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Introduction

Chapitre |. La maladie de Parkinson

|. Epidémiologie, historique

La maladie de Parkinson (MP) est la seconde maladie neurodégénérative la plus fréquente apres
la maladie d’Alzheimer. Elle touche pres de 5 millions de personnes dans le Monde, mais ce chiffre
pourrait doubler d’ici 2030 (Dorsey et al. 2007). Sa prévalence est estimée a 1% des personnes de plus
de 65 ans et augmente avec I'age, ce dernier étant considéré comme le principal facteur de risque de
la MP. Elle est environ 1,5 fois plus fréquente chez les hommes que chez les femmes. En France, en
2015, la prévalence était de 2,50 pour 1000 habitants, et I'incidence annuelle de 0,39 nouveaux cas

pour 1000 personnes (Carcaillon-Bentata et al. 2018).

Les symptomes moteurs de cette pathologie ont été décrits pour la premiere fois en 1817 par
James Parkinson. Dans son “Essay on the Shaking Palsy”, il rapportait les cas de 6 patients présentant
des tremblements de repos, une bradykinésie et parfois une akinésie ce qui 'ont mené a nommer la
pathologie “paralysie agitante” (Kempster, Hurwitz, et Lees 2007).

La premiere personne a faire référence a cette paralysis agitans comme la MP fut William
Rutherford Sanders en 1865 (Sanders 1865), puis cette désignation fut rendue célébre en 1872 par le
neurologue Jean-Martin Charcot (Charcot 1872).

En 1895, Brissaud suggéra que la substance noire pars compacta (SNpc) pourrait étre la zone
atteinte dans la MP (Brissaud 1895) apres avoir observé des tremblements de repos ressemblant a un
syndrome parkinsonien chez un patient avec une tumeur dans le pédoncule cérébral droit qui affectait
la SNpc ipsilatérale (Blocg et Marinescu 1893).

En 1919, Trétiakoff fut le premier a observer une forte perte de neuromélanine dans la SNpc des
patients parkinsoniens - due a I'absence des neurones contenant ce pigment - ainsi que la présence
d’inclusions cytoplasmiques appelées Corps de Lewy (CL) (Trétiakoff 1919). Il les nomma ainsi car des
éléments similaires avaient précédemment été décrits dans d’autres régions cérébrales de patients
parkinsoniens par Fritz Jakob Heinrich Lewy, en 1912 (Lewy 1912). Il en conclut que les tremblements
et la rigidité des patients parkinsoniens étaient causés par une dégénérescence de la SNpc.

En 1958, Carlsson identifia la présence de dopamine (DA) dans le cerveau et suggéra que la MP

pourrait lui étre liée (Carlsson 1959). Le déficit en DA dans le striatum (ST) et la SNpc de cerveaux de



patients parkinsoniens fut réellement décrit en 1960 par Ehringer et Hornykiewicz (Ehringer et
Hornykiewicz 1960). Cette découverte mena au développement de stratégies thérapeutiques visant a
augmenter la transmission dopaminergique via le précurseur de la DA, la L-3,4-dihydroxyphenylalanine
(L-dopa).

Le premier lien entre MP, environnement et mitochondrie a été fait en 1983, lorsque Langston
et collaborateurs ont décrit le développement d’un syndrome parkinsonien aigu chez un groupe de
toxicomanes exposés au MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), une toxine
mitochondriale qui inhibe le complexe | de la chaine respiratoire. Leur syndrome était indiscernable de
la MP (Langston et al., 1983). Par la suite, une diminution marquée de I'activité du complexe | de la
chalne respiratoire mitochondriale fut décrite dans les cerveaux de patients parkinsoniens (Schapira
1993). Les premieres formes héréditaires de la MP ont été identifiées a la fin des années 90, avec la
découverte des mutations dans le géne SNCA codant pour la protéine a-synucléine (asyn)
(Polymeropoulos et al. 1997). Ensuite I'asyn fut identifiée comme étant I’'un des principaux composants
des CL (Spillantini et al. 1997). En 2004, chez certaines familles, des mutations dans le géne codant pour
la protéine Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2) furent identifiées (Paisan-Ruiz et al. 2004; Zimprich et
al. 2004). Puis en 2005, 3 groupes ont découvert la mutation G2019S dans le domaine kinase de cette
protéine dont on sait aujourd’hui qu’il s’agit du variant pathogene le plus fréquent des formes de la MP

associées a LRRK2 (Di Fonzo et al. 2005; Hernandez et al. 2005; Kachergus et al. 2005).

La MP est donc connue depuis des années pour ses troubles moteurs, la perte caractéristique des
neurones DA de la SNpc et la formation d’inclusions cytoplasmiques (CL). Nous présenterons dans la
suite du manuscrit plusieurs notions permettant de mieux comprendre la physiopathologie de cette

maladie neurodégénérative.

II. Physiopathologie de la MP

A. Le systéme dopaminergigue

A.1. La substance noire et le ST

La SNpgc, structure principalement impliquée dans les symptémes moteurs de la MP, fait partie
des ganglions de la base ou noyaux gris centraux. Cet ensemble de structures sous corticales comprend
également le striatum (ST) (noyau caudé et putamen), le noyau sous-thalamique (NST) et le globus
pallidus interne (GPi) et externe (GPe). Ces structures sont essentielles dans la programmation et

I'exécution des mouvements.



Les ganglions de la base forment avec le cortex et le thalamus des boucles thalamo-corticales.
Parmi elles, on distingue la voie directe (Figure 1, voie représentée en rouge) qui permet d’initier les
mouvements volontaires et la voie indirecte (Figure 1, voie représentée en bleu) qui inhibe les
mouvements volontaires concurrents. L'équilibre et la coordination entre ces deux voies est important
pour la sélection et I'exécution des actions de mouvements appropriées.

Le ST est une structure clé des ganglions de la base. Il est composé principalement de neurones
GABAergiques, les neurones épineux de taille moyenne (MSN, pour Medium Spiny Neurons). Les MSNs
qui projettent vers le globus pallidus externe (GPe) forment la voie indirecte et ceux qui projettent vers
le globus pallidus interne (GPi) et la substance noire pars reticulata (SNpr) forment la voie directe. Le
reste des neurones du ST sont des interneurones inhibiteurs et quelques neurones cholinergiques
(Grillner et Robertson 2015).

Le ST recoit des afférences glutamatergiques excitatrices des structures corticales et thalamiques,
mais aussi des afférences dopaminergiques de la SNpc. Ces projections glutamatergiques et
dopaminergiques convergent vers les épines dendritiques des MSNSs.

Dans la voie directe, I'activation corticale entraine la libération de glutamate qui active les MSNs
du putamen. Ces neurones expriment la substance P, la dynorphine et les récepteurs dopaminergiques
D1. lls projettent vers la SNpr et le GPi. Les MSN sont des cellules GABAergiques, et vont donc exercer
une action inhibitrice sur les neurones du GPi et de la SNpr, qui sont également GABAergiques. Cette
inhibition de la SNpr empéche donc gu’elle inhibe les neurones thalamiques glutamatergiques, qui
recoivent des afférences de la SNpr et projettent eux-mémes vers le cortex. La levée de I'inhibition sur
le thalamus entraine donc I'activation des mouvements.

