de 3 co-transfections différentes (n=3), et une image représentative
est montrée pour chaque groupe.

A travers ['utilisation de deux inhibiteurs différents, nous obtenons des résultats similaires, c’est-
a-dire que la déphosphorylation de LRRK?2 induite par un inhibiteur pharmacologique de LRRK?,
permet un recrutement des phosphatases au sein du complexe LRRK2 dans le cytoplasme de la

cellule.
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IIT - Analyse de I’effet d’une surexpression des sous-unité catalytiques et

régulatrices des phosphatases PP1 et PP2A

En parall¢le des analyses de localisation subcellulaire, nous avons aussi décidé de tester I’effet de
la surexpression des sous-unités catalytiques et régulatrices des phosphatases sur la
phosphorylation de LRRK2 (Figure 34).

Le traitement avec I’inhibiteur MLi-2 est utilisé ici comme contrdle et conduit a une diminution
significative de la phosphorylation en S935 (Figure 34A, B).

La surexpression des sous-unités catalytiques seules, PPP1ICA ou PPP2CA n’induit pas de
déphosphorylation de LRRK?2 (Figure 34A, B). En revanche, la surexpression des sous-unités
régulatrices PPP2R2B ou PPP1R3F seules induit une déphosphorylation significative de LRRK2
en S935.
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Figure 34 : Effet de la surexpression de sous-unités catalytiques et régulatrices des phosphatases PP1 et PP2A
sur la phosphorylation de LRRK2.

Des cellules HEK-293T sont co-transfectées avec les plasmides pCHMWS-GFP-LRRK2 et pEXPR-FLAG-
phosphatases comme indiqué. 48 heures post-transfections, les cellules sont traitées une heure avec du DMSO (0,1%)
ou avec I’inhibiteur MLi-2 (10nM) puis lysées. Les changements de phosphorylation de LRRK2 en Sérine 935 sont
mesurées par WB (A). 10 microgrammes de protéines extraites sont déposés et la B-actine est utilisée comme contrdle
de charge. Les histogrammes indiquent les moyennes = SEM du rapport pS935/LRRK2 total (B). L’expérimentation
a été répétée 3 fois (n=3). *p<0.05 et **p<0.01. Les valeurs de p sont déterminées par two-tailed t-test.
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La surexpression des sous-unités seules ne déphosphoryle pas LRRK2 comme le traitement avec
Uinhibiteur MIi-2. Alors que les données de nos collaborateurs (données qui seront publiées
ensemble avec les résultats de ce doctorat), montrent une déphosphorylation équivalente a celle
de [linhibiteur pour la surexpression des combinaisons PPP2CA+PPP2R2A,B,C,D ainsi que
PPPICA+PPPIR3F (Annexe 3). Pour une déphosphorylation optimale, il faut la présence de

[’holoenzyme complete (sous-unités catalytique et régulatrice).

IV - Analyse cinétique de la déphosphorylation de LRRK2 dans des

ovocytes de Xénope (Xenopus laevis)

Les données obtenues par les ¢tudes d’association subcellulaire ainsi que les résultats in vitro et
obtenus par nos collaborateurs au Parkinson Institute (Annexe 3), nous ont permis de sélectionner
I’holoenzyme PP2A comme candidat a la déphosphorylation de LRRK2. Pour aller plus loin par
rapport aux effets des phosphatases sur le taux de déphosphorylation de LRRK?2 dans le contexte
cellulaire, nous avons testé I’effet des holoenzymes PPP2CA-PPP2R2A/B sur la phosphorylation
de LRRK2 en micro-injectant les protéines recombinantes dans le mod¢le d’ovocytes de Xénope.
La cinétique de la déphosphorylation de LRRK?2 en culture cellulaire suite a un traitement avec des
inhibiteurs est rapide et est d’environ 80% de déphosphorylation en moins de 30 minutes (X. Deng
et al. 2011; Doggett et al. 2012; N. Dzamko et al. 2010). C’est pour cela que le modele
physiologique Xénope est tres intéressant car il permet 1’injection de protéines recombinantes dans

des ovocytes, ces protéines sont ainsi directement disponibles au sein de la cellule.

IV.A - Production et purification des protéines a micro-injecter

La premicére étape a consisté a produire les protéines recombinantes en vue de leur injection dans
des ovocytes (Figure 35). Bri¢vement, les protéines a purifier sont exprimées dans des cellules
HEK-293T qui sont transfectées avec les plasmides contenant 3XxFLAG-LRRK2 ou FLAG-
phosphatases. 48 heures post-transfections, les cellules sont lysées et nos protéines d’intérét
possédant le tag FLAG sont capturées par immunoaffinité a 1’aide de billes d’agarose couplées a
I’anticorps anti-FLAG. Apres des €tapes de lavage, les protéines sont éluées par ajout de peptide

3xFLAG. Enfin les billes sont incubées avec du tampon de dénaturation et analysées par une
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coloration au nitrate d’argent et également par WB en utilisant I’anticorps anti-FLAG M2 (Figure
36).

Production des protéines recombinantes dans le systéme eucaryote HEK-293T

\V4

Purification des protéines LRRK2 et phosphatases par immunoaffinité

\V4

Micro-injection dans des ovocytes de Xénope

\V4

Analyse par WB de la phosphorylation de LRRK2 en pS935

Figure 35 : Représentation schématique de la procédure expérimentale.

Les plasmides p3xFLAG-CMV10-LRRK?2 et pEXPR-FLAG-phosphatases codant respectivement la protéine LRRK2
et les protéines phosphatases sont transfectées dans des cellules HEK-293T. 48 heures post-transfection, les cellules
sont lysées et les protéines sont purifiées par affinité avec des billes d’agarose couplées a ’anticorps anti-FLAG. Aprés
micro-injection des protéines dans des ovocytes, des lysats protéiques sont récupérés a des temps précis pour étre
analysés par WB.

La pureté et I’intégrité des phosphatases sont vérifiées par visualisation des protéines sur gel SDS-
PAGE 4-12% (Figure 36A, B). La visualisation des protéines par coloration a l'argent et par WB
a permis de mettre en évidence la présence des différentes sous-unités, catalytiques ou régulatrices
purifiées. De méme, la coloration a I’argent montre une purification des sous-unités catalytique et
régulatrice (Figure 36B).

Afin de vérifier leur pureté, il faut comparer la masse moléculaire obtenue pour chacune avec leur
masse moléculaire attendue. En ce qui concerne PPP2R2B, la masse moléculaire observée est plus
grande que celle attendue. Apres une vérification par spectrométrie de masse, nous avons pu

confirmer qu’il s’agissait bien de la protéine PPP2R2B (données non montrées).

113



< o 3 3
O O X o
A q& o o
o o o o
o o o o
kDa_0- 0 0o 0o kDa
190 190
115 115 |
80 80
70 — 70
50 50
- .= \ <¢
30 30(
25 25
WB anti-FLAG M2 Nitrate d’argent

Figure 36 : Vérification de la pureté des protéines pour les micro-injections dans le modéele ovocyte.

Les protéines sont déposées et séparées sur un gel 4-12% Bis-Tris pour une détection par WB en utilisant I’anticorps
anti-FLAG M2 (A) et une révélation au nitrate d’argent (B). Les protéines présentes sur ces gels sont la protéine
LRRK?2 (B), des sous-unités catalytiques ou régulatrices de PP2A (A et B). Sur le gel coloré au nitrate d’argent, B
correspond a la sous-unité régulatrice de S5kDa pour PPP2R2A et 60kDa pour PPP2R2B ; C correspond a la sous-
unité catalytique de 36kDa.

IV.B - Cinétique de déphosphorylation de LRRK?2

Cette expérimentation est faite en collaboration avec Dr. Katia Cailliau-Maggio et Dr. Alain
Martoriati, travaillant au sein du Laboratoire UMR8576-CNRS dans 1’équipe « Régulation des
signaux de division » qui est sous la direction du Prof. Jean-Francgois Bodart.
Aprés micro-injection de la protéine LRRK2 (1% injection), les combinaisons suivantes ont été
utilisées lors de la seconde injection :

- Tampon élution

- PPP2CA

- PPP2CA+PPP2R2A

- PPP2CA+PPP2R2B
Suite a la seconde injection, des lysats sont récupérés au bout de 30 minutes, 1, 2 et 4 heures
(Figure 37). L’analyse WB de la cinétique de déphosphorylation de LRRK?2 par les combinaisons

de la seconde injection est donnée en Figure 37A.
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Dans notre expérimentation, le niveau basal de la phosphorylation en pS935 de LRRK?2 correspond
a I’injection du Tampon d’élution, le rapport LRRK2-pS935/LRRK2 reste stable au cours du temps
(Figure 37B). On observe un rapport LRRK2-pS935/LRRK2 plus élevé pour la sous-unité
PPP2CA seule comparé aux combinaisons sous-unités catalytiques et régulatrices injectées
ensembles sur toute la durée de I’expérimentation. L’injection des holoenzymes (sous-unité
catalytique et régulatrice), combinaisons PPP2CA+PPP2R2A et PPP2CA+PPP2R2B, entraine une
déphosphorylation rapide dés 30 minutes avec une différence significative pour la combinaison
PPP2CA+PPP2R2B comparée a la condition Tampon d’¢lution (Figure 37B). Aux temps une
heure, deux heures et quatre heures, les combinaisons PPP2CA+PPP2R2A et PPP2CA+PPP2R2B
entraine une diminution du rapport LRRK2-pS935/LRRK2 qui est significative (Figure 37B).
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LRRK2 -i.- - - qnszS = PPP2CA
-+ PPP2CA+PPP2R2A

~+ PPP2CA+PPP2R2B
LRRK2-pS935 | st e N S -~ - e | 205 0.8+

Acti”em *-..—
=37 0.6-

PPP2CA+PPP2R2A PPP2CA+PPP2R2B
30 60 120 240 30 60 120 240 (min)

0.4 1 T
w *#
HRRKE D.“‘ " S5 02 M

LRRK2-pSO35 () M e | | s e o | 0 0.0 : : : :
0 30 60 120 240

Temps (min)
Actineb-— M
37

Figure 37 : Analyse cinétique de I’effet de phosphatases recombinantes sur la phosphorylation pS935 de LRRK2
dans des ovocytes de Xénope.

Des ovocytes de Xénope ont été micro-injectés avec des phosphatases recombinantes selon différentes combinaisons
(voir ci-dessus). (A) WB représentatif de I’expérimentation, les échantillons sont détectés avec les anticorps LRRK2
total, LRRK2 phosphorylé en S935 et actine. (B) Le graphique représente 1’évolution au cours du temps du rapport
LRRK2-pS935 sur LRRK2 totale. Les données sont représentées en moyenne £ SEM. es différences statistiques ont
été testées par ANOVA a 2 voies avec le temps et les combinaisons injectées comme facteurs, suivie par le test post-
hoc de Bonferroni visant a comparer les effets des combinaisons injectées par rapport a la condition du groupe contrdle
(LRRK2 +tampon d'élution) pour chaque point temporel. *, # P <0,05 ; **, ## P <0.01; ns = non significatif ; les
symboles * et # désignent des différences significatives pour les groupes PPP2CA+PPP2R2B et PPP2CA+PPP2R2A
respectivement, par rapport au groupe contréle, Tampon d'élution. L'expérience a été réalisée a trois reprises (n=3) a
partir de deux micro-injections indépendantes.

pS935/LRRK2

Ce modele nous a permis d’appréhender la cinétique de déphosphorylation de LRRK2 par

différentes combinaisons de [’holoenzymes PP2A. Tout d’abord, nous avons pu démontrer que
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LRRK?2 est un substrat de PP2A. En effet PP2A est capable de déphosphoryler LRRK2 en pS9335.
De plus, la déephosphorylation est plus importante lorsque [’holoenzyme PP2A est « compléte »

c’est-a-dire la sous-unité catalytique est associée a sa sous-unité régulatrice.

Modulation de [D’expression des phosphatases par Ila

technologie CRISPR-Cas9

Dans les précédentes parties des résultats, nous avons mis en évidence plusieurs phosphatases
(sous-unités catalytiques et régulatrices) de PP1 et PP2A comme potentiel candidat régulateur de
la phosphorylation de LRRK2.

Afin de confirmer les phosphatases agissant sur la régulation de la phosphorylation de LRRK2 sur
le LRRK?2 endogene, nous avons choisi d’utiliser la technologie CRISPR/dCas9. Cette approche a
pour principal avantage de nous permettre de moduler I’expression endogéne des phosphatases

candidates.

Cette méthode de manipulation génétique repose sur 1’utilisation d’une protéine Cas9 bactérienne
qui est recrutée a une région spécifique de I’ADN génomique a 1’aide d’un ARN guide (sgARN)
complémentaire de I’ADN ciblée. Nous avons utilisé une protéine Cas9 modifiée, appelée dCas9,
dont les domaines nucléases sont désactivés. Cette protéine modifiée dCas9 est alors utilisée pour
modifier la régulation de 1’expression de geénes. La protéine dCas9 peut étre d’une part couplée a
un répresseur, le domaine KRAB par exemple, l'acces de I'ARN polymérase a 'ADN est alors
bloqué, ce qui entraine une répression de la transcription. Ce processus est connu sous le nom de
CRISPRi. D’autre part, la protéine dCas9 peut €tre couplée a un activateur transcriptionnel, le
domaine VP64 par exemple, l'expression génique peut alors étre efficacement activée. Ce
processus est aussi connu sous le nom de CRISPRa (Gilbert et al. 2013; J.-J. Park et al. 2017; Du
and Qi 2016Db).

I - Design des guides ARN pour le ciblage des phosphatases

Un obstacle dans l'application CRISPR-Cas9 est la bonne détermination des séquences sgARN

apparentées a un géne donné afin que le systéme soit efficace dans la régulation de I'expression des
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protéines cibles. Méme de petits changements de position le long de la s€équence génomique cible
sont suffisants pour altérer la fonction et 1'efficacité¢ du systeme CRISPR-Cas9.

La séquence sgARN doit étre déterminée au niveau de la région du TSS, plus particulierement en
ciblant une zone allant de -500 a +300 autour du TSS (Gilbert et al. 2014; Konermann et al. 2015).
Pour déterminer la zone du TSS de chacune des phosphatases cibles, nous nous sommes servis de
deux bases de données différentes, « RefSeq genes» et « EDP The Eukaryotic Promoter
Database » (Figure 38).

En comparant la position les deux bases de données on peut noter des différences dans la position
du TSS. Si on prend I’exemple du géne PPP1CA (Figure 38), on observe une différence de 50
bases entre le début du TSS donné par RefSeq (Figure 38A) et le début du promoteur (=TSS)
donné par EDP (Figure 38B). En comparant ces annotations de TSS a une autre base de données,
la base FANTOMS/CAGE (FANTOM Consortium and the RIKEN PMI and CLST (DGT) et al.
2014) on note aussi une différence de quelques dizaines de bases (Figure 38C).

Des données de la littérature suggerent que 1’utilisation des annotations TSS de la base de données
FANTOMS/CAGE constitue la référence la plus fiable pour concevoir des sgARN de CRISPRi
efficaces (Radzisheuskaya et al. 2016; Zheng et al. 2018).

Une fois la région identifiée, celle-ci est rentrée dans le logiciel « Optimized CRISPR Design —

MIT » (http://crispr.mit.edu). A partir de la séquence rentrée, le logiciel va déterminer des

séquences uniques sgARN, que I’on a testées par la suite.
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Figure 38 : Détermination de la région du TSS du géne PPP1CA.

La région du TSS a été déterminée en utilisant les annotations issues de RefSeq (A) ou bien de EDP The Eukaryotic
Promoter Database (B). L’annotation par la base de données FANTOMS/CAGE est montrée en (C). Le panneau du
bas est une représentation d’un alignement de la disposition des promoteurs selon les trois bases de données, la zone
du TSS est indiquée par un trait bleu (terme PPP1CA_1 promoter) pour la base de données EPD, par la fléche rouge
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pour la base de données FANTOMS et par le cercle rouge pour la base de données RefSeq Genes (D). Cet alignement
met en évidence des différences de localisation du TSS selon les bases de données.

IT - Mise en place du systeme CRISPR-dCas9 dans la lignée de neuroblastome
humains SH-SY5Y

II.LA - Etablissement de lignées stables dCas9

Dans un premier temps, des lignées cellulaires stables de SH-SY5Y exprimant les protéines dCas9-
KRAB ou dCas9-VP64 ont été générées. (Figure 39). Pour établir ce systéme, des cellules SH-
SYSY ont été infectées de maniere aigué avec des vecteurs lentiviraux permettant I’expression des
protéines dCas9-KRAB ou dCas9-VP64. Ces cellules ont ensuite €té mises en sélection en présence
de puromycine. L’expression des protéines Cas9 a été vérifiée et confirmée par WB en utilisant

I’anticorps anti-Cas9 (Figure 39B).

II.B-  Expression des guides sgARN dans les cellules SH-SY5Y-dCas9

L’obtention d’une bonne efficacité du systtme CRISPR-dCas9 repose en grande partie sur une
efficacité de transfection élevée du sgARN ainsi que son import dans le noyau, ou est localisée la
séquence génomique cible a modifier. Notre choix s’est naturellement orienté vers 1’utilisation de
vecteur lentiviraux qui permettent d’infecter un trés grand nombre de cellules comparé a une
transfection simple. Aussi, I’intégration de la cassette d’expression dans le génome permet le
maintien de I’expression suite a la division cellulaire.

Pour tester 1’effet du systtme CRISPR-dCas9, nous avons congu un protocole d'évaluation de la
fonctionnalité des sgARN individuels dans la répression ou I’augmentation de 1’expression de leur
gene cible respectif (Figure 39A).

Les cellules SH-SYSY exprimant les protéines dCas9-KRAB ou dCas9-VP64 sont transduites avec
les constructions sgARN ciblant les différentes phosphatases sélectionnées ainsi qu’un sgARN
controle. Le sgARN contrdle est une séquence de 20pb qui ne cible aucune région du génome.
Les cellules ont été sélectionnées en présence d’hygromycine a partir du 2™ ou 3°™ jour puis les
cellules ont été collectées pour I'analyse de l'expression des phosphatases cibles. Les niveaux de
transduction sont contrélés avec 1’expression de la protéine mCherry pendant 1’étape de sélection
(Figure 39C).
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Figure 39 : Etablissement du syst¢éme CRISPR-dCas9 dans la lignée cellulaire SH-SYSY.

(A) Conception expérimentale utilisée pour évaluer I'efficacité des sgARN sur la régulation de 1'expression du géne
cible. (B) Des Cellules SH-SYSY ont été transduites avec les vecteurs pHAGE-EF1a-KRAB ou pHAGE-EF1a-VP64.
Apres sélection avec de la puromycine a 1pg/mL, les cellules sont lysées et analysées par immunoblot avec I’anticorps
anti-Cas9. Le puit contrdle correspond a des cellules non transduites et non sélectionnées. (C) Les Cellules SH-SY5Y-
dCas9 ont été transduites avec les lentivecteurs exprimant les sgARN ciblant PPP1CA, PPP1R1B et le sgARN contréle
puis sélectionnées avec I’hygromycine (200 pg/ml). Par I’intermédiaire de la protéine mCherry nous pouvons controler
I’efficacité de la procédure de transduction et de sélection.

II.C - Validation des guides ARN pour le ciblage des phosphatases
L’efficacité des sgARN a été évaluée de la maniere suivante : nous avons d’abord mesuré les

niveaux d’expression des protéine phosphatases par WB. Lorsque le résultat du WB n’était pas

convaincant, nous avons vérifi€ par RT-qPCR les niveaux d’expression de I’ARNm des
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phosphatases cibles. En effet, pour certaines cibles le signal donné en WB ¢était faible ou bien les

anticorps n’étaient pas spécifiques de notre cible, ainsi plusieurs bandes pouvaient étre visibles.

Afin d’identifier les sgARN les plus efficaces dans la régulation de 1’expression de la sous-unité
catalytique PPP1CA, des cellules SH-SYS5Y exprimant la protéine dCas9-VP64 ont été transduites
avec des sgARN différents. Tous les résultats obtenus ne sont pas présentés mais voici quelques
exemples de sgARN testés. L’analyse par RT-qPCR de I’effet de ces sgARN sur les niveaux de
transcrits de PPP1CA montrent que le sgARN PPP1CA-2 est celui qui conduit a une augmentation
la plus forte (Figure 40A). Ce résultat a ¢ét¢ confirmé par WB (Figure 40B). En parall¢le, nous
avons testé ce sgARN dans le systéme CRISPRi. Nous pouvons observer que le sgARN PPP1CA-
2 est efficace a réprimer les niveaux de transcrits de PPP1CA comme le montre les résultats de RT-
gPCR (Figure 40C) et de WB ou une diminution de I’expression est visible comparé au sgARN
négatif (Figure 40D).
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Figure 40 : Identification de sgARN fonctionnel ciblant la sous-unité catalytique PPP1CA.
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Des cellules SH-SYS5Y-dCas9-VP64 (A, B) et KRAB (C, D) ont été transduites avec différents sgARN ciblant la région
promotrice du géne PPP1CA. En paralléle un controle sgARN négatif a été inclus. 10 jours aprés sélection et expansion
de la culture, les cellules ont été collectées, une moitié a été utilisée pour mesurer I’expression d’ ARNm par RT-qPCR,
tandis que la seconde moitié a été appliquée a l'analyse des niveaux d’expression de la protéine PPP1CA par WB.
L’analyse par RT-qPCR (A, C) et par WB (B, D) de I’expression de I’ARNm et de la protéine PPP1CA respectivement
suggere que le sgARN PPP1CA-2 est le plus efficace en CRISPRa (A, B) et en CRISPRi (C, D). Les données sur les
graphiques sont représentées en moyenne £ SEM. *p<0.05. Les différences entres les valeurs moyennes des groupes
ont été déterminées par une analyse Kruskal-Wallis suivie d’un test post-hoc de Dunn pour une comparaison de plus
de deux groupes ou par une analyse Mann-Whitney pour une comparaison de seulement deux groupes.