Dans la voie indirecte, I'activation du cortex va également entrainer I’activation des MSNs striato-
pallidiens. lls expriment I'enképhaline et les récepteurs dopaminergiques D2, et ils projettent
indirectement vers la SNpr via le GPe et le NST. Ces MSNs GABAergiques vont inhiber les neurones, eux
aussi GABAergiques, du GPe, ce qui permet la levée de l'inhibition des neurones glutamatergiques du
NST. L'activation de ces neurones glutamatergiques va permettre l‘activation des neurones
GABAergiques inhibiteurs de la SNpr projetant vers le thalamus. Cette voie indirecte entraine une
diminution de I'activité locomotrice (Calabresi et al. 2014).

Il existerait des différences d’excitabilité entre les MSNs striataux D1 et D2, les neurones D2 ayant
une plus haute fréquence de potentiels d’action, ainsi qu’une plus forte affinité pour la DA. De plus, les
MSNs de la voie indirecte sont plus petits et plus excitables que les MSN de la voie directe (Eidelberg et
Surmeier 2011). La voie de signalisation des récepteurs D1 augmente |’excitabilité des neurones en
réponse a une libération prolongée de glutamate, mais réduit la réponse en cas de libération transitoire.
La stimulation des récepteurs D2 diminue I'excitabilité des neurones striato-pallidiens et leur réponse a

une stimulation glutamatergique (Surmeier et al. 2007). La DA, via ces récepteurs D1 et D2, semble donc
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jouer un réle dans I'activation des voies directes et indirectes. La coordination entre ces deux voies est
primordiale pour une exécution correcte des mouvements et il a été montré qu’elles étaient co-activées

pendant 'initiation du mouvement (Cui et al. 2013).

Physiological condition

—— Direct
— Indirect

Cortex
Caudate

Thalamus [ = Putamen
/ GPe
\ g Np' =
[T &m

DA

Figure 1. Représentation schématique des voies directe (en rouge) et indirecte (en bleu) en conditions
physiologiques (Calabresi et al. 2014).

A.2. Synthése et métabolisme de la DA

La DA est une catécholamine, qui est une famille de composés synthétisés a partir de la tyrosine
jouant un réle important dans de nombreuses fonctions physiologiques des systémes nerveux central
et périphérique. On retrouve des neurones dopaminergiques dans 3 structures du mésencéphale : la
SN (groupe A9), l'aire tegmentale ventrale (VTA, Ventral Tegmental Area) (groupe A10) et l'aire
rétrorubrale (groupe A8). Comme il a été dit précédemment, les neurones DA de la SNpc projettent vers
le striatum dorsal via la voie nigro-striée et font partie du circuit des ganglions de la base pour réguler
le controle des mouvements volontaires (Figure 1) (Luo et Huang 2016).

La DA est un neurotransmetteur (NT) trés enrichi dans la région nigro-striée (Carlsson 1959). Elle
est synthétisée a partir de tyrosine transformée par la tyrosine hydroxylase (TH) en L-3,4-dihydroxy-
phenylalanine (L-DOPA). Cette derniere est elle-méme transformée en DA grace a la décarboxylase des

L-acide aminés aromatiques (AADC, pour aromatic L-amino acid decarboxylase). La TH catalyse |'étape
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initiale et limitante de la synthese des catécholamines, et c’est une mono-oxygénase contenant du fer,
qui a besoin de tetrahydropterine (BH4) comme co-facteur (Figure 2) (Nagatsu et al. 2018).

Apreés sa libération dans les fentes synaptiques, la DA peut étre recaptée par les neurones via le
transporteur de la DA (DAT, pour Dopamine Transporter) puis étre métabolisée par la Mono Amine
Oxydase A (MAO-A). Elle peut aussi étre recaptée par les cellules gliales et y étre métabolisée par la
MAO-A et la MAO-B (Youdim, Edmondson, et Tipton 2006). La catéchol-O-méthyl transférase (COMT)
peut aussi intervenir dans sa dégradation. L'action de la COMT et des MAO sur la DA conduit a la
formation d’acide homovanilique (HVA). Environ 90% de la DA synaptique peut étre recaptée par les
neurones, soit pour étre dégradée, soit pour étre recyclée et stockée dans des vésicules, pour étre

réutilisée.

Dopamine

|
%
. é D2 Postsynaptic
erminal
Whe striatum

[ Synaptic
vesicle

Presynaptic terminal
from the substantia nigra

. (yrosine ) ED‘:-(bDOPAj}u:

Glial cell

N

Figure 2. Synthése et métabolisme de la DA. Adapté de Youdim et al., 2006.

Un excés de DA cytosolique peut induire un stress oxydant, 'activité de la TH (qui est I'enzyme
limitante de la synthése de la DA) est donc trés finement régulée (Tabrez et al. 2012). Un mécanisme
important de cette régulation est la phosphorylation de la TH au niveau de 3 de ses résidus localisés
dans son domaine de régulation, les sérines 19, 31 et 40 (Daubner, Le, et Wang 2011). Son activité est
positivement régulée par la phosphorylation de ces résidus par diverses kinases dont la principale est la
PKA, qui la phosphoryle au niveau de sa S40. Cette phosphorylation diminue I'affinité de la TH pour les
catécholamines. Comme ces dernieres exercent un rétrocontrdle négatif sur I'activité de la TH, la

phosphorylation de la S40 augmente I'activité de la TH (Lou et al. 2010).
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De plus, la phosphorylation de la S19 a également un effet de régulateur positif de I'activité de la
TH. En effet, CAMKII, en la phosphorylant sur la S19, accélére la phosphorylation de la S40 par cette
méme kinase et permet également le recrutement des protéines 14-3-3 a la TH, ce qui potentialise la
phosphorylation de la S40 (Figure 3) (Lou et al. 2010).

En ce qui concerne la régulation négative de I'activité de la TH, la protéine phosphatase 2 (PP2A)
est un acteur essentiel. Cette phosphatase, en déphosphorylant les sérines de la TH, permet une

diminution de son activité (Peng et al. 2005).

TH
_ pSer19 recrute 14-3-3 (Lou et al, 2010) =

PKA ™ activité TH

Accélére la phosphorylationde la

CAMKII  Ser40 par CAMKII (Daubner et al,
pSer40 iminue I'affinité de la TH pour 2011)

les catécholamines inhibitrices (Lou et
al, 2010, Daubner et al, 2011)

Figure 3. La tyrosine hydroxylase (TH) et ses 3 principaux sites de phosphorylation.

A.3. Atteinte du systéme DA dans la MP

Dans les ganglions de la base, la DA renforce la voie directe (activatrice) et inhibe la voie indirecte
(inhibitrice). Dans la MP, la perte de ce controle dopaminergique méne a un déséquilibre en faveur
d’une hyperactivation de la voie indirecte, qui entraine une inhibition pathologique globale du cortex
moteur (Figure 4) (Charvin et al. 2018). Cependant cette hyperactivation ne suffit pas a expliquer la
physiopathologie des symptomes moteurs de la MP. En effet, le renforcement de la voie indirecte
renforce l'inhibition exercée par les neurones du putamen du GPe. Cela va lever I'inhibition exercée par
les neurones du GPe sur le NST. On aura donc une hyperactivation du NST, qui va a son tour activer les
neurones du GPi. Cependant, une augmentation de la cadence des potentiels d’action dans le NST et le
GPi n’est pas systématiquement associée a un syndrome parkinsonien dans les modeéles animaux de la
MP, et au contraire il a été montré qu’une augmentation de I'excitabilité des neurones de la GPi induite
par la stimulation du NST chez le primate non humain (PNH) pouvait étre associée a une amélioration
motrice (Quiroga-Varela et al. 2013). La MP serait donc liée a des modifications beaucoup plus
complexes du traitement des informations, comme une synchronisation neuronale anormale et un
couplage cortico-subcortical a des fréquences spécifiques (Poewe et al. 2017). Une des principales
modifications est la variation de I'activité oscillatoire des ganglions de la base dans les modeles animaux

et chez les patients atteints de la MP (Obeso et al. 2017). Il a été montré chez des patients non traités
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une prédominance d’oscillations d’ordre béta (10-25 Hz) dans le NST, le GPi et le cortex qui peuvent

étre supprimées par un traitement dopaminergique. En revanche, il y a une augmentation des

oscillations d’ordre gamma (60-80 Hz) dans les hyperkinésies comme celles induites par la Iévodopa

(Poewe et al. 2017).

Parkinson's disease

—— Direct
— Indirect

Cortex
Caudate

Thalamus Putamen

Figure 4. Représentation schématique des voies directe (en rouge) et indirecte (en bleu) et leurs

variations dans la MP (Calabresi et al. 2014).

B. Anatomo-pathologie

B.1. Stades anatomiques de la pathologie

La MP est caractérisée par la dégénérescence des neurones DA de la SNpc, et la diminution de la

libération de DA dans le ST qui en résulte entraine les symptémes moteurs observés dans la MP (Figure

5). Mais en réalité la pathologie commence a se développer bien avant |'apparition de ces

dysfonctionnements moteurs. Dans la SNpc, on estime que la perte neuronale est déja de 60-70% au

moment de leur apparition (Lang et Lozano 1998).
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Figure 5. Marquage immunochistochimique de la TH dans des coupes transverses du cerveau moyen
chez un patient atteint de la MP (a droite) et un individu contréle (3 gauche). 3N = 3éme fibres
nerveuses, CP = pédoncule cérébral, RN = noyau rouge. (Poewe et al. 2017)

La neurodégénérescence n’est pas limitée a la SN. Une perte cellulaire existe aussi dans le locus
coeruleus, le noyau dorsal du nerf vague, le noyau du raphé, le noyau basal de Meynert, et d’autres
structures catécholaminergiques du tronc cérébral (Lees, Hardy, et Revesz 2009). Cette perte cellulaire
est accompagnée de la formation d’inclusions intraneuronales : les corps de Lewy (CL) et les neurites
de Lewy (NL) (Braak et al. 1999), des dépb6ts intracellulaires fibrillaires de protéines et de lipides (Figure
6). lls contiennent notamment des membranes, des organites et des vésicules fragmentés, mais aussi
la protéine pré-synaptique asyn phosphorylée et ubiquitinylée (De Wit, Baekelandt, et Lobbestael 2018;
Shahmoradian et al. 2019; Spillantini et al. 1997, 1998). On les retrouve dans de nombreuses régions,
dontla SN, le locus coeruleus, le noyau basal, les noyaux du nerf cranien moteur et les divisions centrales

et périphériques du systéme nerveux autonome.

3 .
|
A T

o
(¢}

Figure 6. Microscopie immunoélectronique montrant des CL (fleches rouges) et des NL (fleches noires),
marqués par des anticorps anti-asyn. Echelle 20um (Spillantini et Goedert 2018).
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En observant la distribution des CL et NL, Braak et collaborateurs ont suggéré que le
développement de la maladie commencerait dans le bulbe olfactif ou dans le noyau moteur dorsal du
nerf vague, deux régions cérébrales dont les axones s’étirent jusqu’a la surface du corps, et qui
constituent ainsi un lien direct avec I’environnement extérieur (stades 1 et 2). A ces stades, les patients
sont quasiment asymptomatiques mais ils présentent une anosmie dans environ 90% des cas, sirement
lige a I'atteinte du bulbe olfactif. Les CL sont ensuite retrouvés dans la substance noire, 'amygdale, le
NST et le prosencéphale basal aux stades 3 et 4. Enfin, ils se propagent jusqu’au néocortex (stades 5 et
6) (Figure 7) (Braak et al. 2003). Il est cependant important de noter que les CL ne sont pas spécifiques
de la MP, car on peut également en retrouver dans les cerveaux d’individus qui ne présentent pas de

symptémes de cette maladie (Berg et al. 2014; Surmeier, Obeso, et Halliday 2017).

Braak stages 1 and 2 Braak stages 3 and 4 Braak stages 5 and 6
Autonomic and olfactory Sleep and motor Emotional and cognitive
disturbances disturbances disturbances

Premotor
symptoms symptoms

@ Brainstem Lewy body

Via vagus 23
nerve (®) Cortical Lewy body

Figure 7. Stades de Braak (Doty 2012).

B.2. Symptomatologie, stades cliniques de |la pathologie

L’évolution de la MP est lente et progressive avec un début insidieux. C'est une maladie
extrémement hétérogeéne, qui débute en général vers 60 ans mais peut étre plus précoce, et
commencer avant les 40 ans du patient. La MP est caractérisée par un ensemble de symptémes, a la
fois moteurs et non moteurs (Poewe et al. 2017). Les premiers symptémes sont non moteurs tels que
les troubles du sommeil, la dépression, I'anosmie, I'incontinence urinaire et la constipation. lls peuvent
passer inapercus ou étre mal interprétés pendant une période de plusieurs années que I'on nomme la

phase prodromale et qui précede I'apparition des symptémes moteurs (Lees et al. 2009).

Le tableau clinique moteur associe a différents degrés une triade de symptémes : une akinésie

.....
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dite plastique (hypertonie) et un tremblement de repos (source :

https://www.vidal.fr/recommandations/ 1533/parkinson maladie de/la maladie/).

Ces troubles de la coordination motrice ont de nombreuses conséquences, qui apparaissent en
général aux stades avancés de la maladie : des modifications d’élocution, des troubles de I'écriture, des

difficultés pour avaler, ainsi que des troubles de I'équilibre Figure 8).

Prodromal Early-stage Mid-stage Late-stage
Parkinson disease Parkinson disease Parkinson disease Parkinson disease
Onset Diagnosis Institutionalization Death
of motor  of Parkinson i
symptoms disease E
) ) !

Postural instability
and gait disorder
Bradykinesia
L (Fluctuations) (Dysphagia)
Rigidity

i
Tremor -
REM Excessive Mild cogni!ive Orthostatic
sleep daytime impairment hypotension

behaviour (Constipalion) (Hyposmia sleepiness
Apathy Urinary
symptoms

disorder
Psychotic symptoms
(visual hallucinations)

Degree of disability

i
0

Fatigue

D Motor symptoms

D Non-motor symptoms

Time (years)
Figure 8. Evolution des symptémes moteurs (en bleu) et non moteurs (en vert) associés a la MP (Poewe
et al. 2017).

On distingue plusieurs stades de la MP, suivant I'évolution de sa sévérité (source
https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/parkinson-maladie) :
e Stade | : premiers signes unilatéraux, ne génant pas la vie quotidienne.
e Stade Il : signes encore unilatéraux, mais entrainant une géne.
e Stade lll : signes bilatéraux, posture modifiée, pas de handicap grave, autonomie compléte.
e Stade IV : handicap plus sévere, marche encore possible, autonomie limitée.

e Stade V: marche impossible (fauteuil roulant, alitement), perte d’autonomie.