Des sgARN ciblant la sous-unité régulatrice PPP1R1B ont été testés par WB. Comme on peut
I’observer le sgARN PPP1R1B-1 conduit a une tres forte augmentation de PPP1R1B (Figure 41A)
avec le systeme CRIPSRa. De plus, le sgARN PPP1R1B-1 est efficace dans le systtme CRISPRi

comme le montre I’absence de détection d’une bande sur le WB (Figure 41B).
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Figure 41 : Identification de sgARN fonctionnel ciblant la sous-unité régulatrice PPP1R1B.

Des cellules SH-SY5Y-dCas9-VP64 (A) et KRAB (B) ont été transduites avec différents sgARN ciblant la région
promotrice du géne PPPIR1B. En paralléle un contrdle sgARN négatif a été inclus. 10 jours aprés sélection et
expansion de la culture, les cellules ont été collectées et analysées par WB avec I’anticorps anti-DARPP32, les temps
d’exposition sur la figure sont différents, quelques secondes pour I’mage A, alors que le temps d’exposition de I’image
B correspond a une dizaine de minutes. La (-actine est utilisée comme contrdle de charge.

Au vu des résultats précédents, la sous-unité catalytique PPP2CA est une phosphatase importante
pour LRRK?2. Nous avons donc testé plusieurs sgARN ciblant PPP2CA. Le sgARN PPP2CA-7
semble étre le plus efficace pour augmenter I’expression de la protéine PPP2CA dans le systeme
CRISPRa (Figure 42B). Afin de confirmer cette observation, nous avons également analysé par
RT-gPCR I’expression de I’ARNm de PPP2CA. Cette expression est augmentée le plus fortement
avec le sgARN PPP2CA-7 (Figure 42A)
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Malheureusement au cours de cette thése nous n’avons pas pu valider de sgARN ciblant PPP2CA

pour le systeme CRISPRi.
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Figure 42 : Identification de sgARN fonctionnel ciblant la sous-unité catalytique PPP2CA.

Des cellules SY5Y-dCas9-VP64 ont été transduits avec différents sgARN ciblant la région promotrice du geéne
PPP2CA. En paralléle un contréle sgARN négatif a été inclus. 10 jours apres sélection et expansion de la culture, les
cellules ont été collectées, une moiti€ a été utilisée pour mesurer I’expression d’ARNm par RT-qPCR, tandis que la
seconde moitié a été appliquée a l'analyse des niveaux d’expression de la protéine PPP2CA par WB. L’analyse par
RT-qPCR (A) et par WB (B) de I’expression de ’ARNm et de la protéine PPP2CA respectivement suggere que le
sgARN PPP2CA-7 est le plus efficace en CRISPRa (A, B). Les données sur les graphiques sont représentées en
moyenne + SEM. *p<0.05. Les différences entre les valeurs moyennes des groupes ont été¢ déterminées par une analyse
Kruskal-Wallis suivie d’un test post-hoc de Dunn pour une comparaison de plus de deux groupes ou par une analyse
Mann-Whitney pour une comparaison de seulement deux groupes.

La sous-unité régulatrice PPP2R2A a aussi émergé comme un candidat trés important pour I’étude
de la phosphorégulation de LRRK2. Nous avons designé plusieurs sgARN ciblant PPP2R2A.
L’analyse par WB de quatre sgARN a montré que tous étaient fonctionnels dans le systéme
CRISPRa avec une augmentation de ’expression de la protéine PPP2R2A comparé au sgARN

négatif (Figure 43B). La mesure de ’expression de I’ARNm a confirmé ce résultat (Figure 43A).
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Etant donné que le sgARN PPP2R2A-7 est le plus efficace dans le systéme CRISPRa (Figure 43A
et B), nous I’avons testé aussi dans le systeme CRISPRi (Figure 43B et C). Les résultats de RT-
gPCR et de WB confirme I’efficacité du sgARN PPP2R2A-7 avec le systtme CRISPRi ou une

diminution de I’expression de PPP2R2A est observable.
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Figure 43 : Identification de sgARN fonctionnel ciblant la sous-unité régulatrice PPP2R2A.

Des cellules SH-SYS5Y-dCas9-VP64 (A, B) et KRAB (C, D) ont été transduites avec différents sgARN ciblant la région
promotrice du géne PPP2R2A. En paralléle un contrle sgARN négatif a été inclus. 10 jours aprés sélection et
expansion de la culture, les cellules ont été collectées, une moiti€ a été utilisée pour mesurer 1’expression d’ARNm par
RT-qPCR, tandis que la seconde moiti¢ a été appliquée a I'analyse des niveaux d’expression de la protéine PPP1CA
par WB. L’analyse par RT-qPCR (A, C) et par WB (B, D) de I’expression de I’ARNm et de la protéine PPP2R2A
respectivement suggere que le sSgARN PPP2R2A-7 est le plus efficace en CRISPRa (A, B) et en CRISPRi (C, D). Les
données sur les graphiques sont représentées en moyenne = SEM. *p<0.05. Les différences entre les valeurs moyennes
des groupes ont été déterminées par une analyse Mann-Whitney pour une comparaison de seulement deux groupes.

L’¢étape de validation des sgARN ciblant les protéines phosphatases nous a permis de sélectionner
les sgARN PPP1CA-2, PPP1R1B-1, PPP2CA-7 et PPP2R2A-7, ciblant les phosphatases PPP1CA,
PPPIR1B, PPP2CA et PPP2R2A respectivement. Ces sgARN vont pouvoir étre utilisés pour

¢tudier la phosphorylation de LRRK2 en manipulant I’expression endogeéne de ces phosphatases.
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Plusieurs facteurs sont essentiels pour un fonctionnement et un résultat optimal de la technique
CRISPR-Cas9. Le facteur le plus important est I’identification du TSS qui est primordiale dans le
cas du CRISPRi et CRISPRa. En générale, la fenétre recommandée autour du TSS est de -50 a
+300 pb pour CRISPRI (Gilbert et al. 2014), ou -400 a -50 pb CRISPRa (Konermann et al. 2015).
Nous avons utilisé les bases de données RefSeq genes (2016-03-04) et EPD (Eucaryotic Promoter
Database) pour déterminer les séquences proches du TSS pour nos génes d’intérét. Dans nos
expériences, nous avons pu montrer que la technique fonctionnait, avec des résultats positifs pour
différentes sous-unités, PPPICA, PPP1R1B, PPP2CA et PPP2R2A. Pour les geénes dont les
résultats ont été présentés au cours de cette these, la séquence sgARN ciblait une zone entre -100
et +1 autour du TSS. La séquence sgARN pour PPP1R1B, qui démontre la plus forte activation, se
trouve a -65 du TSS (Annexe 2). Ceci est en accord avec la zone a cibler par le CRISPRa (Du and
Qi2016b; Du and Q1 2016a). Ces résultats prouvent donc que I’identification de la s€équence proche
du TSS était correct. Cependant, il existe a ce jour de multiple base de données. Dans notre
discussion, nous parlerons seulement de la base de données FANTOM/CAGES (FANTOM
Consortium and the RIKEN PMI and CLST (DGT) et al. 2014). Nous avons effectu¢ un travail a
posteriori pour identifier des moyens nous permettant d’améliorer 1’efficacit¢ de la méthode. En
effet, le taux de réussite, qui correspond ici au nombre de sgARN fonctionnant sur le nombre testé
au départ n’est pas tres élevé, environ 10%. Comme mentionné auparavant, I’identification du TSS
est primordiale, nous avons donc fait un alignement des TSS données par les trois bases de données
que nous venons de mentionner pour chacun des geénes testés (Voir Annexe 2). On peut observer
un positionnement différent du TSS pour certains genes testés selon les trois bases de données. Si
I’on prend I’exemple de PPP2CA, on observe une différence d’environ 200pb entre le début du
TSS donné par la RefSeq et celle qui est donné par les bases de données FANTOM ou EPD
(Annexe 2). Cette différence est importante si on prend en considération la fenétre de 300 a 500pb
autour du TSS qui est généralement recommandée. Une étude a démontré que les séquences
sgARN les plus efficaces I’ont été en utilisant la zone du TSS prédite par la base FANTOMS/CAGE
(Radzisheuskaya et al. 2016). Aujourd’hui il existe des logiciels, par exemple CRISPR-ERA qui
permettent I’obtention d’une séquence sgARN sans avoir préalablement donné une séquence
autour du TSS (H. Liu et al. 2015). En effet, pour ce type de logiciel, il suftfit de donner le nom du

gene que 1’on souhaite cibler et I’application avec laquelle on souhaite le cibler (CRISPRi ou
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CRISPRa). Le logiciel propose ensuite des séquences sgARN autour du TSS en utilisant leur propre
base de données.
Nos résultats montrent que cette technologie est fiable et efficace avec soit une augmentation ou

une diminution significative de I’expression des quelques phosphatases testées.

I.LD- Effet de la modulation de I’expression des phosphatases sur la

phosphorylation de LRRK2 en pS935

Le systtme CRISPR-Cas9 validé, nous avons analysé 1’effet de la modulation endogeéne des
protéines phosphatases sur la phosphorylation de LRRK2 en pS935.

Des cellules SH-SYSY exprimant le systtme CRISPRa ou CRISPRi sont transduites avec les
sgARN validés (cfr. supra) et la phosphorylation de LRRK2 en pS935 est analysée par WB. Pour
cette analyse, nous n’avons pris en considération que les WB ou I’effet de la modulation de la
phosphatase était significativement différent du sgARN négatif. Un LRRK2 recombinant
(LifeTechnologies) est déposé comme controle pour déterminer quelle bande correspond a LRRK2,
ceci est notamment vrai pour LRRK2-pS935 qui donne plusieurs bandes non-spécifiques.

La modulation de I’expression de PPP1CA n’affecte pas la phosphorylation de LRRK2 (Figure
44A). Par contre on observe une augmentation (p=0.09) de la protéine LRRK?2 quand I’expression
de PPP1CA est augmentée.

De manicere intéressante, la modulation de I’expression de PPP1R 1B affecte la phosphorylation de
LRRK?2. En effet, quand la sous-unité régulatrice inhibitrice PPP1R1B est augmentée, on observe
une augmentation significative (p<0.05) de la phosphorylation de LRRK2 ainsi qu’une diminution
de la protéine LRRK?2 totale (p=0.06) (Figure 44B). Inversement, la diminution de PPP1R1B
n’affecte pas la phosphorylation de LRRK?2 ni le niveau de protéine LRRK2 totale.
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Figure 44 : Effet de la modulation de I’expression endogéne des phosphatases PPP1CA et PPP1R1B sur la
phosphorylation de LRRK2 dans des cellules SH-SYSY via les systémes CRISPRa et CRISPRI.

Des cellules SH-SYSY exprimant de maniére stable dCas9-VP64 ou dCas9-KRAB ont été transduites avec des
constructions de lentivirus exprimant un sgARN négatif ou un sgARN ciblant les phosphatases PPP1CA (A) ou
PPP1R1B (B). Pour PPP1R1B, I’image du blot de gauche correspond a une exposition de quelques secondes alors que
le blot de droite, ’image correspond & une exposition de plusieurs dizaines de minutes. Les cellules ont été cultivées
pendant au moins 10 jours, des lysats de protéines ont été collectés et analysés pour la protéine LRRK2, LRRK2
phosphorylée en sérine 935, les protéines PPP1CA et PPP1R1B. La Bactine a été utilisée comme contrle interne de
charge. Les données sont représentées en moyenne £ SEM et issues d'au moins trois réplicas biologiques. Les
différences statistiques ont été évaluées par le test Mann-Whitney, *p<0.05 ; **p<0.01 ; ****p<0.0001 ; (>) indique
la phosphorylation pS935 endogéne et (») indique la protéine PPP1R1B endogéne.

L’augmentation de I’expression de PPP2CA n’affecte pas la phosphorylation de LRRK?2 (Figure
45A). Alors que pour la sous-unit¢ PPP2R2A, a la fois la réduction et 1’augmentation de

I’expression endogeéne de PP2R2A conduisent a une augmentation de la phosphorylation de
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LRRK2. L’augmentation de I’expression de PPP2R2A conduit a une plus forte augmentation de la
phosphorylation pS935 de LRRK2 (p<0,01) (Figure 45B). Par contre, aucun changement au
niveau de I’expression de la protéine LRRK?2 n’est observé lors de la modulation de I’expression

de ces deux sous-unités (Figure 45).
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Figure 45 : Effet de la modulation de I’expression endogéne des phosphatases PPP2CA et PPP2R2A sur la
phosphorylation de LRRK?2 dans des cellules SH-SY5Y via les systétmes CRISPRa et CRISPRi.

Des cellules SH-SYSY exprimant de maniére stable des cellules dCas9-VP64 ou dCas9-KRAB ont été infectées avec
des constructions de lentivirus exprimant un sgARN négatif ou un sgARN ciblant les phosphatases PPP2CA (A) ou
PPP2R2A (A, B). Les cellules ont été cultivées pendant au moins 10 jours, des lysats de protéines ont été collectés et
analysés pour la protéine LRRK2, LRRK2 phosphorylée en sérine 935, les protéines PPP2CA et PPP2R2A. La Bactine
a été utilisée comme contrdle interne de charge. Les données sont représentées en moyenne = SEM et issues d'au moins
trois réplicas biologiques. Les différences statistiques ont été évaluée par le test Mann-Whitney, *p<0.05 ; **p<0.01 ;

(>) indique la phosphorylation pS935 endogéne.
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Discussion
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Le géne Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2, PARKS) a émergé comme 1'un des acteurs clés de
la pathogenése de la MP : 1) les mutations dans LRRK?2 sont parmi les causes les plus répandues
de formes monogéniques de la MP ; 2) les mutations de LRRK?2 sont présentes non seulement pour
les cas de MP familiales, mais aussi pour des cas sporadiques (prévalence de 2% a pres de 40%
dans certains groupes de population) ; 3) des variations génomiques au locus LRRK?2 ont d’autre
part été récemment associées a la MP dans plusieurs études d'association pangénomiques (études
GWAS) (Nalls et al. 2014) ; 4) les patients parkinsoniens portant les mutations de LRRK2 montrent
un profil clinique et neuropathologie quasiment identique a des cas sporadiques de MP (Healy et
al. 2008). Aussi, la protéine LRRK2 est considérée comme une cible thérapeutique prometteuse
dans la MP (B. D. Lee, Dawson, and Dawson 2012; J. Taymans and Greggio 2016; J.-M. Taymans
2014). De gros investissements tant du c6té de la recherche publique que de la part de compagnies
privées ont été faits pour comprendre comment la protéine LRRK2 contribue a I'apparition de la

maladie.

La phosphorylation du site S935 de LRRK?2

LRRK2 est une protéine complexe hautement phosphorylée, qui présente deux types distincts de
phosphorylation. Des sites d’autophosphorylation sont présents majoritairement dans et proche du
domaine ROC tandis que des sites de phosphorylation hétérologue sont retrouvés entre les
domaines ANK et LRR, partie N-ter de la protéine. Ces sites de phosphorylation sont importants
dans la maladie mais leur régulation et implication précise dans la maladie et en fonction des
mutants associés au risque de MP étudiés restent encore a éclaircir.

Nos premiers résultats (Figure 26 et Figure 27) ainsi que ceux présents dans la littérature montrent
que pour le site S935, le site représentatif du cluster de phosphorylation hétérologue, le niveau de
phosphorylation est retrouvé variable selon les mutants étudiés comparés a la protéine WT. Cette
variation de la phosphorylation entre les différents mutants pose de nombreuses questions : 1) quelle
est la fonction de cette phosphorylation ? ; 1) pourquoi existe-il une aussi grande variation d’une
forme mutante de LRRK2 a une autre ? En effet, si ’on regarde plus attentivement, on obtient des
résultats déja observés auparavant pour les mutants pathogenes N1347H, R1441C et 12020T par
exemple, qui sont déphosphorylés comparé au WT, ce qui est en accord avec la littérature (R. J.
Nichols et al. 2010; Doggett et al. 2012). De maniére intéressante, les facteurs de risque (Rudenko
et al. 2012; Bardien et al. 2011; Tan et al. 2010) ne présentent pas le méme profil de
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phosphorylation, le facteur de risque G2385R est déphosphorylé alors que R1628P et S1647T ne
le sont pas.

Les sites de phosphorylation de S910/S935/S955/8973 jouent un rdle central dans la localisation
subcellulaire de LRRK?2. En effet, toutes les protéines LRRK2 ayant une forme mutée pathogene,
a I’exception du mutant G2019S, se relocalisent dans des accumulations cytoplasmiques de forme
filamenteuse, présentent une diminution de la phosphorylation en S935 ainsi qu’une diminution de
la liaison de LRRK2 a Ia protéine 14-3-3 (R. J. Nichols et al. 2010; Doggett et al. 2012; Evy
Lobbestael et al. 2013; Xianting Li et al. 2011; Alegre-Abarrategui et al. 2009; Kett et al. 2012).
Le méme phénoméne de déphosphoryation de LRRK2 en S935, diminution de la liaison
LRRK?2:14-3-3 et accumulation filamenteuse de LRRK2 dans le cytoplasme est observé suite a
I’inhibition pharmacologique de LRRK2. De plus, la surexpression de 14-3-3 permet d’inverser le
phénotype filamenteux induit par les mutants pathogeénes LRRK?2 et apres inhibition de la fonction
kinase de LRRK2 (Blanca Ramirez et al. 2017), ce qui est corrélé avec une augmentation de la
phosphorylation en S935 et une diminution de la liaison au GTP. Par rapport a la fonction GTPase
de LRRK2, les mutations de ces acides aminés, R1398 et T1343, ont une importance fonctionnelle
pour la protéine LRRK2 (Biosa et al. 2013) car la présence de ces mutations abolit la liaison du
GTP a la protéine LRRK2 et prévient la formation d’accumulations filamenteuses de LRRK2.
Cependant ces mutants n’entrainent pas de modification de la phosphorylation S935 par rapport a
leurs homologues non mutés respectifs. Ces données suggerent que la déphosphorylation des sites
de phosphorylation hétérologue observée chez les mutants pathogeénes et lors de 1’inhibition
pharmacologique de LRRK2 n'est pas suffisante pour provoquer la relocalisation de la protéine
sous d’accumulations filamenteuses cytoplasmiques (Blanca Ramirez et al. 2017).

De méme, une question persiste quant a savoir si la déphosphorylation de LRRK2 est toxique pour
la cellule ou pas. En effet, une déphosphorylation rapide de LRRK2 en S935 est retrouvée apres
un traitement avec des inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK2 (N. Dzamko et al. 2010; X.
Deng et al. 2011). Ces traitements sont considérés comme des thérapies potentielles pour la MP.
De facon intéressante, la déphosphorylation induite par les inhibiteurs de LRRK2 entraine aussi
une perte de la liaison avec la protéine 14-3-3 ainsi qu’une relocalisation de la protéine dans des
structures filamenteuses (N. Dzamko et al. 2010). De plus, cette déphosphorylation est
accompagnée d’un recrutement de la phosphatase PPP1CA (Evy Lobbestael et al. 2013). Enfin,

chez les patients parkinsoniens d’origines idiopathiques, la déphosphorylation de ces sites
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hétérologues a été retrouvée dans différentes régions du cerveau, y compris la SNc¢ (N. Dzamko et
al. 2017).

La phosphorylation cellulaire de LRRK2 est régulée en amont par plusieurs types de protéines
régulatrices sous la forme de cascades de signalisation, comprenant des kinases et des phosphatases
(N. Dzamko et al. 2012; Xianting Li et al. 2011; Chia et al. 2014; Evy Lobbestael et al. 2013;
Athanasopoulos et al. 2016). Le role des phosphorylations de LRRK?2 et de leur régulation dans le
fonctionnement physiologique et pathologique de LRRK?2 n’est pas encore défini de manicre claire.
Cependant, les observations dans des conditions physiologiques et pathologiques de déplacement
de I'équilibre de la phosphorylation vers la déphosphorylation de LRRK2 indiquent que les

phosphatases jouent un role important dans la régulation cellulaire de LRRK2.

Rappel de I’objectif de la these

Dans des travaux préalables a cette thése, des phosphatases candidates agissant sur la
phosphorylation de LRRK2 ont été identifiées par un criblage de génétique inverse. Les protéines
phosphatases sont des holoenzymes regroupant des sous-unités catalytiques et régulatrices
(Virshup and Shenolikar 2009). Par conséquent, identifier les ¢léments constituants du complexe

est essentiel.

La validation de phosphatases par 1’étude de Ia

localisation/interaction dans le compartiment de LRRK?2

Nous avons dans un premier temps analysé la localisation de ces phosphatases par rapport a LRRK2
dans la cellule par immunofluorescence. Comme il est décrit dans la littérature, LRRK2 est
distribuée de facon diffuse dans le cytoplasme des cellules (West et al. 2005; Biskup et al. 2006;
Alegre-Abarrategui et al. 2009; R. J. Nichols et al. 2010). Le traitement avec les inhibiteurs de la
fonction kinase de LRRK2, HG-10-102-01 et GSK2578215A (H. G. Choi et al. 2012; Reith et al.
2012) permet d’induire la déphosphorylation de LRRK?2 et ainsi d’étudier le réle des phosphatases
en condition de déphosphorylation. Nous avons observé un changement de la localisation de
certaines phosphatases apres une heure de traitement avec les inhibiteurs. Cette relocalisation des
phosphatases dans le méme compartiment cellulaire que LRRK2 concorde avec les nombreuses
¢tudes de la littérature. En effet, la localisation des phosphatases a proximité de leurs substrats
apparait comme un facteur essentiel pour assurer 1’activité de déphosphorylation. Cependant, pour

la phosphatase PPP1CA par exemple, I’augmentation de cette colocalisation n’est pas significative
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pour I’analyse par immunofluorescence de type statique. Dans notre étude, des expériences de
localisation dynamique ont également été réalisées par le Dr Marco Emanuele (chercheur post-
doctorant dans notre laboratoire) (Annexe 3). Ces expérimentations ont montré un recrutement
dans le temps différent selon les phosphatases, avec une relocalisation immédiate pour la sous-
unit¢ PPPICA alors qu’elle n’est visible qu’aprés 30 minutes pour les sous-unités catalytiques
PPP2CA et PPP2CB. La localisation préférentielle serait assurée par une interaction entre
I'holoenzyme et le substrat lui-méme, ou entre I'holoenzyme et un composant cellulaire associé¢ au
substrat. Cela suppose donc une association directe entre une partie de I'holoenzyme, ou 1'une des
sous-unités du complexe avec les substrats. Dans la premiére étude identifiant une phosphatase de
LRRK2 de Lobbestael et al., 1a déphosphorylation était accompagnée d’un recrutement de PPP1CA
au sein du complexe LRRK2 (Evy Lobbestael et al. 2013). Par la technique PLA, nous avons pu
confirmer une augmentation de I’interaction de PPP1CA avec la protéine LRRK2 apres le
traitement avec deux inhibiteurs différents. De la méme maniére, nous avons révélé une interaction
avec les sous-unités de PP2A, PPP2R2A et PPP2R2B. Des études antérieures ont montré que la
protéine DAPK (« Death-Associated Protein kinase ») appartenant a la famille des protéines
ROCO interagissait avec la sous-unité régulatrice B’ de PP2A, en utilisant le domaine ROC comme
site principal d’interaction (Carlessi et al. 2011). De plus, Athanasopoulos et al., ont aussi observé
une interaction de I’holoenzyme PP2A avec LRRK2 par I’intermédiaire du domaine ROC
(Athanasopoulos et al. 2016). Cependant, ils n’ont pas identifi¢ quelles sous-unités régulatrices
interagissaient avec LRRK2. Une caractéristique structurelle des sous-unités B de PP2A est la
présence de cing répétitions WD-40 dégénérées (Neer et al. 1994). Les répétitions WD-40 sont des
séquences de 40 acides aminés peu conservées qui se terminent généralement par le tryptophane-
aspartate (WD) et dont on pense qu'elles interviennent dans les interactions protéine-protéine. A
cet égard, les résultats obtenus avec I’expérience PLA montrant une augmentation de l'interaction
entre PPP2R2A et PPP2R2B avec la protéine LRRK2 qui comprend elle aussi un domaine répété
WD40 (Mata et al. 2006), suggere que la liaison des deux sous-unités B & LRRK2 pourrait étre
médiée par leur répétition WD-40. Il serait intéressant de faire les mémes expérimentations avec
des formes tronquées de la protéine LRRK2 pour confirmer cette hypothése. A travers ces résultats,
notre travail confirme ce qui a été observé précédemment, c’est-a-dire que la déphosphorylation de
LRRK?2 induite par un inhibiteur pharmacologique de LRRK2, permet un recrutement des
phosphatases au sein du complexe LRRK?2 dans le cytoplasme de la cellule. Une autre étude a aussi

rapporté cette augmentation de la liaison de la phosphatase PP1 avec LRRK2 dans des conditions
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de stress cellulaire (Mamais et al. 2014).

Les ¢évidences pour une déphosphorylation directe de
LRRK2 par le complexe PPP2CA+PPP2R2 et I’importance de

la sous-unite régulatrice

La déphosphorylation de LRRK2 par les phosphatases est-elle directe ? Nos collaborateurs ont
montré que PP2A (PPP2CA+PPP2R2D) déphosphorylait de maniere direct LRRK2 in vitro
(Annexe 3). Afin de valider les holoenzymes qui agissent sur la déphosphorylation de LRRK2,
nous avons ensuite testé des combinaisons de sous-unités catalytiques et régulatrices de la
phosphatase PP2A dans des ovocytes de Xénope. Dans ce systéme, on peut injecter directement la
protéine souhaitée, permettant ainsi une action immédiate de celle-ci. La déphosphorylation de
LRRK?2 par des inhibiteurs est un processus rapide dans les cellules, de 1’ordre de 30 a 90 minutes
(N. Dzamko et al. 2010; X. Deng et al. 2011; Doggett et al. 2012). De plus, nos études de
microscopie dynamique ont montré une relocalisation rapide dans la cellule. Cette expérimentation
a démontré un résultat qui confirme I’implication de la protéine phosphatase PP2A sur la régulation
de la phosphorylation de LRRK2 et confirme 1’holoenzyme de fagon précise. Nous avons pu
observer une déphosphorylation dés 30 minutes pour la combinaison PPP2CA-+PPP2R2B et pour
la combinaison PPP2CA+PPP2R2A par rapport a la condition témoin. La condition PPP2CA seule
ne modifie pas la phosphorylation de LRRK2, ce qui signifie que la sous-unité régulatrice B
(PPP2R2.) confere une activité complete lorsqu'elle interagit avec la sous-unité catalytique C (Y.
Xu et al. 2006). Ces observations concordent avec des études antérieures qui ont démontré que
I'holoenzyme est plus efficace pour déphosphoryler des protéines cibles spécifiques (par exemple
la protéine Tau) que le « core » dimere et encore plus que PPP2CA seule (Ferrigno, Langan, and
Cohen 1993; Goedert et al. 1992).

Afin de confirmer ces résultats ainsi que ceux de nos collaborateurs sur 1’activité catalytique de
I’holoenzyme quand celle-ci est compléte (Annexe 3), nous avons surexprimé les sous-unités
catalytiques et régulatrices seules dans les cellules HEK-293T (Figure 34). Les sous-unités
catalytiques seules sont insuffisantes pour obtenir une déphosphorylation de LRRK2 alors que la
surexpression des sous-unités régulatrices permet d’obtenir une déphosphorylation significative de

LRRK2, notamment pour PPP1R3F et PPP2R2B. Au travers de ces expérimentations, nous avons
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démontré que la sous-unité catalytique sans la présence de sa bonne sous-unité régulatrice ne

présente aucun effet sur la déphosphorylation de LRRK2.

Confirmation de la validation des phosphatases de LRRK?2

en condition d’expression endogene et liens avec la MP

Afin de valider les phosphatases agissant sur la phosphorylation de LRRK2 dans un systéme
d’expression endogene, nous avons choisi d’utiliser la technologie CRISPR-dCas9 pour moduler
de facon précise I’expression des différentes sous-unités constituant les holoenzymes PP1 et PP2A.
Ce systeme CRISPR-dCas9 est un outil treés puissant pour décortiquer la fonction des geénes. En
effet, la modulation de I’expression des génes au niveau de loci endogenes (Qi et al. 2013; Perez-
Pinera et al. 2013; Gilbert et al. 2013; Maeder et al. 2013) permet d’établir des observations dans
des conditions physiologiques pertinentes et d’obtenir ainsi une meilleure compréhension des voies
de signalisation. Dans nos expériences, nous avons pu montrer que la technique fonctionnait, avec
des résultats positifs pour différentes sous-unités, PPP1CA, PPP1R1B, PPP2CA et PPP2R2A. Pour
les génes dont les résultats ont été présentés au cours de cette these, la séquence sgARN ciblait une
zone entre -100 et +1 autour du TSS. La séquence sgARN pour PPP1R1B, qui démontre la plus
forte activation, se trouve a -65 du TSS. Ceci est en accord avec la zone a cibler par le CRISPRa
(Du and Qi 2016b; Du and Qi 2016a). Ces résultats prouvent donc que 1’identification de la
séquence proche du TSS était correcte. Dans les expérimentations avec le systéme CRISPR-dCas9,
nous n’avons pas observé de changement de la phosphorylation de LRRK2 quand I’expression des
sous-unités catalytiques PPP1CA ou PPP2CA ¢était modulée. Ce résultat est en adéquation avec
notre précédente conclusion sur I’inefficacité¢ de la sous-unité catalytique a agir seule sur son
substrat. Dans le méme temps on peut aussi penser que 1’effet de nos CRISPR n’est pas assez
efficace pour observer une variation de la phosphorylation de LRRK2. En revanche, la variation
des niveaux endogénes des sous-unités régulatrices PPP1R1B et PPP2R2A a un effet sur la
phosphorylation de LRRK?2. Cette expérimentation confirme donc que les sous-unités régulatrices

sont essentielles pour I’activité catalytique des holoenzymes phosphatase sur LRRK?2.

De maniére intéressante, 1’augmentation de I’expression endogeéne de la sous-unité régulatrice
PPPIRI1B augmente significativement la phosphorylation de LRRK2. PPP1R1B, aussi appelée
DARPP-32, est une sous-unité inhibitrice de PPP1CA (H. C. Hemmings, Greengard, et al. 1984;

P. Cohen 2002) qui est régulée dans le cerveau, plus spécifiquement dans le striatum par la voie de
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signalisation de nombreux neurotransmetteurs incluant la DA et la sérotonine (Greengard, Allen,
and Nairn 1999). Ces travaux ont notamment été récompensés du Prix Nobel en 2000. La DA active
le récepteur D1, ce qui entraine une augmentation du niveau d’AMPc menant a une augmentation
de P’activité de la protéine kinase PKA. PPP1R1B est phosphorylée sur le résidu Thr34 par la PKA
(H. C. Hemmings, Greengard, et al. 1984). La sous-unit¢ PPP1R1B phosphorylée inhibe I’activité
de PPP1CA. Une équipe a montré que LRRK2 était déphosphorylée dans les cerveaux de patients
parkinsoniens (N. Dzamko et al. 2017). Or, la diminution du taux de DA observée chez les patients
parkinsoniens peut induire une diminution de I’activit¢é de PKA et induire de manicre indirecte
I’activation de PPP1CA qui peut ainsi déphosphoryler LRRK2. De plus, Dzamko et al., ont
démontré que les niveaux de protéines totaux de LRRK2 ¢étaient augmentés dans des stades
précoces de la maladie chez I’homme. Une autre étude chez la souris, a démontré que la
surexpression de LRRK2 altérait les niveaux de DA et augmentait le taux de protéine totale de
PPPIRI1B mais le taux de phosphorylation de PPP1R1B en T34 n’était pas modifi¢ (Beccano-
Kelly, Volta, Munsie, et al. 2015). Il reste a étudier si la régulation de l'activité de PP1 par la DA
pourrait moduler la phosphorylation de LRRK2. Il serait alors intéressant de mesurer la

phosphorylation de LRRK2 en S935 dans ces échantillons de souris surexprimant LRRK?2.

La modulation des niveaux de PPP2R2A entraine une variation de la phosphorylation en S935. Ce
résultat démontre que cette sous-unité¢ est un régulateur majeur dans la phosphorégulation de
LRRK2. La diminution de I’expression de PPP2R2A entraine une augmentation de la
phosphorylation de LRRK2, cela démontre que LRRK2 est un substrat de 1’holoenzyme composé
de PPP2R2A. D’un autre coOté, 1’augmentation de son expression augmente aussi la
phosphorylation en S935 de LRRK?2. Une hypothése envisageable pour expliquer ces observations
contradictoires est que 1’holoenzyme ne serait pas active, la sous-unité catalytique serait méthylée

empéchant le recrutement de PPP2R2A.

Au regard des résultats obtenus avec le systtme CRISPR-dCas9, il reste certains points a éclaircir.
En effet, un systéme d’expression endogeéne est plus représentatif que des systemes de
surexpression de protéines exogenes qui vont participer a « forcer le systeme » de la cellule.
Néanmoins c’est un point de départ qui permet de « déblayer le terrain ». Travailler sur des
systemes endogenes est la fagon d’obtenir les résultats les plus représentatifs de la physiologie

naturelle d’un systéme biologique.
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La correspondance de la distribution tissulaire de LRRK2

avec ses phosphatases

Avec la sous-unité régulatrice comme ¢élément variable, un large répertoire d’holoenzymes
fonctionnelles peut étre engendré. Ce serait cette sous-unité régulatrice qui permettrait également
la localisation spécifique de la partie catalytique (P. T. Cohen 1997; Honkanen and Golden 2002;
Mathieu Bollen et al. 2010; Shi 2009). Les sous-unités catalytiques de PP1 et PP2A sont exprimées
de maniere ubiquitaire alors que les sous-unités régulatrices sont localisées de maniere plus
spécifique. Alors que les sous-unités de la famille B de PP2A qui comprennent quatre membres
(PPP2R2A, PPP2R2B, PPP2R2C, PPP2R2D) n’ont pas la méme distribution tissulaire. PPP2R2A
et PPP2R2D ont une distribution tissulaire ubiquitaire, alors que PPP2R2B et PPP2R2C sont
spécifiques au cerveau (V Janssens and Goris 2001). D’autre part, les niveaux de PPP2R2A et
PPP2R2D sont tres faibles dans les reins et le foie, et les plus élevés dans le cerveau (Schmidt et
al. 2002; Stefan Strack et al. 1999). Dans le méme temps, LRRK2 est exprimée aussi de manicre
différente selon les organes avec une expression modérée dans le cerveau et un fort taux dans les
reins (Galter et al. 2006; J. Taymans, Van den Haute, and Baekelandt 2006; West et al. 2014). On
peut donc penser que différentes compositions en holoenzymes régulées par les sous-unités
régulatrices vont moduler la phosphorylation de LRRK2 selon les tissus étudiés. De plus, dans un
méme tissu, les sous-unités régulatrices ont des localisations subcellulaires distinctes. En effet,
PPP2R2A est principalement cytosolique/nucléaire. Dans notre étude, nous le retrouvons
principalement dans le noyau. PPP2R2B et PPP2R2D sont retrouvées de manicre diffuse dans le
cytosol mais sont exclues du noyau. Tandis que PPP2R2C est fortement enrichie dans la fraction
du cytosquelette. La protéine LRRK2 est retrouvée associée avec le centrosome et les microtubules
(Mamais et al. 2014; Kett et al. 2012; Alegre-Abarrategui et al. 2009) conférant un réle important
a LRRK?2 dans la régulation de nombreux processus cellulaires clés incluant le trafic vésiculaire,
la croissance neuritique ainsi que dans la polarité et la migration de la cellule (D. MacLeod et al.
2006; D. A. MacLeod et al. 2013; Madero-Pérez, Fdez, et al. 2018; Beilina et al. 2014; Parisiadou
et al. 2009; Caesar et al. 2013; 1. Choi et al. 2015; Moehle et al. 2015; Steger et al. 2017; Winner
etal. 2011; Blanca Ramirez et al. 2017; A. Raquel Esteves and Cardoso 2017). D’un autre coté, le
centrosome est une cible privilégiée de certaines phosphatases (Ou and Rattner 2004). De plus,
PP1 et PP2A agissent sur la protéine Tau (H. Liao et al. 1998; Sontag et al. 1995). Il est possible

que la relocalisation s’opeére au niveau de ces ¢léments dans la cellule et que les protéines LRRK?2
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mutées qui possédent une augmentation de leur localisation au niveau des microtubules (Blanca
Ramirez et al. 2017) soient plus sensibles a la régulation des phosphatases et donc sont retrouvées

plus fortement déphosphorylées.

LRRK?2, ses phosphatases, son ubiquitination et sa stabilité

Des rapports récents ont suggéré que l'ubiquitination de LRRK?2 est liée a la déphosphorylation de
LRRK2 (J. Zhao et al. 2015) et que I'inhibition de la fonction kinase de LRRK?2 modifie les niveaux
d'expression de LRRK2 (Herzig et al. 2011; Fell et al. 2015; Fuji et al. 2015; J. Zhao et al. 2015;
E. Lobbestael et al. 2016).

Les résultats présentés dans notre papier montrent donc une interaction entre la phosphorylation
LRRK?2 et I'ubiquitination et/ou stabilit¢ de LRRK2 (Annexe 3), suggérant que LRRK2 peut étre
placée dans la classe de molécules et de voies régulées par l'interaction de la phosphorylation et de
I'ubiquitination (Hunter 2007) dans laquelle les phosphatases PP1 et PP2A régulent les niveaux
d'expression de LRRK2 (Figure 46).
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Figure 46 : La déphosphorylation de LRRK?2 par le recrutement des phosphatases PP1 et PP2A induit son
ubiquitination.

LRRK?2 existe sous forme de protéine phosphorylée avec une distribution cytoplasmique homogéne dans les cellules.
En cas d'inhibition de I’activité kinase de LRRK2 ou en présence de mutants pathogénes liés a la MP, N1437H,
R1441C/G, Y1699C et 12020T, il existe un recrutement physique des phosphatases avec LRRK2. La composition des
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holoenzymes proposée est : PPP2CA+PPP2R2A/B/C et D, PPP1CA+sous-unit¢ R (qui reste a définir). La
déphosphorylation conduit a la re-distribution de LRRK2 entrainant une accumulation intracellulaire, souvent décrite
comme étant des structures filamenteuses ou « skein-like structure » et/ou a 1’ajout de résidus ubiquitines sur LRRK2
par une ubiquitine ligase, pouvant mener a la dégradation de LRRK2 (D’aprés M.F. Bolliger, M. Drouyer, E.
Lobbestael et al, en soumission).

L'observation que LRRK?2 est dégradée apres 1'inhibition de sa fonction kinase a des implications
importantes pour le développement d'inhibiteurs de LRRK?2 en tant que stratégie thérapeutique de
la MP. En effet, des études précliniques d’inhibiteur de la fonction kinase de LRRK2 ont révélé
des changements morphologiques dans les pneumocytes de type II de poumon, chez les rongeurs
(Fell et al. 2015) et chez les primates non humains (Fuji et al., 2015). Ces observations rappellent
les changements observés dans le poumon des souris KO LRRK2 (Baptista et autres 2013). Cela
suggere une corrélation directe entre la diminution des taux de protéine LRRK2 et I'inhibition de
la LRRK2 kinase. De plus, dans des souris KI LRRK2 S910A/S935A mimant la déphosphorylation
(S>A) de ces résidus, des diminutions du taux de protéine LRRK2 ont été observées seulement
dans les reins mais pas dans le cerveau (Y. Zhao et al. 2018). En revanche, cette réduction n’était
pas accompagnée du phénotype morphologique observé précédemment chez des souris KO
présentant une perte totale de LRRK2 (Tong et al. 2010; Tong et al. 2012). Au regard de ces
observations, il apparait clairement une relation entre les niveaux d’expression de la protéine et les
effets des phosphorylations sur les sites hétérologues. Des ¢études futures seront nécessaires pour

¢lucider pleinement cette relation.