Le diagnostic clinique repose essentiellement sur la recherche des symptémes moteurs
caractéristiques. Il est confirmé par une nette amélioration des symptomes, >30%, grace a un
traitement dopaminergique. Cependant le diagnostic est difficile, en particulier pendant la phase
prodromale, au cours de laquelle la symptomatologie est aspécifique et la réponse au traitement

dopaminergique pas toujours marquée (source: https://www.vidal.fr/recommandations/

1533/parkinson maladie de/la maladie/).
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B.3. Vulnérabilité de la substance noire dans la MP

La SN n’est pas la seule structure contenant des neurones DA dans le systeme nerveux. Alors
pourquoi est-ce que ce sont spécifiguement ces neurones qui dégénerent dans la MP ? Cette question
majeure reste pour l'instant sans réponse définitive, mais il y a cependant plusieurs hypotheses bien
étayées qui apportent des éléments de réponse.

Comme il a été mentionné précédemment, I'dge est le principal facteur de risque de la MP. Dans
les neurones de la SNpc, le taux de délétions de I’ADN mitochondrial (ADNmt) augmente avec I'age, ce
qui cause un dysfonctionnement de la mitochondrie via une déficience de la chaine respiratoire (Wong
et Krainc 2017). Le stress oxydant augmente aussi avec |'age, ce qui augmente la nitration de I'asyn et
son agrégation (Wong et Krainc 2017). Cependant ces facteurs ne suffisent pas a expliquer la

dégénérescence préférentielle des neurones de cette structure.

B.3.a. Métabolisme de |la DA et stress oxydant

Tout au long de leur vie, les neurones dopaminergiques sont particulierement exposés a des
espéces réactives de |‘oxygéne (ROS, pour Reactive Oxygen Species) et de |'azote, provenant du
métabolisme de la DA cytosolique. En effet, lorsqu’elle excéde les concentrations physiologiques, la DA
cytosolique (non vésiculaire) subit une oxydation par la MAO-A et 'aldéhyde déshydrogénase (ADH), et
cela génere la production de quinones et d’especes réactives de |'oxygéne (Tabrez et al. 2012). Il a été
rapporté que la SN de patients parkinsoniens contenait des protéines, des lipides et des acides
nucléiques modifiés par oxydation, ce qui serait cohérent avec I'existence d’un stress oxydant (Mor et
al. 2017). Le principal mécanisme de défense cellulaire contre ces dérivés du métabolisme est la
recapture de la DA libérée dans les synapses par le transporteur de la DA, ainsi que sa séquestration
dans des vésicules synaptiques par le transporteur vésiculaire des monoamines de type 2 (VMAT2, pour
Vesicular Monoamine Transporter). Ce procédé permet le stockage de la DA mais permet également de
détoxifier I'environnement extracellulaire (Perez et al. 2002). Dans les vésicules ou la DA est stockée,
le pH est plus bas que dans le cytosol, ce qui permet de la stabiliser (Segura-Aguilar et al. 2014).

Un lien a également été établit entre I'asyn et la DA. En effet, I'asyn pourrait étre modifiée par la
DA oxydée, qui inhiberait la formation des fibrilles en stabilisant les intermédiaires oligomériques de
I'asyn (Conway 2001; Norris et al. 2005). De plus, une interaction fonctionnelle a été montrée entre
I'asyn et la TH (Perez et al. 2002) et cette interaction pourrait diminuer I'activité de la TH (Lou et al.
2010; Peng et al. 2005; Perez et al. 2002). Une augmentation du taux d’asyn pourrait donc étre associée
a une dysfonction des neurones dopaminergiques via une dérégulation de la TH. Il a en effet été montré

dans des cerveaux de personnes saines que le nombre de neurones exprimant I'asyn dans la SN
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augmentait avec I'adge, mais également que les neurones exprimant I'asyn présentaient une diminution
de I'expression de la TH (Chu et Kordower 2007). On aurait donc un effet de I'asyn spécifiguement sur

les neurones DA.

Le stress oxydant généré par la DA pourrait donc étre un facteur de susceptibilité dans la MP.
Cependant, certains neurones DA du mésencéphale sont plus prompts a la dégénérescence que
d’autres. Les neurones DA du tiers ventral de la SN sont plus vulnérables que les neurones de son tiers
dorsal, et les neurones DA de la VTA sont les plus résistants (Collier, Kanaan, et Kordower 2011). Chez
le PNH, il a été montré que le nombre de neurones DA (identifiés par I'expression de la TH) diminuait
naturellement au cours du vieillissement dans ces 3 régions, la perte la plus importante étant observée
dans le tiers ventral de la SN, puis dans le tiers dorsal, et un peu moins dans la VTA. Ces animaux
présentaient également une forte augmentation du nombre de neurones exprimant I'asyn ainsi que de
I'intensité de ce marquage (Collier et al. 2011). Il doit donc y avoir des éléments particuliers aux
neurones DA de la SN qui entraine leur dégénérescence préférentielle dans la MP. Dans des embryons
de souris knock out (KO) pour I'asyn, il a été montré qu’il y avait moins de neurones TH+ dans la SN a
E13,5 que chez les embryons de souris WT, sans qu’il y ait de différence dans les neurones
dopaminergiques de la VTA, ce qui suggere également une différence entre les neurones de ces deux
régions (Tarasova et al. 2018).

En plus de la DA et de ses métabolites, la SN est particulierement riche en fer, qui est un cofacteur
essentiel des enzymes impliquées dans la biosynthese des catécholamines. Le cycle d’oxydo-réduction
du fer peut engendrer des ROS (Dickson 2007). Dans les neurones DA de la SN, I'oxydation de la DA, sa
conjugaison avec d’autres molécules et une polymérisation entrainent la formation de neuromélanine
(NM), un pigment sombre proche de la mélanine qui se lie aux peptides et aux lipides. La formation de
NM est liée a I'exces de DA dans le cytosol, non prise en charge par les vésicules synaptiques. La NM
semble étre le principal site de stockage du fer sous une forme inactive qui empéche la formation de
ROS par la réaction de Fenton (Segura-Aguilar et al. 2014). La NM pourrait donc jouer un réle protecteur
par la séquestration de métaux. Cependant, en cas de surcharge en fer, la NM pourrait devenir toxique
pour les neurones, par exemple en liant le fer sous sa forme réactive, ce qui favoriserait des réactions
redox nocives. Il a effectivement été montré une augmentation du fer “redox-actif” associée a la NM
dans la SN de patients atteints de la MP (Faucheux et al. 2003). Des expériences in vivo ont montré que
I'injection de NM dans la SN de rats induisait une activation microgliale et la dégénérescence des
neurones DA (Segura-Aguilar et al. 2014), confirmant son potentiel délétére.

C'est la dégénérescence de ces neurones contenant de la NM qui est caractéristique de la MP, la
présence de ce pigment pourrait donc étre un facteur de susceptibilité de la SN. Il est intéressant de

noter que la NM n’est pas retrouvée chez les rongeurs.