LRRKZ2, ses phosphatases et la MP

Chez les patients parkinsoniens sporadiques, une diminution de la phosphorylation de LRRK2 a
¢été observée dans la SNc¢ (N. Dzamko et al. 2017). Par conséquent, une hypothése est que cela
pourrait étre dii a une altération de 1’expression des phosphatases. Les niveaux d'expression de
PP2A ont été testés dans les échantillons cérébraux post-mortem de patients (collaboration avec
Dr. RJ Nichols, The Parkinson Institute et Stanford University) et nous n'avons trouvé aucun
changement dans les niveaux de protéines PPP2CA/B et PPP2R2A/B/C/D dans le cerveau a
I'exception de la SNc¢ ou une légere diminution des sous-unités régulatrices a été observée par
rapport aux témoins (Annexe 3). Une ¢tude précédente de Park et ses colleégues n’avait également
observé aucun changement dans les sous-unités catalytiques et régulatrices de PP2A dans les
cerveaux de patients parkinsoniens (H.-J. Park et al. 2016). En plus du cerveau, la protéine LRRK?2
est hautement exprimée dans d'autres tissus, tels que les cellules du sang périphérique. Dans une

¢tude pilote (Annexe 2), nous avons testé¢ les niveaux d’expression des phosphatases dans des
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lignées lymphoblastoides provenant de ces sujets sains, sporadiques et porteurs de la mutation
G2019S. Nous avons trouvé que la diminution de la phosphorylation en S935 chez les patients
sporadiques était corrélée avec une augmentation de I’expression de la sous-unité catalytique de
PP2A. En revanche aucun changement n’a été¢ observé pour la sous-unité régulatrice PPP2R2A,
excepté pour les patients porteurs de la mutation G2019S ou une augmentation est détectée. Cette
¢tude pilote montre la faisabilité de tester les niveaux d’expression des phosphatases dans des tissus
ou LRRK2 est exprimée. Cependant, a la vue du nombre d’échantillons testés, nous ne pouvons
pas faire de conclusion définitive. Dans les prochaines études, les effectifs de patients a analyser
devront étre significativement relevés. De plus, il serait intéressant d’inclure des patients porteurs
d’autres mutations pathogeénes de LRRK2, notamment celles qui présentent une déphosphorylation
en S935.

Tres récemment, une équipe a mis en €vidence par la technique de PLA une perte de la liaison de
la protéine 14-3-3 avec LRRK2 dans la SNc¢ de patients idiopathiques (Di Maio et al. 2018). Nous
avons de notre c6té dans ces travaux de theése observé une interaction par PLA entre LRRK2 et les
phosphatases et cette interaction était augmentée en condition de déphosphorylation. Il serait donc
intéressant de procéder a cette technique de PLA dans la SNc de patients idiopathiques pour

visualiser I’interaction de LRRK?2 avec ses phosphatases.

Dans leur étude, Park et ses collégues ont démontré une expression nettement diminuée de la forme
PP2A méthylé dans la SN et le cortex frontal de patients parkinsoniens (H.-J. Park et al. 2016)
conduisant a une réduction de I'activité de I’holoenzyme (Bryant, Westphal, and Wadzinski 1999;
Tolstykh et al. 2000). L’activit¢ des phosphatases peut aussi étre régulée par les céramides
(Dobrowsky et al. 1993; Chalfant et al. 1999; Oaks and Ogretmen 2014). Une étude a montré que
chez des souris KO LRRK2, les niveaux de céramides étaient augmentés dans le cerveau total
(Ferrazza et al. 2016). De manicre intéressante, 1’activité de la glucocérébrosidase, une enzyme qui
hydrolyse les glucosylcéramides (GlcCer) en glucose et céramide, est retrouvée augmentée chez
des patients G2019S (Alcalay et al. 2015). Il serait donc utile de vérifier si ces autres mécanismes
de régulation de phosphatases sont a I’ceuvre, par exemple en mesurant I’activité des phosphatases
dans les tissus ou LRRK?2 est exprimée mais aussi en mesurant les céramides, un métabolite connu
pour augmenter 1’activité des phosphatases.

D’autres mécanismes de régulation des phosphatases de LRRK?2 pourraient passer par les protéines

Rab. L’équipe de Cesareni a montré que les protéines Rab8 et Rab9 inhibent 1’activité de PP2A en
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altérant la liaison de la sous-unité catalytique PPP2CA avec la sous-unité structurale PPP2R1A
(Sacco et al. 2016). Ceci est d’autant plus pertinent pour LRRK?2 que plusieurs protéines Rab ont
récemment ¢ét¢ validées comme de véritables substrats de LRRK2 (Steger et al. 2016; Ito et al.
2016; Zhiyong Liu et al. 2017). Cela ouvre la possibilit¢ d'un mécanisme potentiel de régulation
mutuelle par lequel LRRK?2 pourrait réguler son propre niveau de phosphorylation via la régulation

de PP2A grace a la phosphorylation de ses substrats Rab.

D’autre part, la structure de la protéine LRRK2 n’est pas encore définie méme si un modele
moléculaire, dérivé d'études cryo-EM, fournit des indications utiles sur l'organisation générale du
dimere (Guaitoli et al. 2016; Sejwal et al. 2017). Dans ce modele, I’extrémité N-ter semble étre en
contact avec le domaine ROC-COR et pourrait réguler I’activité de la protéine. A I'appui de cette
hypothese, Ito et ses collaborateurs, ont déterminé que la phosphorylation de LRRK2 en S910 et
S935 est nécessaire pour la phosphorylation de Rab 10 mais pas de celle de Rab8 (Ito et al. 2016).
De méme, le groupe du Dr. Nichols a constat¢ que la phosphorylation sur ces résidus était
¢galement nécessaire pour la phosphorylation de p62 (Kalogeropulou et al. 2018). Il est donc
probable que la phosphorégulation de sites hétérologues de LRRK2 régule indirectement la
phosphorylation des substrats de LRRK2. Plusieurs questions se posent a la vue de ces données.
Les mutants pathogéniques de LRRK2 possedent-ils des structures différentes ? Plus
particuliérement entre les mutants possédant une déphosphorylation des sites hétérologues et le
mutant G2019S. La structure de la protéine LRRK2 gouverne-t-elle le recrutement des
phosphatases que I’on a identifiées dans nos travaux ? On peut penser que les sites de
phosphorylation sont accessibles plus facilement pour les phosphatases dans les mutants présentant
une déphosphorylation accrue de ces sites. La structure de LRRK?2 est un aspect important dans la
compréhension des mécanismes physiopathologiques de la protéine mais aussi pour le
développement de nouveaux inhibiteurs ou drogues ciblant LRRK2. Dans le but d’établir une
structure 3D haute-résolution de LRRK2, une étude a essayé d’améliorer la cristallisation de
LRRK2 a bord de la station spatiale internationale (ISS) pour profiter des conditions de
microgravité (Mattea et al. 2018). Malheureusement, les conditions de microgravité n’ont pas pu

améliorer la qualité de diffraction des cristaux.
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Figure 47 : Phosphorégulation de LRRK2 : un complexe de taille ?

La phosphorégulation de la protéine LRRK2 met en jeu un nombre important de partenaires qui peuvent eux aussi étre
régulés par LRRK2. Des protéines kinases et des phosphatases sont impliquées dans la régulation des sites N-ter
(S910/935/955/973). En ce qui concerne les phosphatases, PPP1CA est confirmée mais les sous-régulatrices associées
sont encore a déterminer méme si nos travaux ont identifi¢ PPP1R3F et PPP1RI1B ; pour I’holoenzyme PP2A, les
combinaisons sont PPP2CA+PPP2R2A/B/C et D. De plus, PP2A peut potentiellement réguler le site
d’autophosphorylation S1292. (Evy Lobbestael et al. 2013; Civiero, Cogo, et al. 2017; Purlyte et al. 2018;
Kalogeropulou et al. 2018; Steger et al. 2016; De Wit, Backelandt, and Lobbestael 2018; Chia et al. 2014; Xianting Li
etal. 2011; N. Dzamko et al. 2012; R. J. Nichols et al. 2010; Athanasopoulos et al. 2016; Muda et al. 2014; Parisiadou
et al. 2014; Russo et al. 2018).
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Conclusion

La régulation de la phosphorylation de LRRK?2 est complexe et implique un nombre important de
partenaires (Figure 47). L’identification de ces partenaires est primordiale pour une meilleure
compréhension des voies de signalisation de LRRK?2 et des fonctions associées a ses voies.

La phosphorégulation de LRRK2 comme le montre la Figure 47 apparait comme un mécanisme
complexe faisant intervenir de multiples partenaires. Dans ce travail de thése, nous nous sommes
intéressés aux phosphatases régulant la phosphorylation en S935 de LRRK2. Nous avons pu
confirmer I’implication de la sous-unité¢ catalytique PPP1CA dans la régulation de S935. Nos
données in cellulo, nous permettent de proposer comme les sous-unités régulatrices PPP1R1B et
PPPIR3F associé¢es a PPP1CA constituant I’holoenzyme ciblant LRRK?2. Cependant, notre travail
n’a pas permis de définir avec certitude ces deux sous-unités régulatrices, il reste d’autres étapes
de validation pour s’assurer des sous-unités régulatrices de PPP1CA. D’un autre c6té, nous avons
pour la premicre fois identifi¢ ’holoenzyme PP2A régulant LRRK2. Athanasopoulos et al, ont
montré une interaction de PP2A avec LRRK2 mais n’avait pas confirmé son rdle dans la
phosphorégulation de LRRK?2 ni identifié les composants de 1’holoenzyme (Athanasopoulos et al.
2016). Nous avons montré que le complexe PPP2CA+PPP2RA/B/C et D est un régulateur
important de LRRK2. Nos ¢études in vitro et in cellulo ont confirmé I’implication de cette
holoenzyme composée de la sous-unité catalytique PPP2CA avec les sous-unités B (PPP2R2). De
plus, la modulation endogéne de la sous-unité régulatrice PPP2R2A démontre que cette derniére
est fortement impliquée dans le ciblage de LRRK2. Il reste toutefois a mieux définir par quels
mécanismes, 1’holoenzyme PPP2CA-+PPP2R2A induit des changements dans la phosphorylation
de LRRK2 en S935 car nous avons pu observer que la variation des niveaux endogenes de
PPP2R2A, a la fois une diminution ou une augmentation de son expression, menait a une
augmentation de la phosphorylation de LRRK?2.

Ce travail a aussi permis de mettre en évidence un mécanisme de recrutement des phosphatases au
complexe de LRRK2 par [I'utilisation d’inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK2. Ce
recrutement s’effectue différemment dans le temps avec une association immédiate de PP1 avec
LRRK2 alors que le recrutement et 1’association de PP2A avec LRRK2 sont différés d’une
trentaine de minutes. Cependant, ce travail de thése n’a pas établi quel était le mécanisme qui

permettait ce recrutement des phosphatases avec LRRK?2 au sein du cytoplasme.

143



Perspectives

Plusieurs perspectives sont ouvertes suite a ce travail. Tout d’abord, confirmer les phosphatases
qui n’ont pas montrées les effets les plus fort sur la phosphorylation de LRRK?2. De plus, dans notre
étude, nous avons utilis¢ les lignées cellulaires HEK-293T et SH-SYSY, mais il serait opportun
d’étudier aussi les lignées de cellules immunes. Des travaux récents de 1’équipe de Prof. E. Greggio
(Universit¢ de Padoue) ont montré que suivant la lignée utilisée, les effets sur les voies de
signalisation de LRRK?2 ¢étaient différents (Greggio, Bubacco, and Russo 2017; Russo et al. 2018).
De plus, dans les cellules immunes, ou I’expression de LRRK2 est trés forte, il a été montré que
les kinases 1kB phosphorylaient LRRK2 en S935 apres stimulation de ces cellules. Il serait
intéressant de regarder les effets de cette stimulation sur les phosphatases présentes dans ces
cellules. Une notion importante et qui reste encore non ¢lucidée, est le phénotype li¢ a la
phosphorégulation de LRRK2. Est-ce que la phosphorylation de LRRK?2 affecte en soi la toxicité
de LRRK?2 dans la cellule, et si oui la forme toxique de LRRK2 est-elle la forme hyperphosphorylée
ou hypophosphorylée. Dans le cas présent, il est envisageable de moduler I’expression des sous-
unités des holoenzymes de PP1 et PP2A agissant sur LRRK2 et de regarder les effets sur les
phénotypes connus de la protéine LRRK2. Les premiers mécanismes a tester pourront étre
I’autophagie (macroautophagie et autophagie régulée par les protéines chaperonnes), le trafic
vésiculaire dans lequel la phosphorylation des protéines Rab pourrait étre analysée. D’autre part,
et d’un point de vue thérapeutique, il serait intéressant de mettre au point des stratégies
thérapeutiques permettant de réguler la phosphorylation de LRRK?2 en agissant sur 1’activité de ces
phosphatases. Enfin, I’examen des niveaux d'expression ou d'activation des phosphatases régulant
LRRK?2 pourrait étre compar¢ entre des groupes témoins et des groupes de patients parkinsoniens.
Ainsi la mesure de 1’expression ou de I’activité des phosphatases pourrait servir comme potentiel
biomarqueur de I’engagement d’un inhibiteur vis-a-vis de ’activité kinase de LRRK?2. En effet, les
inhibiteurs de la fonction kinase de LRRK?2 induisent une déphosphorylation du site S935, qui est
une manicre indirecte de vérifier ’efficacité de I’inhibition. Il serait alors intéressant de mesurer
pour les mémes échantillons les niveaux d’expression des phosphatases et leur niveau d’activité
pour ainsi vérifier s’il existe une corrélation entre la déphosphorylation observée de LRRK?2 et

I’activité des phosphatases cibles.
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En conclusion, ce travail montre I’intérét de continuer a examiner et valider des phosphatases
agissant sur la régulation de la phosphorylation de LRRK2. Ces études permettront de mieux
comprendre les modalités de la régulation de LRRK2 et ouvriront des voies de recherche pour

développer des nouvelles stratégies thérapeutiques et de nouveaux biomarqueurs pour la MP.
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Annexe 1 : Position des sgARN par rapport aux promoteurs

Position des sgARN ciblant PPP1CA :

500 bases | 1 hg19
Stals 67,169,000 | ' 67,169,500 | ' g 67,170,000 |
sgRNA

PPP1CA-6 «
PPP1CA-5 ™
PPP1CA-3 5
PPP1CA-2 =
PPP1CA-1 &

EPD Eukaryotic Promoter Database
PPP1CA_2 i
PPP1CA_1 [

FANTOMS/CAGE promoter atlas
P1@PPP1CA <t

RefSeq Genes

PPP1CA
67,169,375

Position des sgARN ciblant PPP1R1B :

200 bases i hg19
Scale 37782800 37,782,900 37,783,000 37,783,100 37,783,200 37,783,300 37,783,400 37,783,500 37,783,600
| | | | | | | | |
sgRNA
PPP1R1B-2 $255
PPP1R1B-1 ]
EPD Eukaryotic Promoter Database
PPP1R1B_4 —r]
PPP1R1B_1
PPP1R1B_3 —)
FANTOMS/CAGE promoter atlas
p1@PPP1R1B =
RefSeq Genes
PPP1R1B
37,783,177
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Position des sgARN ciblant PPP2CA :

200 bases t i hg19
Scale 133,561,700 133,561,800 133,561,900 133,562,000 133,562,100 133,562,200 133,562,300 133,562,400
| | | | | | | |
sgRNA
PPP2CA-2 -
PPP2CA-1 =
PPP2CA-5 -
PPP2CA-3 -
EPD Eukaryotic Promoter Database
PPP2CA_1 —
FANTOMS/CAGE promoter atlas
p1@PPP2CA <=
RefSeq Genes
PPP2CA mm
133,562,950
Position des sgARN ciblant PPP2R2A :
200 bases + i hg19
Scale
26,148,900 26,149,000 26,149,100 26,149,200 26,149,300 26,149,400
| | | | | |
sgRNA
PPP2R2A-6 ww
PPP2R2A-4 e
PPP2R2A-3 e
EPD Eukaryotic Promoter Database
PPP2R2A_1 —T1
FANTOMS5/CAGE promoter atlas
p1@PPP2R2A =
RefSeq Genes
PPP2R2A -

26,149,007
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Annexe 2 : Etude pilote sur I’investigation du niveau
d’expression des phosphatases dans des cellules provenant

de patients parkinsoniens

La notion de biomarqueur est un indicateur essentiel dans le domaine médical. Or pour la MP, la
découverte de biomarqueurs est devenue cruciale comme outil pour diagnostiquer la maladie plus
rapidement et a un stade précoce. Le biomarqueur est aussi un outil qui peut servir d’indicateur de
I’efficacité des traitements.

Par le lien de notre équipe avec le service de Neurologie du CHU de Lille, nous disposons
d’¢échantillons biologiques tels que du sang ou des échantillons de liquide céphalorachidien (ou
méme des fibroblastes) provenant de patients parkinsoniens (génétiques et sporadiques) et de sujets
témoins.

Les lymphoblastoides sont des lymphocytes du sang périphérique qui ont €té immortalisés par
I’Epstein-Barr Virus (EBV). Ils ont un intérét scientifique important car ils sont issus directement
des patients. Il est alors possible de travailler sur du matériel biologique relevant, pour les études
de différentes maladies (pas seulement la MP). Nous avons donc mesuré les niveaux d’expression
des phosphatases PPP1CA, PPP2CA et PPP2R2A dans les lignées cellulaires lymphoblastoides
issues de patients sporadiques (n=5, age moyen de 58,40+6,43 ans), de patients porteurs de la
mutation LRRK2 G2019S (n=6, 4ge moyen de 60,00+9,74 ans) et de sujets témoins appariés (n=7,
age moyen de 58,29+10,81 ans) (Tableau 10).

Tableau 10 : Données démographiques et cliniques de sujets sains, de patients sporadiques et
de patients porteurs de la mutation LRRK2 G2019S analysés dans la Figure 48.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM SPO SPO SPO SPO SPO G20 G20 G20 G20 G20 G20
Sexe M M M F F F F M M M F F M M F F F F
Age 42 50 57 55 62 68 74 51 62 65 52 62 50 53 54 60 68 75
AAO N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 38 59 62 47 59 43 34 45 59 61 70

Abréviations : TEM, sujets témoins ; SPO, patients parkinsoniens sporadiques ; G20, patients parkinsoniens porteur
de la mutation LRRK2 G2019S ; AAO, date début de la maladie ; N/A, non applicable.

Dans les lysats de cellules lymphoblastoides provenant de ces sujets, nous avons mesuré différents

parametres tels que la phosphorylation de LRRK2 en S935 chez les trois groupes. Pour chacun des

194



trois groupes, les niveaux d’expression des sous-unités PPP1CA, PPP2CA et PPP2RR2A ont été
mesurés par WB (Figure 48).

La question posée dans cette expérimentation est : Est-ce que la mesure de la phosphorylation est
corrélée avec la mesure des niveaux d’expression des phosphatases testées ?

Comme on peut I’observer sur la Figure 48A et B ci-dessous, la phosphorylation en pS935 est
diminuée chez les patients sporadiques par rapport au groupe Témoin (p=0.17), cette diminution
est significativement différente comparée au groupe G2019S (p<0.05).

De maniére intéressante, chez le groupe sporadique, ou la diminution en pS935 est observée, une
augmentation significative du niveau d’expression de la sous-unité catalytique PPP2CA est
retrouvée par rapport au groupe témoin (Figure 48D). Le niveau de la sous-unité régulatrice
PPP2R2A est retrouvé inchangé chez les patients sporadiques alors qu’il est augmenté chez le
groupe G2019S par comparaison au groupe témoin (p<0.05) (Figure 48E). Au contraire de la sous-

unit¢ PPP1CA ou aucun changement n’est observé entre les trois groupes (Figure 48F).
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Figure 48 : Expression de la protéine LRRK2 et des sous-unités PPP2CA, PPP2R2A et PPP1CA dans des lignées
cellulaires lymphoblastoides immortalisées par EBV issues de patients sporadiques, G2019S et de sujets
témoins.

Des cellules lymphocytaires du sang périphérique ont été isolées chez 7 sujets témoins, 5 patients avec MP sporadiques
et 6 patients porteurs de la mutation G2019S. Des lysats de protéines ont été collectés et analysés pour la protéine
LRRK2, LRRK2 phosphorylée en sérine 935, les protéines PPP2CA, PPP2R2A et PPP1CA (A). Les quantifications
du rapport de LRRK?2 phosphorylée sur la sérine 935 a LRRK2 totale ont été déterminées (B) ainsi que I’expression
des protéines totales pour LRRK2 (C), PPP2CA (D), PPP2RA (E) et PPP1CA (F). Tous les immunoblots ont été
normalisés avec la Pactine. Les résultats sont représentés en moyenne = SEM. *p<0.05 comparaison entre Groupe
Sporadique ou G2019S et Groupe Témoin ; # p<0.05 comparaison entre Groupe Sporadique et Groupe G2019S. Les
différences entre les valeurs moyennes des groupes ont été déterminées par une analyse Kruskal-Wallis suivie d’un
test post-hoc de Dunn.
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Protein phosphatase 2A holoenzymes regulate leucine-rich repeat kinase 2
phosphorylation and accumulation
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LRRK2 is a highly phosphorylated multidomain protein and mutations in the gene
encoding LRRK2 are a major genetic determinant of Parkinson’s disease (PD).
Dephosphorylation at LRRK2’s S910/S935/8955/S973 phosphosite cluster is observed in
several conditions including in sporadic PD brain, in several disease mutant forms of

1
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LRRK2 and after pharmacological LRRK2 kinase inhibition. However, the mechanism of
LRRK2 dephosphorylation is poorly understood. Therefore, we performed a
phosphatome-wide reverse genetics screen, revealing LRRK2 phosphorylation regulators
linked to the PP1 and PP2A holoenzyme complexes as well as CDC25 phosphatases.
Testing in mammalian cells, Xenopus oocytes and in vitro, including confirmation on
endogenously expressed proteins using CRISPR/dCas9 singled out the PP2A holoenzyme
PPP2CA:PPP2R2 as a powerful phosphoregulator of pS935-LRRK2. Furthermore, we
demonstrated that this specific PP2A holoenzyme triggers LRRK2 ubiquitination,
suggesting its involvement in LRRK2 clearance. The identification of the
PPP2CA:PPP2R2 complex regulating LRRK2 S910/8935/S955/S973 phosphorylation
paves the way for studies refining PD therapeutic strategies that impact LRRK2
phosphorylation.

Significance

LRRK2 is a multiphosphorylated protein implicated in Parkinson disease. Dephosphorylation of LRRK2 at
specific sites is associated with PD, however a systematic search for LRRK?2 phosphatases has yet to be
reported. Here, we present the first unbiased search for LRRK2 phosphatases, using a reverse genetics
screen, identifying a LRRK2 phosphorylation complex composed of PP2A catalytic and regulatory
subunits that act together as a holoenzyme to regulate LRRK?2 phosphorylation. In addition, we have found
that this PP2A holoenzyme regulates not only LRRK?2 phosphorylation but also LRRK?2 expression levels,
suggesting a phosphatase mediated regulation of LRRK?2 clearance. These data provide key mechanistic
insight into the regulation of LRRK2 phosphorylation and accumulation that are key features of LRRK2
disease and LRRK?2 therapeutic targeting.

Mutations in the leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2) gene are one of the most prevalent causes of

monogenic PD (1) with several mutant forms of LRRK?2 segregating with disease, including N1437H,
R1441C/G/H, Y1699C, G2019S and 12020T (2). LRRK2 mutations are also present in apparently sporadic
cases of PD, with prevalence of 2% to up to 40% in certain population groups. In addition, LRRK2 was
genetically associated to PD in several independent genome-wide association studies (GWAS) (3-5).
Moreover, PD patients carrying the LRRK2 mutations, such as the G2019S mutation in the LRRK2 kinase
domain, show a clinical and neuropathological profile that is very similar to sporadic PD (6, 7), indicating
that LRRK2 contributes to a PD disease pathway common to both familial and sporadic PD. Finally,
LRRK?2 kinase activity is shown to be activated in both familial and sporadic PD (8, 9) making LRRK?2 a
priority therapeutic target for novel disease-modifying therapies for PD.

LRRK2 is a complex protein of 2527 amino acids containing several predicted
functional domains consisting of a ROC-type GTPase domain as well as a
serine/threonine protein kinase domain (10). LRRK2 is highly phosphorylated with two
notable classes of phosphorylation sites, one of autophosphorylation sites clustering in or
near LRRK2’s Ras-GTPase-like domain (termed ROC) and another of heterologous
phosphorylation sites in the N-terminal ANK-LRR interdomain region (11). Evidence of
a physiological role for LRRK2 phosphorylation has accumulated in recent years for
those phosphosites of the N-terminal region, a.o. at positions S910, S935, S955 and S973.
Phosphorylation levels at these sites are reduced for several pathogenic mutants such as
N1437H, R1441C/G, Y1699C and I12020T compared to wild type LRRK2 when

2
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expressed in cell culture or animal models (2, 12-14). Also, all of these sites are rapidly
dephosphorylated upon LRRK?2 inhibitor treatment, considered as a potential therapeutic
approach.

Interestingly dephosphorylation of the phosphosites of the LRRK2 N-terminal
region in the presence of LRRK2 PD mutations or inhibition of LRRK2 led to similar
cellular LRRK?2 phenotypes such as its accumulation in cytoplasmic inclusions and
filamentous skein-like structures, loss of 14-3-3 binding and increased binding of PP1 in
cell (and animal) models (2, 13, 15). In addition, phosphorylation at these sites is reduced
in PD brains (16), suggesting that LRRK2 dephosphorylation is linked to PD
pathogenesis. Furthermore, phosphoregulation of these sites indirectly regulates LRRK2
substrate phosphorylation (17, 18), and therefore the kinases and phosphatases that
modify LRRK?2 are prime targets for elucidation.

To date, several studies have reported kinases phosphorylating LRRK2 including
casein kinase 1o, cAMP-dependent protein kinase, or IkB kinases (15, 19-21), while the
involvement of protein phosphatases in the regulation of LRRK2 phosphorylation and
function has not been extensively explored. Our previous study revealed that the protein
phosphatase 1 (PP1) catalytic subunit PPPICA can regulate S935-LRRK2
phosphorylation levels (13), although, precise regulatory subunits are not yet known.
Indeed, PP1, like PP2A, functions solely as a multimeric enzyme (a.k.a. holoenzyme)
consisting of a catalytic and a regulatory subunit, and does not function as free monomers
in eukaryotic cells (22). Besides the regulation of LRRK2 by PP1, other phosphatases
have been reported in relation to LRRK2 as interactors (23, 24) or genes whose
expression is regulated by LRRK2 (25). However, the effects of these phosphatases on
LRRK2 phosphorylation are still unknown. Note that PP1 and PP2A refers to proteins
that constitute heterodimeric or heterotrimeric holoenzyme complexes, respectively,
formed by the association of catalytic with regulatory subunits as well as a scaffolding
subunit for PP2A, while individual catalytic or regulatory subunits are denoted by their
HUGO gene nomenclature.

Therefore, in order to identify additional LRRK2 phosphorylation regulators, we
performed a phosphatome-wide reverse genetics screen. The reverse genetics approach
has previously successfully been employed to identify the components of phosphatase
holoenzymes (26). Here the findings from our primary screen were confirmed in
secondary screens and extensively characterized by using a combination of different
models and techniques. Our results both confirmed a role for PP1 and revealed a role for
a specific PP2A holoenzyme, denoted PPP2CA:PPPR2RA/B/C/D, in LRRK2
phosphoregulation.

Results

Phosphatome-wide reverse genetics screen for regulators of Ser935-LRRK2
phosphorylation. In order to identify phosphatases involved in the dephosphorylation of
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the LRRK2 phosphosites clustered in the interdomain region between the ankyrin repeat
(ANK) domain and leucine-rich repeat (LRR) domain (S910/S935/S955/8973; Fig. 1 4),
we performed a phosphatome-wide RNAi screen using siRNAs directed against 298
phosphatases and phosphatase regulatory proteins in LRRK2 expressing U20S cells (Fig.
1 B). As readout, we chose a previously developed high throughput method using time-
resolved FRET that detects pS935-LRRK2 levels in cellular lysates (27). Assay
performance was confirmed on each plate using multiple controls, including reduced
pS9335-LRRK2 following pharmacological LRRK2 kinase inhibition as well as following
siRNA knockdown of LRRK2. In addition, we observed no significant difference in
pS935-LRRK2 levels between untransfected cells and cells transfected with a non-
targeting negative control siRNA.

A graphic overview of the effects of siRNA mediated knockdown of individual
phosphatases on pS935-LRRK2 is given (Fig. 1 C). Values of pS935-LRRK2 levels
averaged over the three siRNAs tested per phosphatase/phosphatase regulator are ranked
from lowest to highest and range from -55% to +35% relative to the no knockdown
control. At a macro level, it is apparent that the majority of the siRNAs lead to an
increase in LRRK2 phosphorylation levels. From the 298 different phosphatases and
phosphatase regulators tested in this primary screen (Fig. 1 C and Datasets), we selected
39 candidate phosphatases/phosphatase regulators for confirmation in a secondary
screening (S Appendix, Table S1). This selection was based firstly on the amplitude of
the change in LRRK2 pS935 phosphorylation effected by the phosphatases/phosphatase
regulator knockdown. The most important changes were categorized under PP1-related,
PP2A-related, tyrosine phosphatases, as well as dual specificity and other phosphatases.
As observed in ST Appendix, Table S1, some additional phosphatases were included for
further testing based on their close homology to positive hits. For instance, PPP1CA and
PPP1CC were included in the list despite a modest effect of the knockdown because of
their close homology with PPP1CB, one of the top hits.

Secondary screen via phosphatase subunit knockdown. For each of the 39 selected
hits, two knockdown constructs per hit were cloned in LV transfer plasmids encoding a
miRNA embedded short hairpin sequence directed against the different phosphatase hits
(pLV_miR (28), see SI Appendix, Table S2). LVs for phosphatase/phosphatase regulator
knockdown were used to transduce LRRK2 expressing cells both in the presence and the
absence of the compound LRRK2-IN1. Although the S935 site and other sites in this
phosphosite cluster were demonstrated to be heterologous phosphorylation sites (21, 29),
rapid dephosphorylation of these sites can be induced in particular by LRRK2-IN1(30)
and in general by most inhibitors of LRRK2 kinase activity (14, 31). As we have shown
previously that LRRK2-IN1 mediated S935-LRRK2 dephosphorylation is dependent on
phosphatases (13), we here combined phosphatase knockdown with LRRK2 inhibitor
treatment in order to test candidate LRRK2 phosphatases in dephosphorylation conditions
(Fig. 1 D and F and SI Appendix, Table S1). The secondary knockdown screen revealed
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an overall trend to increases in LRRK2 phosphorylation and knockdown hits mostly
related to PP2A were confirmed to modulate LRRK2 phosphorylation under these test
conditions.

Secondary screen via overexpression of catalytic and regulatory phosphatase
subunits. Prior to selecting hits for in-depth characterization, we decided to also test the
effects of phosphatase overexpression on LRRK2 S935 phosphorylation, for the PP1-,
PP2A- and CDC-related hits. We tested the activity of reconstituted complexes on
LRRK2 in cells, using co-expression (Fig. 2). Of the seven putative PP1 regulatory
subunits that scored highly in our screens as potential LRRK?2 regulators, we found that
the PPP1CA:PPP1R3F complex reproducibly induced LRRK2 dephosphorylation across
multiple sites of the S935 cluster (Fig. 2 A4). We next tested co-expression of catalytic
PP2A subunits along with the various regulatory subunits, with the scaffolding subunit
being constant at endogenous levels. For the eight different regulatory subunits tested, we
found that PPP2R2A/B/C/D and to a lesser extent PPP2R3C induced reductions in
LRRK2 phosphorylation (Fig. 2 B). We also found that expression of CDC25A/B/C all
induced LRRK2 dephosphorylation (Fig. 2 C), with CDC25C showing the greatest effect.

Subcellular co-localization analysis of LRRK2 and phosphatase subunits via
fluorescence microscopy and videomicroscopy. Based on the results of the primary
screen and secondary screens, we decided to further characterize the PP1, PP2A and
CDC related hits (SI Appendix, Table S1).

One way of further confirming candidate LRRK?2 phosphatases is to examine their
overlap with LRRK2 in subcellular localization. LRRK2 is diffusely located in the
cytoplasm under basal conditions. However, after the induction of LRRK2
dephosphorylation by kinase inhibition or in the presence of some LRRK2 clinical
mutants, LRRK2 will relocate to discrete filamentous accumulations or punctae.
Therefore, we proceeded to test subcellular co-localization of LRRK?2 and phosphatases
under basal conditions and in conditions of kinase inhibitor induced dephosphorylation.
We assessed whether the colocalization between candidate LRRK2 phosphatases and
LRRK2 is modulated in conditions of LRRK?2 dephosphorylation in HEK-293T cells co-
transfected with FLAG-phosphatases (17 different candidate phosphatases, SI Appendix,
Table S1) and GFP-LRRK2 and treated one hour with LRRK2 inhibitor HG-10-102-01
(32) or DMSO.

As previously described (14, 30, 33), GFP-tagged wild-type LRRK2 protein was
found in a purely cytosolic localization in the majority of cells (Fig. 3 4). Under basal
condition, PP1 isoforms colocalized with LRRK2 in the cytoplasm except for PPP1CC,
PPP1R3B, PPP1R3F, PPP1R16B and PPP1RS (Fig. 3 4 and ST Appendix, Fig. S1). Most
of the PP2A isoforms were primary localized in the nucleus (Fig. 3 4 and SI Appendix,
Fig. S2). We observed an increased colocalization for LRRK2 with PPP1CC, PPP1R1B
and PPP1R3B after one hour treatment with HG-10-102-01 compound (Fig. 3 4 and B).
Interestingly, we observed a significant enhancement of the colocalization between
LRRK2 and PPP2CA, PPP2CB, PPP2R2A and PPP2R3C in the cytoplasm of the cells
after inhibitor treatment (Fig. 3 4 and B). We also performed live cell imaging to test PP1
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and PP2A recruitment to LRRK2 in conditions of dephosphorylation with the PF-
06447475 LRRK2 kinase inhibitor (34) (Fig. 3 C and D and ST Appendix, Fig. S3). In
cells co-transfected with mCherry-tagged catalytic subunits and GFP-tagged LRRK2,
colocalization of PPP1CA and PPPICB with LRRK2 was enhanced rapidly after
inhibitor addition (Fig. 3 C and D and SI Appendix, Fig. S3 4). We also observed an
enhanced colocalization between LRRK?2 and PPP2CA (Fig. 3 C and D) and PPP2CB (87
Appendix, Fig. S3 C) within minutes after application of LRRK2 kinase inhibitor,
consistent with the observation in the immunocytochemistry experiment (Fig. 3 B).

Analysis of interaction between LRRK2 and phosphatases via proximity ligation
assay (PLA). In our initial study, we found that dephosphorylation of LRRK2 was
accompanied by a dynamic recruitment of PP1 to the LRRK2 complex (13). Therefore,
besides changes in subcellular localization we wanted to know which candidate
phosphatases physically interact with LRRK2 in the cell. We used in situ detection of
LRRK2-phosphatase holoenzymes by PLA on cells co-expressing FLAG-tagged
phosphatases and GFP-LRRK2 and quantified the number of individual ligation
amplification signals per cell (Fig. 3 £ and F and ST Appendix, Fig. S4). We observed a
significant increase of PLA signals after treatment with the LRRK2 dephosphorylation
inducers HG-10-102-01 or MLi-2 for PPP1CA, PPP2CA and the two regulatory subunits
of PP2A (PPP2R2A and PPP2R2B), but not for PPP2CB (Fig. 3 £ and F and S/
Appendix, Fig. S4 A and C). Control amplifications with GFP-LRRK2 alone yielded no
PLA signals (ST Appendix, Fig. S4 B).

In vitro dephosphorylation of LRRK2 by PP2A. An important step in validating
candidate LRRK2 phosphatases is to assess the capacity of these to directly
dephosporylate LRRK2 in vitro. We have previously shown that PPP1CA efficiently
dephosphorylates LRRK?2 in vitro (13). PP2A holoenzymes were prepared by isolating
regulatory subunits with immunoaffinity chromatography, and co-purifying endogenous
scaffolding and catalytic subunits (S Appendix, Fig. S5). Full-length recombinant wild
type LRRK2 and the G2019S, R1441C and D1994A mutants were dephosphorylated by
the PPP2CA/B:PPP2R1A/B:PPP2R2D holoenzyme complex (Fig. 4 A). This
dephosphorylation was blocked by the PP2A inhibitor okadaic acid (Fig. 4 B). These
experiments confirmed that LTRRK2 ANK-LRR interdomain phosphosites are direct
substrates for PP2A. Recombinant CDC25 did not induce LRRK2 dephosphorylation in
vitro (Fig. 4 C), despite being implicated in LRRK2 dephosphorylation in HEK-293 cells
(Fig. 2 C) indicating an indirect effect on LRRK2 dephoshorylation.

Assessment of LRRK2 phosphorylation in phosphatase-injected Xenopus laevis
oocytes. As further validation by in vitro experiments, we tested reconstituted PP2A
holoenzymes in Xenopus oocytes that allows testing of recombinant proteins in a cellular
environment following direct microinjection (Fig. 4 D), thereby circumventing the issue
of the large time difference between the phosphorylation changes of LRRK2 occurring in
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short time frames (<1 hour) and the longer times needed to achieve overexpression or
knockdown of phosphatases via plasmid or LV constructs (Fig. 4 E and F). When we
injected PP2A subunits, we found that the catalytic subunit PPP2CA alone did not
significantly dephosphorylate LRRK2 compared to the control. Interestingly, when the
PP2A holoenzyme was completed with PPPR2RA or PPP2R2B regulatory subunits, we
observed a significant and rapid dephosphorylation of LRRK2 compared to both the
group injected with PPP2CA alone and the buffer control group (Fig. 4 F).

Validation of LRRK2 phosphatase holoenzymes by modulation of phosphatase
subunit expression. To further investigate whether specific PP2A holoenzymes regulate
LRRK2 phosphorylation, we generated SH-SY35Y cells with stable overexpression of
LRRK2 and stable combined knock down of the catalytic PPP2CA subunit and
regulatory PPP2R2A/B/C subunits. Treatment for 24 hours with LRRK2 kinase inhibitor
PF-06447475 revealed that reduced levels of PP2CA and PPP2R2A/B/C can prevent
LRRK2 dephosphorylation at S935 (Fig. 5 B), which was not the case at 2 hours
treatment (Fig. 5 A).

Given the inhibitor-induced LRRK2 protein destabilization (Fig. 5 B and
reference (35)), we set out to examine the effect of PPP2CA knock down on LRRK2
protein levels. Although reduced levels of the catalytic subunit PPP2CA alone did not
affect inhibitor-induced LRRK2 protein destabilization 48h after treatment, it resulted in
a significant increase in LRRK?2 protein levels in basal conditions (Fig. 5 C).

LRRK?2 is ubiquitinated in the presence of PP2A. We previously published that
LRRK2 kinase inhibitor treatment induces dephosphorylation and ubiquitination of the
protein (36). As we also observed an effect of PP2A knockdown on LRRK2 protein
levels (Fig. 5 C) we wondered if the dephosphorylation observed in HEK-293 cells by
reconstituted phosphatase holoenzymes (Fig. 2 B) could induce LRRK?2 ubiquitination. In
cells expressing these effective PP2A holoenzymes (containing the regulatory subunits
PPP2R2A/B/C/D), ubiquitination of LRRK2 was increased, while in cells expressing
other PP2A holoenzyme combinations ubiquitination levels of LRRK2 were not
significantly altered (Fig. 5 D).

Modulation of endogenous phosphatases affects endogenous LRRK2
phosphorylation. In order to study the effects of depletion and overexpression of PP1
and PP2A catalytic and regulatory subunits we opted for a genetic manipulation method,
i.e. clustered interspaced short palindromic repeats (CRISPR) technology which can be
used to direct transcriptional repressors or activators to specific genes for depletion or
overexpression of the endogenous protein (37) in order to identify those that affect
LRRK2 phosphorylation. We developed several CRISPR constructs that were validated
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for activation and repression of the selected target phosphatases subunit listed in S7
Appendix, Table S4.

We analyzed phosphorylation levels in SH-SY5Y cells stably expressing dCas9-
VP64 or dCas9-KRAB (CRISPRa and CRISPRi, respectively). Modulation of
endogenous expression of PPP1CA led to no change in LRRK2 phosphorylation nor in
total LRRK2 levels (SI Appendix, Fig. S6). This may be explained by incomplete change
of expression or the involvement of other unknown factors. When endogenous expression
of PPPIR1B (38), the regulatory inhibitor of PPP1CA, was increased, we observed an
increase in LRRK2 phosphorylation (S Appendix, Fig. S6 B). Conversely, knockdown of
PPP1R1B by CRISPRI did not alter LRRK?2 phosphorylation.

Interestingly, PPP2CA endogenous overexpression leads to no change in LRRK2
phosphorylation nor in total LRRK2 levels (SI Appendix, Fig. S6 C), while either
PPP2R2A CRISPRa or CRISPRi induce an increase of LRRK2 phosphorylation (S/
Appendix, Fig. S6 C and D). Taken together, these results suggest that phosphatase
regulatory subunits play key roles in LRRK2 phosphoregulation.

Expression levels of PP2A subunits in PD brains. In order to investigate clinical
correlates for LRRK2 phosphatases, we verified whether their expression was altered in
the brains of PD patients. Brain samples from a prior collaboration between the PICC and
Dr. Dzamko/Dr. Halliday at the University of Sydney (Australia) (16) were tested for
changes in expression levels of PP2A subunits (SI Appendix, Fig. S7). These experiments
revealed that the levels of PP2A regulatory (SI Appendix, Fig. S7 A) and catalytic (ST
Appendix, Fig. S7 B) subunits were unchanged in three brain areas of PD patients
compared to healthy controls (occipital cortex, frontal cortex, amygdala), with only the
regulatory subunits showing a slight decrease in the substantia nigra. This is in agreement
with an immunohistochemical study reporting no changes in PPP2CA/B and
PPP2R2A/B/C/D levels in both cortical and substantia nigral samples of PD patients (39).