18



B.3.b. Morphologie et activité des neurones DA

Les neurones DA de la SNpc pourraient également étre particulierement vulnérables dans la MP
a cause de leur morphologie. En effet, ces neurones de projection ont de longs axones fins, peu ou pas
myélinisés. Il a été proposé que la myélinisation diminuerait la demande énergétique en facilitant la
transmission des influx nerveux (Tagliaferro et Burke 2016). De plus, ces neurones ont un nombre tres
important de terminaisons axonales au niveau du ST. Il a été estimé que dans la SNpc du cerveau de rat,
les terminaisons axonales d’un seul neurone DA couvraient plus 5% du volume total du striatum et
donnaient naissance jusqu’a 245000 synapses (Matsuda et al. 2009). Un neurone du GPe n’aurait
gu’environ 2000 synapses et un neurone GABA du striatum qu’environ 5000 (Tagliaferro et Burke 2016).
Les neurones DA de la VTA ont également des arborescences axonales plus petites et établissent moins
de synapses que les neurones DA de la SNpc. Il est possible qu’une structure axonale si dense entraine
des dépenses énergétiques tres élevées, qui pourraient rendre les neurones de la SNpc particuliéerement
fragiles. Les neurones DA ont également une activité spontanée et se comportent comme des
pacemakers autonomes. Cette activité est caractérisée par de larges oscillations des concentrations de
calcium (Ca?+) intracellulaire avec un faible tamponnage du Ca’+ et requiert une homéostasie calcique

finement régulée (Ghiglieri, Calabrese, et Calabresi 2018).

Il semble donc que les neurones DA de la SN présentent un certain nombre de caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles qui pourraient participer a expliquer leur dégénérescence
préférentielle dans la MP.

[ll. Traitements

La MP étant caractérisée a la fois par des troubles moteurs et non moteurs, la prise en charge

des patients vise a soulager ces symptomes par différentes méthodes. Malheureusement, on ne dispose

pas a ce jour de traitement curatif de cette pathologie.

A. Traitements médicamenteux pour troubles moteurs et non moteurs

A.1. Traitement des troubles moteurs

Les traitements médicamenteux des symptdmes moteurs visent a rétablir le niveau normal de DA
dans le cerveau. La lévodopa, précurseur de la DA, est le traitement de référence. Elle permet un apport

exogéne de DA pour soulager les symptémes moteurs de la maladie. On I'associe a un inhibiteur de la

19



dopa-décarboxylase périphérique (bensérazide, carbidopa), afin de limiter sa métabolisation en DA au

niveau périphérique, qui entrainerait une perte d’efficacité. On peut également I'associer a un inhibiteur

de la COMT (entacapone) ou un inhibiteur de la MAQ-B (rasagiline) pour diminuer son catabolisme. Une

autre possibilité, seuls ou en association a la Iévodopa, est I'utilisation d’agonistes de la DA, qui agissent

directement sur les récepteurs post-synaptiques de la voie nigro-striée pour remplacer 'effet de la DA.

'ensemble de ces traitements n’entrave pas la dégénérescence neuronale, et les doses doivent

donc étre adaptées au fur et a mesure de I'évolution de la maladie. A long terme, ces traitements

meénent a des effets indésirables invalidants comme les dyskinésies (mouvements anormaux et

involontaires) de fin de dose causées par la [évodopa. En France, les recommandations concernant la

mise en place de ce type de traitement sont basées sur la sévérité des symptémes et I’age du patient

(Figure 9).

Maladie de Parkinson : initiation du traitement
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Figure 9. Arbre décisionnel pour l'initiation du traitement des troubles moteurs chez les patients.

Source : Vidal Recos.
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A.2. Traitement des troubles non moteurs

En plus des symptdmes moteurs, il est important de prendre en charge les troubles non moteurs
associés a la MP par un traitement adapté. Par exemple, la dépression est trés fréquente chez les
patients et nécessite une prise en charge psychologique qui peut étre associée a un traitement
antidépresseur en fonction des patients. Une grande partie des patients souffre également de
constipation (due a une dysmotilité colique), qui peut étre améliorée par I'emploi de laxatifs.
Globalement, il est important de bien identifier ces symptomes et de les gérer de maniere adaptée

(Haute Autorité de Santé 2016).

B. Traitements non médicamenteux

B.1.a. Stimulation cérébrale profonde

C’est une technique chirurgicale qui consiste a implanter des électrodes dans le NST, qui envoient
des impulsions électriques activant les cellules nerveuses. Elle réduit fortement les symptomes moteurs
de la maladie ainsi que les dyskinésies et les fluctuations motrices. Cependant les critéres pour en
bénéficier sont tres stricts et elle ne peut étre proposée qu’a 10-15% des patients. En effet, elle ne
fonctionne que chez les patients dont les symptémes moteurs ne sont pas soulagés par la L-DOPA et
sur les tremblements résistants aux médicaments de patients qui répondent autrement bien a la L-

DOPA (Poewe et al. 2017).

B.1.b. Thérapie génigue

L’objectif de ces thérapies est de modifier génétiquement les cellules du cerveau afin de pallier
au manque de DA d( a la dégénérescence de la voie nigro-striée. Notamment, un vecteur lentiviral a
été mis au point afin d’augmenter la synthése de DA dans les ganglions de la base : ProSavin. Il y a 3
enzymes limitantes dans la biosyntheése de la DA, exprimées dans les neurones de la SN : la TH et Ia
cyclohydrolase 1, qui facilitent la conversion de la tyrosine en lévodopa, et I'AADC qui convertit la
lévodopa en DA (Daubner et al. 2011). ProSavin est un lentivirus tricistronique qui permet I'expression
de ces 3 enzymes dans les cellules non dopaminergiques, lorsqu’il est injecté dans les parties non
motrices du ST (putamen) (Palfi et al. 2014). Chez le rat et le PNH, ce vecteur est bien toléré et permet
une forte amélioration des symptémes parkinsoniens avec la restauration d’environ 50% des
concentrations striatales normales en DA dans le modele macaque MPTP (Jarraya et al. 2009). Des

études cliniques de phase I/l sont actuellement en cours (Charvin et al. 2018; Palfi et al. 2014).
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Une autre thérapie génique actuellement en essai clinique est un AAV permettant d’exprimer
I’AADC dans le putamen des patients afin de compenser la perte en DOPA décarboxylase induite par la
neurodégénérescence nigro-striée, et ainsi augmenter la conversion de la lévodopa en DA (Charvin et
al. 2018:201).

Ces approches virales permettraient un traitement en une seule injection mais la nécessité du
recours a la chirurgie risque de limiter leur indication aux patients présentant des stades avancés de la

MP.

B.1.c. Greffe de cellules souches/iPS : thérapie restauratrice

Une autre stratégie envisagée afin de pallier la dégénérescence de la voie nigro-striée est le
remplacement des cellules DA perdues par la greffe de cellules foetales mésencéphaliques dans le
striatum. Bien que les cellules greffées soient fonctionnelles et produisent de la DA, les essais cliniques
réalisés a ce jour n'ont globalement pas montré de bénéfices significatifs chez les patients (Kordower
et al. 2008; Li et al. 2008). De plus, il est difficile d’obtenir des tissus foetaux, et leur utilisation pose des
questions éthiques, ce qui limite ce type d’approche. En revanche |'utilisation de cellules souches
pluripotentes induites (iPS, pour induced pluripotent stem cells), qui peuvent étre différenciées en
neurones DA, est prometteuse. La greffe de cellules pose cependant des problémes
d’immunocompatibilité. Le meilleur moyen de diminuer les réactions immunitaires serait d’effectuer
des autogreffes. Cependant I'obtention d’iPS autologues pour chague patient est longue et trés
couteuse. Pour contourner ce probleme, le CiRa (Center for iPS Cell Research and Application, Université
de Kyoto, Japon) est en train de constituer une banque de cellules issues de personnes homozygotes
pour leur type HLA (Human Leukocyte Antigen). Ces stocks d’iPS de « super donneurs » permettraient
de faire correspondre le type HLA du greffon avec celui du patient receveur. Il a été estimé qu’il faudrait
une banque d’iPS issue de plus de 1000 « super donneurs » pour avoir une compatibilité avec la totalité
de la population mondiale (Présentation de S. Yamanaka, World Parkinson Congress 2019, Kyoto).
Plusieurs études cliniques utilisant des iPS sont actuellement en cours (Barker et al. 2017). Si cette
approche permettrait de compenser la perte des neurones DA, elle ne traiterait pas les causes de la

maladie et ne permettrait probablement qu’un soulagement temporaire des patients.