204



Discussion

The phosphorylation state of LRRK2 at the ANK-LRR interdomain region containing the
S910/8935/8955/8973 phosphorylation sites plays a central role in the normal function of
LRRK2, governing LRRK2’s subcellular localization. Furthermore, LRRK2 is
dephosphorylated in PD patient brains (16) as are LRRK2 disease mutants expressed in
mammalian cells and animal models (2, 12, 13, 15), implicating LRRK2
dephosphorylation in the development of PD. In addition, LRRK2 kinase inhibition, a
proposed PD therapeutic strategy, induces LRRK2 dephosphorylation. By consequence,
identifying the phosphatases involved in LRRK2 dephosphorylation is important in
understanding LRRK2 function in health and disease. Crucially, several phosphatases
function as complexes called holoenzymes composed of a catalytic subunit and one or
more additional subunits filling a regulatory or scaffolding role thus providing substrate
specificity to the otherwise promiscuous catalytic subunit. In these cases, the
identification of the LRRK2 phosphatase involves confirming the activity of a
multiprotein complex. Here we present evidence showing that the phosphatase
holoenzyme PPP2CA:PPP2R2 is a direct upstream regulator of LRRK2 phosphorylation
at the ANK-LRR interdomain region.

Several pieces of evidence support the identification of PPP2CA:PPP2R2 as a
LRRK2 phosphatase holoenzyme: (1) an unbiased siRNA primary screen; (2) a
secondary shRNA(28) and overexpression screen of 39 candidate phosphatases selected
from the primary screen; (3) the recruitment of candidate phosphatases to the LRRK?2
compartment in cells under dephosphorylation conditions; (4) reconstitution of the effects
in vitro and in micro-injected oocytes with purified proteins; (5) the lack of inhibitor-
induced LRRK2 dephosphorylation in conditions of combined knock down; (6)
confirmation of the dephosphorylation dependent effect of LRRK2 ubiquitination via
PPP2CA:PPP2R2; (7) confirmation of the effect of endogenous PPP2R2A on
endogenous LRRK2 phosphorylation via expression modulation with CRISPR/dCas9.

Importantly, our study demonstrates that the dephosphorylation of LRRK?2 by the
PP2A complex depends on the presence of the regulatory subunits PPP2R2. In
overexpression testing, we found that LRRK2 dephosphorylation in the presence of PP2A
catalytic subunits alone was weak, however it is significantly increased for PP2A when
PPP2R2A/B/C/D are co-expressed. These data are complemented by experiments with
direct injection of purified phosphatases in Xenopus oocytes, a system with the benefit of
overcoming the large time frame of overexpression experiments. Using this technique,
we observed that injection of the PPP2CA subunit alone was insufficient to
dephosphorylate LRRK2, while the complementation of PPP2CA with regulatory
subunits PPP2R2A/B produced robust LRRK2 dephosphorylation. These are indications
that the combination of PPP2CA with PPP2R2A/B/C/D is a candidate phosphatase
holoenzyme for LRRK2. These observations are also consistent with previous studies that
have demonstrated that the PP2A holoenzyme is more effective to dephosphorylate
specific target proteins (for example Tau protein) than the core dimer and even more than
the PPP2CA alone (40-42).
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The importance of the PP2A regulatory subunits PPP2R2 obtained in
overexpression systems were confirmed for endogenous proteins in cells with neuronal
phenotype. Here we show that reducing the endogenous levels of PPP2CA and
PPP2R2A/B/C in SH-SY5Y neuroblastoma cells can prevent the LRRK2
dephosphorylation at S935, induced by 24h of LRRK2 kinase inhibition, but not at 2h of
treatment. This is an interesting observation as we have previously shown that molecular
inhibition of PP1 can prevent LRRK2 kinase inhibitor-induced dephosphorylation of
LRRK2, after 30 minutes of treatment (13). This might indicate that the very fast LRRK2
S935 dephosphorylation induced by inhibitor treatment is mediated by PP1, while PP2A
holoenzymes are involved in the more sustained dephosphorylation during chronic
inhibition, which is likely to be related to LRRK2 ubiquitination and degradation.

In addition, we used a CRISPR/dCas9 system to repress or activate expression of
endogenous phosphatases in SH-SYS5Y neuroblastoma cells coupled to analysis of
endogenous LRRK?2 phosphorylation. Expression changes obtained for the PP2A subunit
PPP2R2A were moderate with 50-60% reduction or increase of expression levels.
Interestingly, both the decreased and increased endogenous expression of PPP2R2A led
to an increase of pS935-LRRK2 level, confirming PPP2R2A as strong regulator of
LRRK2 phosphorylation. This result also suggests a tight relationship between PPP2R2A
expression and endogenous LRRK2 phosphorylation that merits further attention in
future studies. By comparison, a similar increase in PPP2CA endogenous expression led
to only a moderate change in LRRK2 phosphorylation that did not reach statistical
significance, again underscoring the importance of the regulatory PP2A subunit in
LRRK2 phosphoregulation.

An important step in characterizing candidate LRRK2 phosphatases is to assess
their ability to dephosphorylate LRRK2 directly in a cell-free system. Indeed, we
previously tested LRRK2 dephosphorylation in vitro using commercial recombinant
PP2A catalytic subunits and found no significant dephosphorylation of LRRK2 at
S910/8935/8955/S973 (13). Here, we were able to repeat the in vitro dephosphorylation
experiments using purified holoenzyme complexes that included the catalytic
(PPP2CA/B) as well as the regulatory (PPP2R2D) and scaffolding subunits
(PPP2R1A/B) of the PP2A complex and found robust dephosphorylation of LRRK2. This
dephosphorylation is sensitive to the PP2A inhibitor okadaic acid, indicating that the
PPP2CA:PPP2R2D holenzyme is capable of directly dephosphorylating LRRK2. By
contrast, recombinant CDC25C does not induce LRRK2 dephosphorylation in vitro,
consistent with an indirect effect on LRRK2 dephoshorylation or the absence of an
additional factor required for dephosphorylation of LRRK2 by CDC25 (Fig. 4 C). Future
research will be required to elucidate this point.

It is interesting to note that knockdown of the PP1 catalytic subunit PPP1CA did
not yield significant changes in LRRK2 dephosphorylation under screen conditions,
despite our recent report that PPP1CA controls the LRRK2 phosphorylation cycle (13).
Indeed, we had shown that LRRK2 is dephosphorylated in vitro by PPl and that
pharmacological inhibition of PPl modulates LRRK2 phosphorylation. Also, we
previously found that PPP1CA was recruited to LRRK2 when dephosphorylation is
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pharmacologically induced using a LRRK2 kinase inhibitor as well as in the presence of
constitutively dephosphorylated LRRK2 variants (N1437H, R1441G and Y1699C) (13).
The present study confirms the involvement of PP1 in LRRK2 dephosphorylation, as we
observe the rapid recruitment of PPP1CA in conditions of LRRK2 dephosphorylation
using colocalization and PLA analysis. By contrast, several regulatory subunits of PP1
were identified in our study, however further testing did not provide sufficient evidence
to confirm a functional interaction with the catalytic subunit to propose a LRRK2 active
PP1 holoenzyme. Therefore, further research is needed to define PP1 holoenzymes active
on LRRK2.

The action of the PPP2CA:PPP2R2 complex on LRRK2 dephosphorylation is
also supported by the recruitment of the phosphatase subunits to the LRRK2 complex in
intact cells under dephosphorylation conditions. Assessing colocalization under
dephosphorylation conditions via immunocytochemistry (at 1 hour after pharmacological
dephosphorylation induction) or using videomicroscopy, have shown an increase in
relocalization to the LRRK2 compartment for both PP1 and PP2A subunits. The
videomicroscopy revealed that this relocalization was detectable within minutes after
application of LRRK2 kinase inhibitor for PPP1CA and after approximately 30 minutes
for PPP2CA, further suggesting that PP2A may have slightly slower kinetics for LRRK2
dephosphorylation compared to PP1. The rapid changing of colocalization is
accompanied with an enhanced interaction between LRRK2 and PPPICA, PPP2CA,
PPP2R2A and PP2R2B after acute inhibition with two different LRRK2 kinase
inhibitors. We and others have previously identified PPP1CA (13) as well as PPP2R1A
and PPP2CA (23) as interacting proteins of LRRK2, and those findings are confirmed in
the present study. Considering that physical interaction with their cognate phosphatases
may be a hallmark of all dephosphorylation substrates (22), these data support the
conclusion that LRRK?2 is a true substrate for both PPP1CA and PPP2CA.

Recent reports have suggested that LRRK2 ubiquitination is related to LRRK2
dephosphorylation (36) and that sustained LRRK2 kinase inhibition alters steady state
LRRK2 expression levels (35, 36, 43). Therefore, we tested whether the phosphatases
dephosphorylating LRRK2 would induce the ubiquitination of LRRK2, and found that
this was indeed the case (Fig. 5 E). Conversely, our results show that the double
knockdown of PP2A catalytic and regulatory subunits (Fig. 5, 4 and B) or knock-down of
PPP2CA alone (Fig. 5 C and D) affect the level of LRRK2 by increasing LRRK2 levels.
Our results therefore show an interplay between LRRK2 phosphorylation and LRRK?2
ubiquitination/stability, suggesting that LRRK2 can be placed in the class of molecules
and pathways regulated by the interplay of phosphorylation and ubiquitination (44) in
which phosphatases regulate both phosphorylation and expression levels of LRRK2.

Dzamko and colleagues recently reported a decrease in LRRK2 phosphorylation
in PD brain (16). Therefore, one hypothesis is that this may be due to altered expression
of LRRK2 phosphatase holoenzymes in PD brain. We tested PP2A expression levels in
these post-mortem PD brain samples and found no changes in PPP2CA/B and
PPP2R2A/B/C/D protein levels in PD vs. control brains with the exception of the
substantia nigra where a slight decrease in PP2A regulatory subunit levels was observed.
A precedent study by Park and colleagues also observed no changes in total PPP2CA/B
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and total PPP2R2A/B/C/D subunits in PD and dementia with Lewy body (DLB) brains
(39); the authors also demonstrated a markedly decreased expression of methylated PP2A
leading to reduce PP2A activity. In addition to brain, LRRK2 is also known to be highly
expressed in other tissues (lung, kidney, spleen, peripheral blood cells), while PP2A
subunits are not uniformly expressed all across the human body. In fact, PP2A regulatory
subunits PPP2R2A and PPP2R2D have a wide-spread tissue distribution similar to
LRRK2 (45), while the expression of PPP2R2B (testis, brain) and PPP2R2C (only brain)
is much more restricted (46, 47). Therefore, further research on LRRK2 phosphatases in
PD should investigate PP2A holoenzyme activity in disease brains as well as expression
and activity of phosphatases extracerebral tissues.

It is interesting to speculate whether the findings from our study may be linked to
other partners in the LRRK2 pathway. For instance several RAB proteins including
RABS8A, RAB10, RAB29 are reported as bona fide substrates of LRRK2 (17, 48-52). In
that regard, Sacco et al have shown that the PPP2CA-PPP2R1A dimer can be disrupted
by RABS and RAB9 proteins and represent a novel molecular mechanism to regulate the
catalytic activity of the PP2A holoenzyme in different subcellular compartments (53).
This opens the possibility of a potential mutually regulatory mechanism whereby the
LRRK2 could regulate its own phosphorylation level via the regulation of PP2A by its
RAB substrates.

In summary, our unbiased search for LRRK2 phosphatases confirms the
involvement of PP1 in LRRK2 dephosphorylation and reveals the PP2A complex
PPP2CA:PPP2R2 as a key physiological upstream regulator of LRRK2. Crucially, the
catalytic subunit PPP2CA is rather inefficient at dephosphorylating LRRK2, while
complementation with a PPP2R2 regulatory subunit yields a phosphatase complex that is
a robust LRRK2 dephosphorylater. As depicted in the summary of the proposed
mechanism (ST Appendix, Fig. S8), both PPP1CA and the PPP2CA:PPP2R2 complex are
recruited to LRRK?2 under dephosphorylation conditons. In addition to dephosphorylating
LRRK2, this PP2A holoenzyme is able to induce LRRK2 ubiquitination and affect
LRRK2 expression levels, suggesting that the PPP2CA:PPP2R2 complex plays a key role
in LRRK?2 function by priming LRRK2 for degradation via its dephosphorylation. The
identification of  the PPP2CA:PPP2R2 complex  regulating LRRK2
S910/8935/8955/8973 phosphorylation paves the way for studies refining PD therapeutic
strategies that impact LRRK2 phosphorylation
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Materials and Methods

Cell culture and transfection. Tissue culture reagents were from Thermo Fisher
Scientific or Life Technologies. Human embryonic kidney (HEK)-293T or HEK-293
cells and SH-SY5Y neuroblastoma cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium supplemented with 8-15% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, and
antibiotic/antimycotic solution at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,.
The Flp-In T-REx system was from Invitrogen and stable T-Rex 293 cell lines were
generated as per manufacturer instructions by selection with 10-15 pg/ml blasticidin and
100 pg/ml hygromycin B. T-REx cultures were induced to express the indicated protein
by inclusion of 1 pg/ml doxycycline in the culture medium for 24 hours. Transfections
were performed 8-24 hours after seeding with linear polyethylenimine (PEIL
Polysciences), Lipofectamine 3000 (Invitrogen) or Fugene 6 (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. All cultures were tested and mycoplasma-free.

RNAI screening procedure. Phosphatome-wide siRNA screen was performed using the
Silencer® Select Human Phosphatase siRNA Library (Thermo Fisher) directed against
298 phosphatases, including both catalytic and regulatory phosphatase subunits with
three siRNA sequences per target. siRNAs were transfected in 96-well plates into U20S
cells expressing GFP-LRRK2 via transduction with a baculoviral vector (BacMam,
Thermo Fisher). Following siRNA treatment, LRRK2 pS9335 levels were measured using
a FRET signal derived from energy transfer occurring between the GFP tag of LRRK2
and a terbium-marked anti-pS935-LRRK2 antibody (TR-FRET LanthaScreen assay
mentioned below). Each plate contained several controls, including wells treated with
LRRK2-IN1 (1 uM for 1 hour) as a dephosphorylation control (30) and wells treated with
siRNA directed against LRRK2 or GFP (positive knockdown controls), as well as wells
without siRNA or wells treated with non-targeting siRNA control (negative knockdown
controls). siRNA screening was performed in quadruplicate in 384-well plates. Only
those plates that showed no significant changes between the basal condition and negative
knockdown control as well as significant changes between the basal condition and
positive knockdown control were taken into account in the analysis. Changes in pS935-
LRRK2 levels for a given phosphatase are calculated as a percentage relative to the
change observed between the LRRK2 siRNA transfected cells and the non-transfected
control. Primary selection of the hits was based on conditions effecting the biggest
changes in LRRK2 phosphorylation and hits with minimum 30% change, corresponding
to more than three times the variance of the measure on the control condition.

TR- FRET LanthaScreen cellular assay for LRRK2 pS93S. LanthaScreen pS935
assays were performed essentially as described previously (27). In brief, U20S cells were
transduced with BacMam LRRK2-GFP expressing baculoviral vector (Thermo Fisher)
overnight. Cells were replated at 10,000 cells per well in 384 well plates. The cells were
either left untreated or treated with siRNA (see above) or 1 pM LRRK2-IN1 (for 60
minutes). Cells were directly lysed in the presence of terbium-labeled pS935 antibody
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and after 3 hours incubation, TR-FRET ratios for Tb and GFP were read on a Perkin
Elmer EnVision plate reader.

In vitro dephosphorylation assays. Phosphatase assays were set up in a total volume of
20 wl with 5 nM recombinant full-length LRRK2 (Invitrogen) and 5 nM purified
phosphatase in reaction buffer (PP2A: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM MnCl,, 1 mM
DTT, 0.1% BSA; CDC25: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl, 2 mM DTT), in the
presence or absence of okadaic acid (LC Laboratories). Reactions were incubated for 30
minutes at 30°C (PP2A) or 37°C (CDC25), then terminated by the addition of 4xL.DS
sample buffer (Invitrogen) and boiling for 5 minutes.

Assessment of LRRK2 phosphorylation in phosphatase-injected Xenopus laevis
oocytes. Oocyte micromanipulation and microinjection of purified proteins were
performed as described previously (54). Fifty nanoliters of purified 3xFLAG-LRRK2
protein was injected first followed after 30 minutes by the microinjection of fifty
nanoliters of protein phosphatases (either catalytic subunit alone or with the regulatory
subunit) representing time point 0 of the experiment. Oocytes were collected at 30
minutes, 1, 2 and 4 hours post-injection of PP2A subunits. Ten oocytes were collected
and assayed per experimental replicate, all experimental conditions were performed in
triplicates.

Statistics. All data presented in this study were either averages or representative data
from at least three independent experiments. The number of independent experiments and
sample size are indicated in the figure legends. Statistical analyses were conducted using
the GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software). Data are expressed as meants.e.m.
Significance levels in the figures are denoted as ns, *, *¥* *¥* *¥** gorresponding to not
significant (P>0.05), P<0.05; P<0.01; P<0.001 and P<0.0001, respectively.

Additional materials and methods are described in SI Appendix, SI Materials and
Methods.
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Fig. 1. Identification of candidate phosphatases as upstream regulators of LRRK2 via
reverse genetics with a phosphatome-wide siRNA library and genetic depletion. (4)
Schematic representation of LRRK2 domain structure, indicating the relative position of
the phosphosites studied. Abbreviations: PPP: phosphoprotein  phosphatase
(serine/threonine), PTP: protein tyrosine phosphatase, DUSP: dual specificity
phosphatase. (B) Schematic approach of the siRNA screen against phosphatases. (C)
Changes in LRRK2 S935 phosphorylation induced by siRNA-mediated knockdown of
298 phosphatases and phosphatase regulators are depicted in the diagram, with values
relative to control ranked from lowest to highest. Numerical values are given in
Datasheets. (D and E) Secondary screen of candidate phosphatases via genetic depletion.
For the different phosphatase hits, two knockdown constructs per hit were cloned into
lentiviral vector (LV) transfer plasmids encoding a miRNA embedded short hairpin
sequence. Changes in LRRK2 S935 phosphorylation induced by short hairpin mediated-
knockdown of 39 candidate phosphatases in basal condition (D) and in the presence of
LRRK2-IN1 (E). Numerical values of the graphs in (D and E) are given in SI Appendix,
Table S1. (F)) Representative dot blot from the secondary screen.

20

216



A , B
@ R P o O S P DR SRS o
N PSP & Q’féﬁi’ﬂz’%’%’& L &
N EEEELLEL N CELEELEEL 5
O LR L G S8 L 0 .
[ RS & S T T T T T S S F B
ST FEEEEEELELR ST S
PSOIOARRK2[—  — —— — — — 250 PSUIOARRK[— ————————=] 250 pSOI0RRK[—= —— — —| 250
PSUSARRK2[—  — — — — — ——] 250 PS9BLRRK[— — — — — — — —— —los0  pSOLRRK[—  — — — | 250
pS9SSARRK[—  — — — — — ] 250 pSSSARRK[—  — — — —— —— — —J2s0  psessiRRK2[—  — — — —| 250
PSOT3LRRK2[—  — — — — — Jos0 PSORRK[—  — — — —  — — — |5 eSUHRRK[— —— — | 5
HALRRK2[— — — — — — — —|-250 HALRRKZ[— — — — — — — — — —|-250 HA-LRRK2250
- L. e L3 —_ |75
120 FLAG-PPP2R. e = ] FLAG-CDC.. -
e — y— T - —
FLAG-PPP1R.. 50 L 50 |50
- R W = e~
25 Actinf——————— — —— —|ar
HA-PPP1CA| e o o |37
Adin[— ————————— ] s
15 . 15
g g g
['4 o o
5 3 10 os . B 5
< < <
< < &
5 S o0s = s
2 2 2
o o o
o X X
4 74 ns [
['4 ['4 10 o
3 B : * 3
3z 2 2
E z . I
8 g g
2 2 2
g g g
& & &
= = 10 5 104 -
] 2 05 o 2 05 i
[} =3 Rt el S o
g g g
o ['4 o
4 10 . M % 1o ons
= P £ R £ o
5 051 s 05 s 05
5 o 5 e 5 e
s s s
< 004 S0 = 00

Fig. 2. Secondary screen of candidate LRRK2 phosphatases via overexpression analysis
of PP1 and PP2A catalytic and regulatory subunits and CDCs. (4) HEK-293 cells were
transiently transfected with ¢cDNAs encoding HA-tagged LRRK2, HA-tagged catalytic
PP1 subunits, and FLAG-tagged regulatory PP1 subunits, as indicated. Changes in
LRRK2 phosphorylation at S910, S935, S955, and S973 were measured by quantitation
of immunoblots. (B) HEK-293 cells were transiently transfected with cDNAs encoding
HA-tagged LRRK2, HA-tagged catalytic PP2A subunits, and FLAG-tagged regulatory
PP2A subunits, as indicated. (C) HEK-293 cells were transiently transfected with cDNAs
encoding HA-tagged LRRK2 and FLAG-tagged CDC14B, CDC25A, CDC25B, or
CDC25C. Graphs show meants.e.m. (n=3). Statistical significance tested with two-tailed
t-test (¥*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<(0.0001; ns=not significant).
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Fig. 3. Pharmacological induction of LRRK2 dephosphorylation results in a physical
recruitment of PPl and PP2A phosphatases to the LRRK2 compartment. (4)
Colocalization assay from transfected HEK-293T cells treated with DMSO or 1 uM HG-
10-102-01 for 1 hour. HEK-293T cells were transfected with FLAG-tagged catalytic and
regulatory subunits of protein phosphatases and GFP-tagged LRRK2. Cells were stained
with DAPI to visualize nuclei (blue, first column of images) and proteins were detected
by immunofluorescence using FLAG for PPP isoforms (red, second column) and eGFP
for LRRK2 (green, third column). Merged images are shown in the right-hand panels.
Scale bar shown is 10 pm. (B) Quantification of the LRRK2/phosphatases correlation
coefficient (Rcoloc) values for PP1 and PP2A isoforms shown in panel (4) and in S7
Appendix, Figs. S1 and S2. Data are from three independent co-transfection experiments.
Graphs show mean+ts.e.m. Statistical significance tested with Student’s t-test (*P<0.053;
*#P<0.01; ns=not significant). (C) Dynamic relocalization of phosphatases with LRRK2
under pharmacological inhibition. Live images of HEK-293T cells transfected with GFP-
tagged LRRK2 and mCherry-tagged PPP1CA or PPP2CA as indicated at distinct time
points after adding DMSO or 150 nM PF-06447475. (D) Quantification of the
colocalization index between LRRK2 and phosphatases during a period of 60 minutes
and the area under the curve for data shown in (C). Graphs show meants.e.m. (n=5).
Statistical significance tested with Student’s t-test (***P<0.001). Results of the same
experiments performed for PPP1CB, PPP1CC and PPP2CB are given in SI Appendix,
Fig. S3. (E) The interaction between phosphatases and LRRK2 was analysed in HEK-
293T cells in the presence of LRRK?2 kinase inhibitors using in situ PLA, as described in
the methods section. HEK-293T cells were transfected with GFP-tagged LRRK2 and
FLAG-tagged phosphatases as indicated. At 48 hours after transfection, cells were
subjected to PLA using primary antibodies against GFP and FLAG. Representative
confocal images are shown for cells expressing PPP1CA, PPP2CA or PPP2R2B, either
treated with DM SO (control), or with inhibitors HG-10-102-01 (1 uM) or MLi-2 (10 nM)
for 1 hour. Scale bar shown is 10 pm. (F) PLA signals per cell were quantified using
ImagelJ software and the Cell Counter plugin, for conditions depicted in panel (£) as well
as control and test conditions shown in ST Appendix, Fig. S4. Values are means+s.e.m. of
three separate experiments. Statistical significance was tested with Student’s t-test
(*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001; ns=not significant).
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(F) Quantification of blots shown in (E). Graph shows meants.e.m. Statistical
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reduced LRRK?2 phosphorylation compared to the LRRK2+elution buffer control group).
The experiment was carried out three times from two independent microinjections.
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Fig. 5. PP2A affects LRRK2 protein level. (4 and B) Effect of combined PP2A catalytic
and regulatory subunit knockdown on LRRK2 S935 phosphorylation. SH-SYSY cells
with stable expression of LRRK2 and stable combined knock down of PPP2CA and
PPP2R2A, B or C were treated with LRRK2 kinase inhibitor for 2 hours (4) or 24 hours
(B). Representative blots are shown. Quantifications of LRRK2 S935 phosphorylation are
shown in (4) and (B) (right panels). Graph shows meants.e.m. (n>3 (except for
PPP2R2B at 24 hours n=2)). Statistical significance was tested with column statistics
with Bonferroni correction (*P<0.05; ns=not significant). (C) SH-SYSY cells with stable
expression of LRRK2 and stable knock down of PPP2CA were treated with LRRK2
kinase inhibitor for different periods of time as indicated. Representative blots (C) and
quantification of LRRK2 levels (right panels) are shown. (D) HEK-293 cells were
transiently transfected with cDNAs encoding GFP-tagged LRRK2, HA-tagged catalytic
PP2A subunits, and various FLAG-tagged regulatory PP2A subunits, as indicated.
LRRK?2 was immunoprecipitated with GFP-Trap A beads, and ubiquitination was
measured by immunoblotting. Graph shows meants.e.m. (n=3). Statistical significance
tested with two-tailed t-test (*P<0.05; **P<0.01; ns=not significant).
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Supplementary Information Text

SI materials and methods

Constructs and vectors

LRRK2 lentiviral expression constructs: 3xFLAG-LRRK?2 expression in eukaryotic cells
was performed using the lentiviral transfer plasmids pCHMWS-3xFLAG-LRRK?2 (1, 2)
and pCHM WS-3xFLAG-LRRK2-ires-hygromycin (3).

Phosphatase knockdown constructs: For short hairpin mediated gene knockdown,
lentiviral vector (LV) transfer plasmids encoding a miRNA embedded short hairpin
sequence (pLV-miR) directed against the different phosphatase hits were generated as
described previously (4). These knockdown constructs co-express eGFP as well as a
zeocin selection marker. Short hairpin sequences cloned are given in SI Appendix, Table
S2. Controls for the knockdown vectors included empty vector control as well as vectors
encoding short hairpin sequences targeting firefly luciferase (FLuc) (5).

Phosphatase and LRRK2 expression constructs: Constructs were prepared using the
Invitrogen Gateway technology. In brief, PCR primers with incorporated attB sites were
used to amplify the coding regions of human phosphatase subunits from the plasmids
described in ST Appendix, Table S3. PPP1R3D and PPP1R3F were gene synthesized, with
attB sites on either end. Construct pcDNAS-Frt—-GFP LRRK2 was provided by Dr. Dario
Alessi (MRC-PPU, University of Dundee, U.K.) and served as template to generate a
human LRRK2 PCR fragment flanked by attB sites. All reading frames were open at the
5" end. These fragments served as substrates in Gateway BP recombination reactions with
donor vector pDONR221 to generate entry clones. Errors leading to amino acid
exchanges were corrected using the GeneArt site-directed mutagenesis system from
Invitrogen. Expression clones with 5' FLAG, HA or mCherry tags were then created in
Gateway LR recombination reactions between the entry clones and destination vectors
which were based on the pcDNAS/FRT/TO vector and generated using the Gateway
vector conversion system from Invitrogen.

CRISPR/dCas9 LV constructs: LVs used for this study were pgRNA-humanized (#44248
from Addgene) as well as an in-house designed pLenti-gRNA-J1, containing a gRNA
expressed under control of a H1 promoter and containing an anti-hygromycin selection
marker. The transcription start site (TSS) was identified using the FANTOMS/CAGE
promoter atlas (6, 7). The sgRNA were designed to target the DNA region from -200 to
100 bp relative to the TSS of the candidate genes, using the web tool
(http://crispr.mit.edu/) to minimize the off-target effect (8) (SI Appendix, Table S4).

Chemicals and antibodies

The following LRRK2 inhibitors were used: LRRK2-IN1 (9), HG-10-102-01 (10), PF-
06447475 (11), GNE1023 (12), CZC-25146 (13), MLi-2 (14, 15). Mouse anti-GFP
(mixture of clones 7.1 and 13.1) and rat anti-HA (3F10) antibodies were from Roche.
Rabbit anti-GFP antibody was from Life Technologies. Mouse anti-FLAG (M2), anti-f3-
tubulin (TUB 2.1), anti-vinculin (hVIN-1) and rabbit anti-FLAG antibodies were from
Sigma-Aldrich. Mouse anti-8-actin (AC-15) antibodies were from Sigma-Aldrich and
Abcam. Mouse anti-ubiquitin (P4D1) and rabbit antibodies against GFP (D5.1), pan-actin

27

222



(D18C11), PPP2R1A/B (81GS5), PPP2R2A/B/C/D (100C1 and 4953), and PPP2CA/B
(52F8) were from Cell Signaling Technology. Mouse anti-PPP2R2A/B/C/D (2G9)
antibody was from Thermo Fisher Scientific. Mouse anti-PPP1CA (E-9) antibody was
from Santa Cruz Biotechnology. Mouse anti-LRRK2 (N241A/34) antibody was from
NeuroMab. Rabbit anti-pS910-LRRK2 (UDDI1), anti-pS935-LRRK2 (UDD?2), anti-
pS955-LRRK2 (MJF-R11), anti-pS973-LRRK2 (MJF-R12), and anti-DARPP32
(EP720Y) antibodies were from Abcam. Secondary antibodies for immunoblotting were
from LI-COR Biosciences (IRDye 680RD and 800CW conjugates) and Invitrogen
(horseradish peroxidase conjugates). Secondary antibodies for immunofluorescence were
from Molecular Probes (Alexa Fluor conjugates).

Lentiviral vector (V) production and cellular transduction

LVs encoding human 3xFLAG-LRRK2 under control of the cytomegalovirus (CMV)
promoter and co-expressing a hygromycin selection marker via an internal ribosomal
entry site element and LVs encoding short hairpins and CRISPR-dCas9 constructs were
prepared and used for cellular transduction, essentially as previously described (3, 4, 16—
18). In brief, after seeding HEK-293T cells in a 10-cm dish, we performed a triple
transient transfection with the respective transfer plasmids, a packaging plasmid and an
envelope plasmid. The medium was replaced after 24 hours. Cell supernatant containing
lentiviral vectors was collected on day 3 post-transfection, filtered through a 0.45 um
pore size filter (Merck-Millipore) and concentrated using an Amicon Ultra Centrifugal
Filter Unit (Sigma).

Expression of LRRK2, dCas9-VP64, dCas9-KRAB, short hairpin constructs or gRNA
constructs in HEK-293T and SH-SYS3Y cells was obtained by transduction with LVs
generated as described above. For transduction in cell culture, 20,000-50,000 HEK-293T
or 50,000-100,000 SH-SYSY cells were plated in a 24-well plate. Vector was applied to
the cells for 2 days. In the event of selection with an antibiotic, the following
concentrations were used: 200 pg/ml hygromycin, 1 pg/ml puromycin and 100 pg/ml
zeocin. For conditions with low expression, this transduction procedure was repeated up
to two times with the same cells to obtain up to triple transduced cells. Following
transduction, cells were lysed for Western blot analysis and/or expanded for use in
experiments.

Secondary RNAI screening using lentiviral vector-mediated knockdown

For phosphatase/phosphatase regulators selected from the primary RNAi screen,
pLV _miR knockdown lentivectors were generated as described above. Screening was
performed by transduction of HEK-293T cells stably expressing 3xFLAG-LRRK2 as
previously described (4) with phosphatase targeting pLV_miR lentivectors and lysates
were tested for changes in pS935-LRRK2 levels via dot blot at 72 hours post-
transduction (3). Transduction conditions in 96-well plates were such that at least 85% of
cells were transduced as verified by flow cytometry analysis using the coexpressed eGFP
marker at 72 hours post-transduction. In the event of pharmacological treatment of
transduced cells, pharmacological agents were diluted in pre-warmed culture medium to
the concentration and applied for the time indicated in the results section. Cells were
rinsed in PBS and lysed in lysis buffer [20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0.5% Tween-20 or 1% Triton X-100, protease inhibitor cocktail and phosphatase

28

223



inhibitor cocktail (Roche)]. Lysates were spotted on hydrated polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes, and LRRK2 phospho-Ser935 levels as well as total LRRK2 levels
were sequentially determined by immunoblot analysis. Densitometric analysis of the
immunoreactive spots was performed wusing Aida analyzer v1.0 (Raytest).
Phosphorylation levels were determined as the ratio of phospho-Ser935-LRRK2 to total
LRRK2, normalized to values measured for the FLuc short hairpin negative control.

Expression and purification of recombinant phosphatase subunits and LRRK2

For in vitro experiments, heterotrimeric PP2A holoenzymes (consisting of recombinant
FLAG-tagged PPP2R2D and endogenous PPP2R1A/B and PPP2CA/B subunits) and
FLAG-tagged CDC25C were purified according to Adams and Wadzinski (19).

In brief, T-REx 293 cells were grown in 15-cm dishes for 24 hours, and treated with 1
pug/ml doxycycline to induce overexpression of the FLAG-tagged phosphatases subunits.
48 hours later, cells were rinsed with cold PBS, lysed in 1.2 ml lysis buffer (20 mM Tris-
HCI pH 7.4, 3 mM EDTA, 3 mM EGTA, 150 mM NaCl, 0.1% Nonidet P-40, and
protease inhibitors), and centrifuged at 15,000 g for 15 minutes. Cleared supernatants
from two dishes were combined and rotated end-over-end with anti-FLAG M2 affinity
gel (Sigma-Aldrich) for 1 hour at 4°C. Beads were then washed three times with lysis
buffer and once with storage buffer (PP2A: 25 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, 1 mM DTT, 250 pug/ml BSA; CDC25: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 pM
EDTA, 250 uM DTT, 150 mM NacCl). Phosphatases were eluted from the beads with 100
pug/ml of 3xFLAG peptide (Sigma-Aldrich) in storage buffer by rotating for 30 minutes at
4°C. Protein solutions were supplemented with 50% (PP2A) or 25% (CDC25) glycerol
for storage at -20°C. Catalytic subunits were quantitated by silver stain analysis, with
BSA as a standard. PP2A activity was tested using the EnzChek phosphatase assay kit
from Molecular Probes (6,8-difluoro-4-methylumbelliferyl phosphate as substrate).
CDC25 activity was assayed with the Biomol Green reagent from Enzo Life Sciences (3-
O-methylfluorescein phosphate as substrate).

For Xenopus oocyte microinjection experiments, FLAG-tagged proteins were purified
essentially as described previously (16). HEK-293T cells were cultured in 15-cm dishes
and transfected at 70-80% confluence with 30 pg of FLAG-tagged LRRK2 or FLAG-
tagged phosphatases subunits constructs using linear PEI (Polysciences). Lysates were
made from cells 48 hours after transfection in 500 pl of lysis buffer [20 mM Tris-HC1 pH
7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton, 10% glycerol including protease and
phosphatase inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific)] for 30 minutes at 4°C on a
rotary wheel followed by clarification of extracts by centrifugation at 14,000 g for 10
minutes at 4°C. Supernatant was then incubated for 2 hours with constant rocking at 4°C
with 40 pl of anti-FLLAG M2-agarose per 0.5 ml of lysate. Beads were then washed four
times in wash buffer [25 mM Tris-HCI pH 7.5, 400 mM NaCl, 1% Triton]. Proteins with
beads were washed twice in elution buffer prior to elution for 15 minutes at 4°C with
constant rocking with elution buffer containing 1 mM DTT and 100 pg/ml of 3xFLAG
peptide.
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Cell lysis, immunoprecipitation, and Western blotting

Cell lysates were prepared by washing with cold phosphate-buffered saline (PBS) and
lysing in situ with lysis buffer A (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
270 mM sucrose, 1% Nonidet P-40 and protease inhibitors) or lysis buffer B (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton, 10% glycerol, supplemented
with protease and phosphatase inhibitors) on ice. To study ubiquitination, lysis buffer was
supplemented with 10 mM N-ethylmaleimide (NEM). Lysates were subsequently
centrifuged at 15,000 g for 15 minutes at 4°C to pellet cell debris. Protein content of cell
lysates was determined using the bicinchoninic acid (BCA) protein determination assay
(Pierce Biotechnology) or the Bradford method (Thermo Scientific) with bovine serum
albumin (BSA) as the standard. After addition of LDS sample buffer and boiling, 10-20
ug cell lysates were resolved by electrophoresis on NuPAGE 3-8% Tris-Acetate gradient
gels, 4-12% Bis-Tris gradient gels, 4-12% Tris-Glycine gradient gels or 12.5% SDS gels
(LifeTechnologies). Separated proteins were transferred to PVDF (Bio-Rad) or
nitrocellulose (Amersham) membranes, and non-specific binding sites were blocked for
30 minutes in Tris-buffered saline containing 0.1% Tween-20 (TBS-T) and 5% non-fat
milk or 5% BSA. After overnight incubation at 4°C with the appropriate antibodies, blots
were washed three times with TBS-T. After incubation with the secondary antibodies,
blots were washed again. Bands were visualized using enhanced chemiluminescence
(Amersham Pharmacia Biotech) or LI-COR dual probes. Densitometric analysis of the
bands on the blot autoradiograms were performed using Aida analyzer v1.0 (Raytest),
image analyzer ImageQuant 600 (GE Healthcare Bio-Sciences), or a LI-COR Odyssey
infrared imaging system.

For immunoprecipitations, 500 ul of lysates was incubated end-over-end with GFP-
Trap A beads (ChromoTek) for 1 hour at 4°C. Beads were then washed twice with lysis
buffer A supplemented with 300 mM NaCl, and twice with wash buffer (50 mM Tris-
HCI pH 7.4, 0.1 mM EGTA, 270 mM sucrose, 50 mM NaCl). Inmune complexes were
incubated at 70°C for 10 minutes in LDS sample buffer, and passed through a Spin-X
column (Corning) to separate the eluates from the beads, then boiled before loading on
gels.

Immunofluorescence and determination of degree of co-localization

Transfected HEK-293T cells cultured on poly-D-lysine coated coverslips were fixed with
4% paraformaldehyde for 15 minutes at room temperature, followed by three wash steps
with PBS, permeabilization with 0.1% Triton X-100 for 5 minutes, and were then
blocked for 30 minutes at room temperature using blocking solution (0.5% BSA in PBS).
The coverslips were incubated overnight with primary antibodies (anti-FLAG M2 and
anti-GFP) in PBS. After three washes with PBS for 5 minutes, the cells were incubated
for 1 hour with secondary antibody (Alexa Fluor conjugates) and washed three times for
5 minutes with PBS. The coverslips were mounted on a microscope slide with UltraCruz
hard-set mounting medium (Santa Cruz Biotechnology). Capture of confocal images was
performed using a laser scanning confocal microscope (LSM 710, Zeiss) with a 63X oil-
immersion objective. Pearson’s correlation coefficient (PCC) value was given by the
JACoP plug-in using ImageJ software for each individual cell.
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Videomicroscopy

HEK-293T cells were plated on 35 mm glass-bottom culture p-dishes (Biovalley) and
transfected with GFP-LRRK2 and mCherry-PPP1CA, mCherry-PPP1CB, mCherry-
PPP1CC, mCherry-PPP2CA or mCherry-PPP2CB. Capture of confocal time-lapse
images was performed using a Zeiss Observer Z1 spinning disk confocal microscope (Bio
Imaging Center Lille) with a 63X oil-immersion objective at one frame per minute for 60
minutes with recordings starting when the LRRK2 inhibitor PF-06447475 compound was
added to the medium. Confocal microscope settings were kept constant for all scans in
each experiment. The analysis of the PCC was performed using ImageJ software and the
JACoP plug-in. PCC was measured for each individual cell by hand-drawing a region of
interest (ROI) over the image.

Proximity ligation assay

Proximity ligation assays (PLA) were performed on formaldehyde-fixed cells as in
immunocytochemistry experiments. After permeabilization for 5 minutes with PBS-T
(PBS supplemented with 0.1% Triton X-100), cells were blocked with Duolink blocking
solution for 30 minutes at 37°C. Immediately after blocking, the cells were incubated
with indicated primary antibodies in the Duolink antibody diluent for 1 hour at room
temperature. The cells were washed twice with Duolink wash buffer A for 5 minutes
before the incubation of the PLUS and MINUS PLA probes. The cells were incubated
with PLA probes for 1 hour at 37°C, followed by two times washing with wash buffer A
for 5 minutes. The cells were then incubated with pre-mixed Ligation-Ligase solution at
37°C for 30 minutes. After two times washing with wash buffer A for 2 minutes, the cells
were incubated with pre-mixed Amplification-Polymerase solution for 90 minutes, at
37°C. Finally, the cells were washed twice with Duolink wash buffer B for 10 minutes,
followed by 0.01X wash buffer B for 1 minute. The coverslips were dried in the dark and
mounted with UltraCruz hard-set mounting medium. Images were quantitated in ImageJ
using the Cell Counter plugin.

Assessment of LRRK2 phosphorylation in phosphatase-injected Xenopus laevis
oocytes.

Oocytes were homogenized in lysis buffer (100 ul/10 oocytes) containing 25 mM MOPS
pH 7.2, 60 mM B-glycerophosphate, 15 mM paranitrophenyl phosphate, 15 mM EDTA,
15 mM MgCl,, 2 mM DTT, 1 mM orthosodium vanadate, 1 mM NaF, 1 mM
phenylphosphate, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml soybean trypsin
inhibitor, 10 uM benzamidine, and subsequently centrifuged at 10,000 g for 15 minutes at
4°C. Lysate from ten oocytes was analyzed by immunoblotting. LRRK2 (recombinant
protein; Life Technologies) was used as an internal control. Densitometric analysis of the
immunoreactivity bands was performed using ImageJ software.