B.1.d. Immunothérapie asyn

Une autre approche en étude actuellement consiste a cibler I'asyn afin d’interférer avec sa
toxicité dans la MP, en bloguant sa propagation, en inhibant son agrégation ou en augmentant son

élimination par une immunothérapie. On distingue I'immunothérapie active (stimuler le systeme
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immunitaire par injection d’asyn recombinante pour qu’il produise lui-méme des AC dirigés contre
I'asyn) et I'immunothérapie passive (apporter directement a I'organisme des AC dirigés contre I'asyn).
Dans les deux cas, le mécanisme d’action supposé est que I'anticorps dirige I'asyn vers la microglie ou
les astrocytes activés qui peuvent la phagocyter et la dégrader (Brundin, Atkin, et Lamberts 2015).
PRX002 est un AC monoclonal humanisé dirigé contre la partie C-terminale de I'asyn, et ayant une plus
forte affinité pour les formes agrégées par rapport aux formes monomériques. Il est actuellement en
essai clinique de phase Il. En ce qui concerne I'immunothérapie active, deux vaccins anti-asyn sont
actuellement en cours de développement (Charvin et al. 2018). Les premieres études cliniques ont
montré que ces traitements n'entrainent pas d’effets indésirables majeurs chez le volontaire sain et

induisent bien la présence d’anticorps anti-asyn dans le sang.

Cependant, malgré les divers traitements abordés ci-dessus, aucune thérapie curative n’existe a
I’'heure actuelle. Pour pallier a ce probleme, il serait nécessaire de pouvoir diagnostiquer précocement
les patients et de pouvoir suivre I’évolution de la maladie au cours du temps. Le développement de
biomarqueurs robustes est donc essentiel pour suivre I'évolution de la MP. Il faudrait également pouvoir
stratifier les patients atteints de la MP afin d’obtenir des résultats d’essais cliniques plus probants et

ensuite adapter les traitements aux sous-populations de patients qui répondent a certains criteres.

IV. Etiologie

Les causes exactes de la MP restent méconnues. La plupart des cas sont sporadiques, c’est-a-dire
se développant de maniére spontanée, sans raison connue (95%). L'age est cependant considéré
comme étant le facteur de risque le plus important (Del Rey et al. 2018). Depuis I'identification en 1997
d’une mutation dans le géne SNCA codant pour I'asyn, on distingue les formes génétiques des formes

sporadiques de la MP (Polymeropoulos et al. 1997).

A. 1- Formes génétigues

A ce jour, plusieurs génes ont été associés a la MP, avec une certaine hétérogénéité dans les
phénotypes, I'age de début et le mode de transmission. Parmi eux, certains ont une transmission
autosomique dominante (SNCA, LRRK2, et VPS35) et d’autres récessive (notamment PRKN, PINK1, DJ-1
et ATP13A2) (Tableau 1) (Corti, Lesage, et Brice 2011).
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Tableau 1. Principaux genes impliqués dans la MP. AD = Autosomique Dominant, AR = Autosomique
Récessif. Adapté de (Poewe et al. 2017).

Mode de Apparition de la
Géne Locus Chromosome | Protéine

transmission | maladie
SNCA PARK1 4922.1 asyn AD Tardif/Précoce
LRRK2 PARKS8 12q12 LRRK2 AD Tardif
VPS35 PARK17 16q11.2 VPS35 AD Précoce
PRKN PARK2 6926 Parkine AR Juvénile/Précoce
PINK PARK6 1p36.12 PINK1 AR Juvénile/Précoce
DJ1 PARK7 1p36.23 DJ-1 AR Juvénile/Précoce
ATP13A2 PARKS 1p36.13 ATP13A2 AR Juvénile

A.2. Formes autosomiques dominantes

En 1997, Polymeropoulos et collaborateurs ont été les premiers a mettre en évidence |'existence
de mutations pathogénes impliquées dans la MP (Polymeropoulos et al. 1997). En effet, ils ont identifié
une ségrégation familiale indiscutable d’une mutation faux sens dans le géne SNCA codant pour l'asyn,
avec un phénotype autosomique-dominant. Cette mutation entraine le remplacement de I'alanine en
position 53 par une thréonine (Polymeropoulos et al. 1997). Les patients avec cette mutation
présentent des phénotypes variés, allant de formes classiques tardives de la MP a des formes atypiques
plus précoces et plus graves, avec une forte prévalence de démences, de problemes psychiatriques et
de dysfonctions autonomes (Corti et al. 2011).

D’autres mutations faux sens de SNCA ont été identifiées par la suite, dont A30P, E46K, H50Q et
G51N (Kriger et al. 1998; Lesage et al. 2013; Proukakis, Houlden, et Schapira 2013; Zarranz et al. 2004).
Les patients avec la mutation A30P ont un phénotype proche des formes sporadiques de la MP, en
revanche les patients E46K ont une pathologie plus sévere de début précoce et une démence a CL diffus
(Corti et al. 2011). Leur pénétrance est de 100% (Dawson, Ko, et Dawson 2010).

Il a également été montré que des duplications ou des triplications du locus SNCA pouvaient
entrainer la MP avec une corrélation inverse entre le nombre de répétitions et I'age de début de la
maladie, et une corrélation positive avec la sévérité, ce qui suppose qu’une augmentation de la quantité
d’asyn peut accélérer la pathogenése de la MP (Chartier-Harlin et al. 2004; Ibafiez et al. 2004; Singleton,

Farrer, et Bonifati 2013).
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En 2002, le lien a été fait entre une famille japonaise présentant une MP autosomique dominante
et une région du chromosome 12p11.2-gq13.1, qui a été nommée PARKS, puis LRRK2 (Funayama et al.
2002). Deux groupes ont ensuite identifié simultanément plusieurs mutations faux sens de ce gene chez
des familles avec une transmission autosomique dominante de la MP (Paisan-Ruiz et al. 2004; Zimprich
et al. 2004). Au sein de ces familles, le début de la maladie était plut6t tardif (> 50 ans), bien que cela
soit variable (Kachergus et al. 2005). A ce jour, 6 mutations faux sens de LRRK2 sont considérées comme
étant pathogénes et codent pour les substitutions suivantes : R1441G/C/H, Y1699C, G2019S, et 12020T
(Kluss, Mamais, et Cookson 2019). Toutes sont localisées dans des régions importantes sur le plan
fonctionnel.