Measurement of PP2A subunit expression levels in post-mortem brain
Patient information as well as protein extraction and immunoblotting procedures were
described in reference (20). Experiments using human brain tissue lysates were approved
by the University of NSW Human Research Ethics Advisory (#HC14046).
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Fig. S1. Colocalization of PP1 phosphatase subunits with LRRK2 under basal and
dephosphorylation conditions. (4 and B) HEK-293T cells were transfected with FLAG-
tagged PP1 catalytic and regulatory subunits and GFP-tagged LRRK2. Cells were stained
with DAPI to visualize nuclei (blue, first column of images), and proteins were detected
by immunofluorescence using anti-FLAG antibodies for PP1 subunits (red, second
column) and eGFP for LRRK2 (green, third column). Merged images are shown in the
right-hand column. Cells were treated with DMSO (4; control), or with the inhibitor HG-
10-102-01 (B; 1 uM) for 1 hour. Scale bar shown is10 pm.
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Fig. S2. Colocalization of PP2A phosphatase subunits with LRRK2 under basal and
dephosphorylation conditions. (4 and B) HEK-293T cells were transfected with FLAG-
tagged PP2A catalytic and regulatory subunits and GFP-tagged LRRK2. Cells were
stained with DAPI (blue, first column), and proteins were detected by
immunofluorescence using anti-FLAG antibodies for PP2A subunits (red, second
column) and eGFP for LRRK2 (green, third column). Merged images are shown in the
right-hand column. Cells were treated with DMSO (4; control), or with the inhibitor HG-
10-102-01 (B; 1 uM) for 1 hour. Scale bar shown is 10 pm.
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Fig. S3. Videomicroscopy of PPP1CB, PPP1CC and PPP2CB: Effect of
pharmacological kinase inhibitor on LRRK2 and phosphatases subcellular
localization. (4-C) Quantification of the colocalization index between LRRK2 and
phosphatases during a period of 60 minutes and the area under the curve for (4) PPP1CB,
(B) PPP1CC and (C) PPP2CB. Graphs show mean+s.e.m. (n=5). Statistical significance
was tested with Student’s t-test (¥£<0.05). Results of the same experiments performed
for PPP1CA and PPP2CA are given in Fig. 3 C and D.
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Fig. S4. Detection of LRRK2:phosphatases complexes by PLA demonstrated
enhanced LRRK2 interaction with PP1 and PP2A subunits in the presence of
LRRK2 kinase inhibitors. (4-C) HEK-293T cells were transfected with GFP-tagged
LRRK?2 and FLLAG-tagged phosphatase subunits, as indicated. At 48 h after transfection,
cells were subjected to PLA according to the manufacturer’s protocol using primary
antibodies against GFP and FLAG. (4) PLA signals per cell were quantified using
ImageJ software and the Cell Counter plugin. Values are means+s.e.m. of three separate
experiments. Statistical significance was tested with Student’s t-test (*P<0.05; **P<0.01
and ***P<0.001). (B) As control, PLA was performed using both primary antibodies in
cells expressing GFP-LRRK2 without FLAG-phosphatases. (C) Representative confocal
images for cells expressing PPP1BC, PPP1CC, PPP2CB or PPP2R2A and treated with

DMSO (control), or with the inhibitors HG-10-102-01 (1 pM) or MLi-2 (10 nM) for 1
hour. Scale bar shown is 10 um.
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Fig. S5. Purification of PP2A phosphatases from mammalian cells. (4) Preparation of

three PP2A  holoenzymes

by isolating FLAG-tagged regulatory subunits with

immunoaffinity chromatography, and co-purifying endogenous scaffolding and catalytic
subunits. (B and C) Western blot analysis indicates the presence of regulatory (B) or
catalytic and scaffolding subunits (C).
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Fig. S6. Effects of activation or repression of endogenous phosphatase genes on LRRK2
phosphorylation in SH-SYSY cells via the CRISPRa and CRISPRIi system. (4-D) SH-SY5Y
cells stably expressing either dCas9-VP64 or dCas9-KRAB were infected with lentivirus
constructs expressing a negative control sgRNA or a sgRNA targeting phosphatases: (4)
PPPICA, (B) PPPIRIB, (C) PPP2CA and PPP2R2A and (D) PPP2R2A. Cells were
grown for at least 10 days and then analyzed for phosphatase levels, total LRRK2 levels,
and phospho-Ser935. B-Actin was used as the internal control. The data represent the
outcomes of at least three biological replicate assays. Graphs show meants.e.m.
Statistical significance was tested with non-parametric Mann-Whitney U test one-tailed
for phosphatase levels and two-tailed for LRRK2 levels and phospho-Ser935 levels
(**P<0.05; #*2p<0.01; #*P<0.0001; ns—not significant). (>) indicates endogenous
phospho-Ser935 LRRK?2 and () indicates endogenous PPP1R1B.
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Fig. S7. Quantification of PP2A subunit expression levels in normal and PD brain. (4
and B) Samples from four brain areas (OCC occipital cortex, FRO frontal cortex, AMY
amygdala, SNP substantia nigra/putamen) from 25 PD patients and 25 healthy controls
(C) were analyzed by immunoblotting. (A) Regulatory (PPP2R2A/B/C/D), and (B)
catalytic (PPP2CA/B) subunits were visualized with specific antibodies. The figure
shows representative blots. PP2A  subunit levels were normalized to [-actin.
Quantification revealed that the levels of all PP2A subunits were unchanged in brains
from PD patients, except a slight decrease in PPP2R2 levels in the substantia nigra.
Graphs show meants.e.m. Statistical significance was tested with two-tailed t-test
(*¥P<0.05; ns=not significant).
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Fig. S8. Model of LRRK2-phosphatase recruitment mediated phosphoregulation.
LRRK2 exists as a phosphorylated protein in cells with a diffuse cytoplasmic
distribution. In case of LRRK2 kinase inhibition or for specific pathogenic mutant
variants of LRRK2 such as N1437H, R1441C/G, Y1699C and 12020T, there is a physical
recruitment of phosphatases to the LRRK2 complex. This is the case for the PP2A
holoenzyme identified in this study (PPP2CA+PPP2R2A/B/C/D) as well as for PPP1CA.
The dephosphorylation of LRRK2 leads to i) relocalization of LRRK2 resulting in
intracellular accumulations, often described as filamentous, skein-like structures (21) and
i) promotion of the addition of ubiquitin to LRRK2 by a ubiquitin ligase, leading to
degradation of LRRK2.
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Table S1. Overview of secondary screening results of 39 hits selected from the phosphatome-wide siRNA screen. Following the
primary screen, 39 genes were selected for secondary screening, as described in the materials and methods and results sections. Hits
are numbered and identified with HGNC gene symbols. The % change in S935-LRRK2 phosphorylation levels as measured in the
screen is given.

— f— Secondary tesing: Secondar -
LV- LV- LV- LV-
miRNA] miRNA miRNA’ mMiRNA JALERTN TR PF-06447475 1110(; 10(;7 MLi-2
1 2 a 2 =
D 3,
% change in % change in % cl;:ngc % c?jﬂge
AVG (3 % change colocalization  colocalization fiteraction. itaaction
PP1 related hits SRNAS) AVG AVG AVG AVG PS935-LRRK2 rate vs rate vs e -
rate vs control control control control control
protein phosphatase
1 PPPICA 1, catalgtic subunit, 14,12 15,5 57 129 124 12 29 e o =
alpha isozyme
protein phosphatase 46 71 204
2 PPPICB 1, catalytic subunit, 32,30 37 23 -0,9 4.8 . “(,g) (*')
beta isozyme
protein phosphatase .
3 PPPICC 1, catalyticsubunit, 15,75 10,6 125 274 541 2(1)7 V52 2(4;)7
amma isoform
protein phosphatase
1, regulatory 13 -8,9
5 PPPIRIA (inhibiter) subunit 3438 5.5 -4 5.6 8.6
1A
protein phosphatase
1, regulatory . 1,3 18,8
4 PPPIRIB (inhibiter) subunit 1039 2,74 4,02 429 3,54 Py
1B
protein phosphatase
1, regulatory 3,7 338
6 PPPIR3B (inhibitor) subunit 34,93 772 56 3 152 ey
3B
i x 132
7 PPPIR3D proteinphosphatase 31 4o 403 198 019 315 &8 132
1, regulatory (@)
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(inhibitor) subunit
3D

protein phosphatase
1, regulatory -33 -56
s PPPIR3F (inhibitan) subunit 3185 -18,48 76 401 53 e
3F
protein phosphatase 163 888
9 PPPIRS 1, regulatory 42,49 14 -0,36 27,9 -2,39 a .
(inhibitor) subunit 8
protein phosphatase
1, regulatory 5 2,2
10 PPPIR16B (inhibitor) subunit -28.99 11.6 -0,64 482 10,5
16B
PP2A related hits
protein phosphatase
11 PPP2CA 2, catalytic subunit, 41,11 20,7 30,9 233 567 43 fj,; (}j:i) 2(‘:;)7 1(%;3
alpha isozyme
protein phosphatase
12 PPP2CB 2, catalytic subunit, 23,98 26,9 16,8 184 102 : i')s 2(?;7 09 04
beta isozyme ¢ )
protein phosphatase
2 (formerly 2A), -60 8275 20 17,6
13 PPP2R2A regulatory subunit 33,84 -12,01 8.8 76,1 383 () ) * ()
B, alpha isoform
protein phosphatase 5
14 PPP2R2B 2, regulatory 31,04 -10,77 7.8 8.8 279 (*zf*) 17 (Zfig (Z}i*g
subunit B, beta
protein phosphatase 725 258
15 PPP2R2C 2, regulatory 34,61 -1,78 -8,42 3 308 (;*,;*) T
subunit B, gamma
protein phosphatase
2 (formerly 24), 27,5
16 PPP2R3B regulatory subunit 30,52 2 11,1 17,7 9,1 )
B", beta
protein phosphatase 375 2.2
17 PPP2R3C 2, regulatory 3891 24,4 19,1 14,7 194 Pt *
subunit B", gamma
protein phosphatase
2, regulatory 3
18 PPP2R5B subunit B!, beta 31,82 19,4 -1,27 47,6 30
isoform
protein phosphatase
19 PPR2RSC 2, regulatory 3691 119 106 54 124 23 482
subunit B', gamma (@]

isoform
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21

Tyrosine phosphatases

PTPRM

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, M

44,02

339

184

22

PTPRN

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, N

4431

446

PTPNI13

protein tyrosine
phosphatase, non-
receptor type 13
(APO-1/CD95
(Fas)-associated

phosphatase)

5321

-0,12

PTPN23

protein tyrosine
phosphatase, non-
receptor type 23

32,62

17,5

11,5

PTPRR

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, R

3848

238

30,1

656

20

PTPRS

protein tyrosine
phosphatase,
receptor type, S

42,50

27,5

239

Dual specificity and other p

26

ASNA1L

arsA arsenite
transporter, ATP-
binding, homolog 1
(bacterial)

47,69

0,8

27

CBP-P22

calcium binding
protein P22

-55,48

12,54

17,72

CDC14B

CDC14 cell
division cycle 14
homolog B (S.
cerevisiae)

40,54

-8,03

20,8

174

29

CDC25A

cell division cycle
25 homolog A (S.
pombe)

35,63

2212

CDC25B

cell division cycle
25 homolog B (S
pombe)

52,03

2,05

CDC25C

cell division cycle
25 homolog C (S.
pombe)

3749

10,24

-13,95

72,5

DUPDI1

dual specificit;

48,83

312

3333
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phosphatase and pro
isomerase domain

containing 1

33 DUSP3 dual speciﬁcitgy

47,98

39

399

ectonucleoside
triphosphate

ke ENTERL. diphosphohydrolase
1

48,69

15,22

ectonucleoside
triphosphate

3 ENTPD4 diphosphohydrolase
4

3437

-11,16

22,39

5,78

inositol(myo)-1(or
36 IMPA1 )-
monophosphatase 1

5238

11,08

18,12

3.6

inositol
37 INPPL1 polyphosphate

phosphatase-like 1

37,03

10,82

-10,86

178

4,35

multiple inositol
polyphosphate
histidine
1

38 MINPP1

53,06

2,14

2,66

protein phosphatase
1A (formerly 2C),
magnesium-
dependent, alpha
isoform

39 PPMI1A

54,34

39

-5,21

285
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Table S2. Short hairpin sequences cloned into miRNA based knockdown lentiviral
vectors. 39 selected genes are listed per category (PPl-related, PP2A-related, tyrosine
phosphatases and dual specificity/other phosphatases) with their gene symbol and name. For
each gene, the two targeting sequences cloned into the miRNA embedded short hairpin of the

pGAE (5) construct are given.

PP1 related
hits
1 PPPI1CA protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha ccgceatctatggtttctac agatgatggattgattgtaca
isozyme
2 PPPICB protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta ttatgagacctactgatgt taacttaaggagacgggtaaa
isozyme
3 PPPICC protein phosphatase 1, catalytic subunit, gamma geatgatttggatcttata gtgaccgattatgctttettt
isoform
4 PPPIR1B protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) tcccacatctcaagtecacttt aacggcaacggaagaagatgac
subunit 1B
5 PPPIR1A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) tggctgaagtectgaaggteat aatcagcaatttgaatgagaac
subunit 1A
6 PPPIR3B protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) acggaattcgatgaccegcetag tggcactgtgaaggttcagaac
subunit 3B
7 PPPIR3D protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) atgtacatgtttgatcattatc tggaatattctcgatttaataa
subunit 3D
8 PPPIR3F protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) aaccagctctttgcacatgaat acagatagaggtcaccagtgag
subunit 3F
9 PPPIRS protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) aagcectgatttgtg caatgag aaggacagaccaagagaataag
subunit 8
10 PPP1R16B  protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) ttgagaagaagtattacttatt tacaagcggatttctaccctta
subunit 16B
PP2A
related hits
11 PPP2CA protein phosphatase 2, catalytic subunit, alpha tggaacttgacgatactctaa accggaatgtagtaacgattt
isozyme
12 PPP2CB protein phosphatase 2, catalytic subunit, beta aggttcticttgggagtatgt agccgacaaattacccaagta
isozyme
13 PPP2R2A protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory tagcatcgcgggaaaacaataa aagcctagacttcaataagaaa
subunit B, alpha isoform
14 PPP2R2B protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta accatcgagacttaccaggttc aagggactacttgaccgtcaaa
15 PPP2R2C protein phosphatase 2, regulatory subunit B, acgggactaccttacagtcaa; tggatacaacctgaaggatgaa
gamma
16 PPP2R3B protein phosphatase 2 (formerly 2 A), regulatory atggtcaagcegaggactgaag agcgtttgtacggaatgataaa
subunit B", beta
17 PPP2R3C protein phosphatase 2, regulatory subunit B", taccaccattctaatcgatttg ttggtttttgctggacaaacac
gamma
18 PPP2RSB protein phosphatase 2, regulatory subunit B', beta aggaacaatgagtatatcctaa accgcaaacagtgceaaccacat
isoform
19 PPP2RSC protein phosphatase 2, regulatory subunit B', tagtaatgttcttaaacgaatt ttggatttgecttaccactaaa
gamma isoform
Tyrosine phosphatases
20 PTPRS protein tyrosine phosphatase, receptor type, S tcggatcaagtgtgatcagtat atcctattacgtcatcgaatat
21 PTPRM protein tyrosine phosphatase, receptor type, M atgcctaattectattacccag agggaatatcattgcatacgat
22 PTPRN protein tyrosine phosphatase, receptor type, N acgcataaaactgaaggtggag atacatcgtcactgatcagaag
23 PTPRR protein tyrosine phosphatase, receptor type, R tecattcgaaaccttgtettaa aagggtccaacgtatctcttac
24 PTPNI13 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 aaggatgttatttacgctcgag aagtatggagattatcaaccag
(APO-1/CD95 (Fas)-associated phosphatase)
25 PTPN23 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 23 aggacc; tccac atgg: ttgtgcagatg
Dual specificity and other phosphatases
26 ASNAL arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog acggcttatgcagatcaagaac aacaacatctcagatgcttitg
1 (bacterial)
27 CBP-P22 calcium binding protein P22 aaggaccattcaggaggctgat tcgeatgatggteggagtaaat
Page 5/49
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28 CDC14B CDC14 cell division cycle 14 homolog B (S. aaagatcagcaagaacccgaac tgagacatcctatattcctttc
cerevisiae)

29 CDC25A cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) accaagggaccttataggagac ttcatcgactgtcgatacceat

30 CDC25B cell division cycle 25 homolog B (S. pombe) acgagagctgattggagattac aagcaacatcgtggataagttt

31 CDC25C cell division cycle 25 homolog C (S. pombe) atcctttaccgtetgtccagat aagaactccagtgggcaaattt

32 DUPDI1 dual specificity phosphatase and pro isomerase aaagctctacattggegatgag aatccagcaagtggecaagaac
domain containing 1

33 DUSP3 dual specificity phosphatase 3 aaaggactccggeatcacatac aaggtccttcatgeacgtcaac

34 ENTPD1 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1~ aaggcatttacctgactgattg atggttcagcatagtcccatat

35 ENTPD4 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 4 tggacccgctttctaccattaa acgggcatttcagaatttgcta

36 IMPAL1 inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 1 cagcagatgcatattatgaaat ttggttctttctaatatggaaa

37 INPPL1 inositol polyphosphate phosphatase-like 1 agcaatcactgtggaatatcaa tagaagagctttgagaatgatg

38 MINPP1 multiple inositol polyphosphate histidine tagttccgaagtggtctcattg aaggatatgggtatactattaa
phosphatase, 1

39 PPMI1A protein phosphatase 1A (formerly 2C), aagacttgaagtcactgatgac agggatgttatggeaaatgaag
magnesium-dependent, alpha isoform
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Table S3. Plasmids used to generate phosphatase entry clones. All plasmids encode
human proteins and were selected based on maximal numbers of splice inserts. Calculated
molecular weights of untagged proteins are given for the particular splice variant. PPP1R3D
and PPP1R3F were gene synthesized, with the PPP1R3D sequence optimized for expression
in humans. Errors leading to amino acid exchanges were corrected by site-directed
mutagenesis as indicated in the remarks column.

Molecular Reference
Gene Symbol ‘Weight S Supplier Sequence LItds
PPP1CA 37.5kDa HsCD00004106 PlasmID AY889979
PPPIRI1A 18.9 kDa 31331 Addgene NM_006741 -
PPPIR1B 23.0 kDa THS1380-213173417 Open Biosystems NM_032192 -
PPPIR3B 32.6 kDa HsCD00418687 PlasmID BC043388 -
PPPIR3D 32.6 kDa synthesized Life Technologies BC074861 codon optimized
PPPIR3F 828 kDa synthesized Life Technologies NM_033215 -
PPPIRS 38.5 kDa 44221 Addgene NM_014110 -
PPPIR16B 63.6 kDa HsCD00347188 PlasmID BC131801 -
PPP2CA 35.6 kDa 10689 Addgene NM_002715 -
PPP2R2A 51.7 kDa HsCD00337783 PlasmID BC041071 -
PPP2R2B 58.9 kDa HsCD00334557 PlasmID BC031790 -
PPP2R2C 49.5 kDa HsCD00333334 PlasmID BC032954 -
PPP2R2D 52.0kDa HsCD00416382 PlasmID BC047379 -
PPP2R3B 65.1 kDa MHS6278-202801874 Open Biosystems BC063429 Ala519 repaired
PPP2R3C 53.3 kDa HsCD00323988 PlasmID BC006823 -
PPP2RSB 574 kDa HsCD00337252 PlasmID BC045619 -
PPP2RSC 55.6 kDa HsCD00021911 PlasmID n/a Alad66 repaired
CDC14B 56.8 kDa HsCD00082789 PlasmID NM_033331 -
CDC25A 59.1 kDa HsCD00003644 PlasmID BC007401 -
CDC25B 65.0 kDa HsCD00337497 PlasmID BC051711 -
CDC25C 534 kDa HsCD00005087 PlasmID M34065 -
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Table S4. Sequences of guide RNAs used to target transcription start site regions of
candidate L RRK2 phosphatases. These sequences were cloned into the pgRNA-humanized
i plasmids as described in materials and methods.

get gene Sequence (5’ to 3%)

PPPICA CRISPRi and CRISPRa CCGCGCCTCACGTCCAGCGGGGG -72/-91
PPPIRIB CRISPRi and CRISPRa TCAAGTTCTGGGGAGACCGCAGG -185/-204
PPP2CA CRISPRa CGGCCGCACGACCGGAGTTGGGG 847103
PPP2R2A CRISPR] and CRISPRa GACTACGACAGCGACGGCGGCGG +68/+87
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