Globalement, les mutations de LRRK2 sont retrouvées chez environ 10% des patients avec des
formes autosomiques dominantes de la MP, 3,8% des patients avec des formes sporadiques et 1,8% des
controéles sains, ce qui fait d’elles la cause génétique la plus fréquente de la MP (Corti et al. 2011). Les
mutations de LRRK2 entrainent des MP dont le début est a un dge similaire aux formes sporadiques (55-
65 ans). Les symptomes moteurs des patients LRRK2 incluent des tremblements de repos, une rigidité,
une akinésie, une instabilité posturale et une difficulté a marcher, ce qui rappelle les symptémes des
formes sporadiques de la MP. Les patients LRRK2 répondent également positivement au traitement par
la lévodopa. De plus, en imagerie TEP, on retrouve chez les patients LRRK2 symptomatiques des
altérations du systeme dopaminergique qui sont typiques des formes sporadiques. En effet, ils
présentent une réduction de I'accumulation de 18F-dopa dans les projections striatales des neurones
dopaminergiques, une diminution de la liaison du 11C-tétrabénazine a VMAT et une réduction de la
liaison du 11C-méthylphénidate au DAT (revu en détail dans Biskup and West, 2009). Globalement, les
patients présentant des mutations de LRRK2 sont indiscernables sur le plan clinique de ceux atteints de
formes sporadiques de la MP.

La mutation la plus fréquente de LRRK2 est la mutation G2019S, située dans le domaine kinase,
qui a été identifiée en parallele par trois groupes (Di Fonzo et al. 2005; Hernandez et al. 2005; Kachergus
et al. 2005). De maniére surprenante, cette mutation n’est pas seulement retrouvée dans les formes
génétiques mais aussi dans certaines formes sporadiques de la MP. En effet, elle est retrouvée chez 4%
des patients avec des formes héréditaires de la MP mais aussi chez 1% des patients sporadiques (Gilks
et al. 2005; Healy et al. 2008; Lesage et al. 2007). Sa fréquence est cependant trés variable entre les
populations. En effet, elle est tres rare en Asie, en Afrique du Sud et en Europe du Nord, alors qu’elle
est plus fréquente chez les Juifs Ashkénazes (10-30% des cas de MP) et chez les Arabes d’Afrique du
Nord (30-40% des cas de MP) (Corti et al. 2011). La pathologie causée par cette mutation est tardive et
difficilement discernable des formes idiopathiques de la MP (Healy et al. 2008; Marras et al. 2016; Pont-
Sunyer et al. 2017). La plupart des patients présentent des corps de Lewy (Giasson et al. 2006; Gilks et

al. 2005) mais pas tous (Gaig et al. 2007; Giasson et al. 2006). Sa pénétrance est incomplete et fortement
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liée a I'age, passant de 28% a I'age de 59 ans a 51% a I'dge de 69 ans, puis 74% a 79 ans (Healy et al.
2008).

Un autre géne impliqué dans les formes autosomiques dominantes de la MP est VPS35, qui code
pour une protéine qui régule I'endocytose et le renouvellement des vésicules synaptiques a travers la
voie de I'endocytose médiée par les Rab. La seule mutation connue de cette protéine est D620N, qui
entraine une MP de début précoce (< 50 ans), mais sinon similaire aux formes idiopathiques (Lunati,

Lesage, et Brice 2018).

A.3. Formes autosomiques récessives

Les formes autosomiques récessives de la MP ont été liées a des formes de la MP a début précoce,
et des mutations dans divers génes ont été identifiées, notamment PRKN (Kitada et al. 1998), DJ-1

(Bonifati et al. 2003), PINK1 (Valente 2004) et ATP13A2 (Ramirez et al. 2006).

PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) est une sérine/thréonine kinase mitochondriale. En
conditions physiologiques, elle est liée a la membrane mitochondriale externe puis est internalisée via
les translocases de la membrane mitochondriale externe (TOM, pour translocase of the outer
membrane) et interne (TIM) de maniere dépendante du potentiel de membrane (Helley et al. 2017). Au
cours de son import, PINK1 subit une série de clivages protéolytiques. La forme clivée est libérée dans
le cytosol ou elle est dégradée par le protéasome. Ce procédé maintient un niveau bas de PINK1 en
conditions physiologiques (Durcan et Fon 2015). En cas de dommage des mitochondries et de chute du
potentiel de membrane, I'import mitochondrial de PINK1 est bloqué et elle s"accumule au niveau de la
membrane mitochondriale externe. Cette accumulation initie le contréle qualité mitochondrial par une
cascade d’activation qui permet le recrutement de la Parkine a la mitochondrie (Durcan et Fon 2015).
La Parkine est une E3 ubiquitine ligase qui, une fois activée, permet "'ubiquitinylation et I'élimination
progressive de plusieurs protéines mitochondriales par le processus de mitophagie. Parmi les cibles
principales de la Parkine on retrouve notamment la Mitofusine 1 (Mfn1) et la Mitofusine 2 (Mfn2), qui
sont deux GTPases essentielles au processus de fusion mitochondriale (Tanaka et al. 2010). Les
mitochondries sont alors de plus en plus fragmentées, ce qui permet d’isoler les mitochondries
endommagées de celles qui restent saines et de les éliminer. Dans la MP, les mutations de la Parkine
entrainent sa perte de fonction, et donc une dérégulation du contréle qualité mitochondrial, qui méne
a une dégénérescence marquée des neurones de la substance noire mais aussi du locus coeruleus, et

sont la cause la plus fréquente de MP a début précoce (Corti et al. 2011).
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Les mutations de DJ-1 sont la cause la plus fréquente de formes autosomiques récessives de la
MP (Corti et al. 2011). C’est une protéine impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires, dont la lutte
contre le stress oxydant. Les formes pathogenes de DJ-1 se relocalisent a la membrane mitochondriale
externe lors d’un stress oxydant, rendant de ce fait les cellules plus sensibles a ce dernier (Kaur, Mehan,
et Singh 2019). La pénétrance des mutations de DJ-1 semble étre compléete chez les individus qui en

cumulent deux différentes (Dawson et al. 2010).

Le gene ATP13A2 code une protéine de la superfamille des ATPases de type P, avec dix domaines
transmembranaires, localisée aux lysosomes (Ramirez et al. 2006). Ses mutations généreraient des
formes tronquées retenues dans le réticulum endoplasmique et dégradée par le protéasome, et donc
un dysfonctionnement des lysososmes (Ramirez et al. 2006). Les patients présentant des mutations de

ce gene développent une pathologie trés précoce (<20 ans) (Lunati et al. 2018).

Les mutations récessives de ces différents génes entrainent une pathologie précoce avec un
phénotype clinique proche des formes sporadiques, mais une neuropathologie distincte. La pathologie
lice a la Parkine est caractérisée par une dégénérescence de la SNpc et du locus coeruleus, pas toujours
associée a des CL (Schneider et Alcalay 2017), alors que les mutations de PINK1 entrainent une
dégénérescence nigrale avec la formation de CL et de NL (Samaranch et al. 2010). Enfin, la pathologie
due aux mutations de DJ-1 comprend une dégénérescence sévere de la SNpc et du locus coeruleus ainsi
que des CL présents de maniere diffuse (Taipa et al. 2016). En ce qui concerne ATP13A2, aucune donnée

a ce sujet n’a été rapportée (Lunati et al. 2018).

En plus de ces mutations impliquées dans la MP, des études de GWAS ont identifié des variants
génétiques fréquents dans des génes comme LRRK2, SNCA, MAPT (microtubule-associated protein tau)
ou GBA (glucosylceramidase beta) qui contribuent a augmenter le risque de développer la MP (Lill
2016). Les variants des loci de MAPT (Caffrey et Wade-Martins 2007) et SNCA (Brockmann et al. 2013;

Cardo et al. 2012) ont montré la plus forte association avec le risque de développer la MP.

B. 2- Formes sporadigues

Comme il a été mentionné précédemment, la plupart des cas de MP sont dits sporadiques, et la
pénétrance des génes impliqués dans les formes héréditaires est rarement complete. Cela laisse donc
supposer gqu’il existerait d’autres facteurs de risque de développer la MP. Outre I'age, il est maintenant
acquis que des facteurs environnementaux peuvent correspondre a un facteur de risque de la MP.

L’hypothése de Braak suggere que les voies olfactives et digestives pourraient étre le lieu de
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développement de la MP. Ce sont deux régions anatomiques qui ont la particularité d’interagir
directement avec I'environnement et d’étre reliées au systeme nerveux. Elles pourraient donc étre la
porte d’entrée des toxines environnementales et permettre leur atteinte du systéme nerveux (Chen et

Ritz 2018).

L’hypothése environnementale de la MP a été fortement influencée par la découverte de la
toxicité du MPTP au début des années 1980 (Langston et al., 1983; Singer and Ramsay, 1990). Le MPTP
est formé pendant la synthese d’un analogue de la mépéridine. Il traverse la barriere hémato-
encéphalique et est métabolisé dans les cellules gliales par la MAO-B en 1-méthyl-4-phényl pyridinium
(MPP+) (Obeso et al. 2017). Le MPP+ est une neurotoxine puissante qui entre dans les neurones
dopaminergiques par le DAT. Il inhibe le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale de ces
cellules, ce qui entraine une déplétion en Adénosine TriPhosphate (ATP), un stress oxydant et la mort
des neurones par apoptose (Corti et al. 2011) (Figure 10). Chez les patients exposés, cela entraine des
lésions sélectives des neurones dopaminergiques, et un syndrome parkinsonien qui est amélioré par le
traitement a la L-DOPA. Comme le MPTP a une structure similaire a certains pesticides, la découverte
de sa toxicité a mené a une étude plus approfondie du lien entre I'environnement et la MP. Par la suite,
de nombreux facteurs environnementaux ont été associés a la MP, certains augmentant le risque de la
développer (exposition a certains pesticides, solvants, métaux, et les traumas craniens) et d’autres
semblant plutét le diminuer (par exemple, la consommation de caféine, d’ibuprofene, I'exercice

physique ou le fait d’étre fumeur) (Obeso et al. 2017).
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Figure 10. Mécanisme de la toxicité du MPTP. BBB = Blood Brain Barrier (Barriere Hémoto-
Encéphalique), OCT3 = organic cation transporter (transporteur des cations organiques) (Goldman
2014).

Parmi les pesticides qui ont été liés a la MP, le paraquat et la roténone sont ceux pour lesquels
les données épidémiologiques ont été le plus fortement appuyées par des données expérimentales, et

ils sont utilisés pour générer des modeles animaux de la MP.
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La roténone est également une toxine mitochondriale, qui inhibe le complexe | de la chaine
respiratoire. Elle a longtemps été utilisée comme insecticide. Etant tres lipophile, elle traverse
facilement la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE) et les membranes cellulaires. Chez I'animal,
I'exposition a la roténone récapitule les principales caractéristiques de la MP. Sa toxicité mitochondriale
entraine une diminution de la production d’ATP, une augmentation des ROS, active la microglie et altére
le bon fonctionnement du protéasome (Betarbet et al. 2006) (Figure 11). La roténone entraine une
dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques et |'accumulation d’inclusions
cytoplasmiques d’asyn. Le syndrome parkinsonien qui en découle comprend une bradykinésie, une
rigidité et des tremblements de repos (Goldman 2014). Des études épidémiologiques ont montré que
les agriculteurs utilisant la roténone ou les personnes vivant a proximité de sites ou elle était utilisée

présentaient une augmentation d’un facteur ~1,5-3 du risque de développer la MP (Tanner et al. 2011).

Le paraquat est un analogue structural du MPTP. C’'est I'un des pesticides les plus largement
utilisés dans le monde, mais son usage est interdit dans I’'Union Européenne. Il peut traverser la BHE et
entrer dans les neurones dopaminergiques par les DAT aprés avoir été converti en paraquat+ (Figure
11). Chez I'animal, I'exposition au paraquat entraine un syndrome parkinsonien qui présente de
nombreuses similarités avec la MP. Il augmente la peroxydation des lipides, diminue les défenses anti-
oxydantes de la cellule, altére la fonction mitochondriale et augmente I'expression et |'agrégation de
I'asyn. Tout cela entraine une dégénérescence sélective des neurones DA. La relative sélectivité de sa
toxicité pour les neurones DA est probablement due en partie a leur plus forte sensibilité au stress

oxydant (voir partie sur vulnérabilité des neurones DA) (Goldman 2014).
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Figure 11. Mécanismes de la toxicité de la roténone, du MPP+ et du paraquat (Cabezas et al. 2013).

29



Il est fort probable qu’il existe un lien entre les facteurs génétiques et environnementausx, et cette
hypothése est soutenue par plusieurs études. Par exemple, il a été montré que des souris surexprimant
LRRK2 G2019S étaient plus sensibles a la toxicité du MPTP (Karuppagounder et al. 2015). De méme, des
neurones primaires de souris KO pour la Parkine sont plus sensibles a la toxicité de la roténone que des
neurones de souris sauvages (WT) (Casarejos et al. 2006). Les souris KO pour I'asyn sont protégées
contre la toxicité du MPTP, et au contraire les souris transgéniques surexprimant I’asyn humaine y sont

plus sensibles (Dauer et al. 2002; Klivenyi et al. 2006; Song et al. 2004).

V. Conclusion

La MP est donc caractérisée sur le plan histologique par la perte sélective des neurones DA
pigmentés de la SNpc, ainsi que la formation de CL et de NL, contenant notamment de 'asyn. Ses
mécanismes sont encore mal connus, mais il est probable qu’elle soit rarement liée a une mutation
génétique unique, ou a I'exposition a un facteur environnemental précis. La plupart des cas de la MP
résulteraient plutot d’une étiologie multifactorielle, résultant de I'action d’une combinaison de facteurs
protecteurs et nocifs, et de l'interaction complexe entre des facteurs génétiques et environnementaux.
L"étude des mécanismes de la toxicité de I'asyn, et comment ils sont impactés par d’autres facteurs
(comme LRRK2) est donc essentielle. Nous allons maintenant nous intéresser plus en détails a I'asyn et

LRRK2, les deux protéines autour desquelles nous avons construit notre travail.
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Chapitre Il. asyn

L'asyn fait partie de la famille des synucléines, avec la béta et la gamma synucléine, mais seule
I'asyn est retrouvée dans les CL et les NL (Spillantini et Goedert 2018). Au-dela de la MP, I'asyn est plus
largement impliquée dans les synucléinopathies, dont la démence a CL et I'atrophie multisystématisée
(MSA, pour multiple system atrophy). Les démences a CL ressemblent a la MP en termes de dépbts
d’asyn, mais dans la MSA I'asyn forme des inclusions cytoplasmiques dans les cellules gliales (en général
les oligodendrocytes) plutdt que dans les neurones (Bendor, Logan, et Edwards 2013). Le fait que I'asyn
soit retrouvée dans les agrégats neuronaux chez les patients atteints de la MP, et I'existence de
mutations ponctuelles et de multiplications du gene SNCA, causant des formes familiales de la MP, vont
dans le sens d’un role tres important de cette protéine dans la physiopathologie de la MP. De plus, des
GWAS ont révélé un polymorphisme mononucléotidique (SNP, pour single-nucleotide polymorphism)
associé au locus SNCA qui accroit le risque de développer une MP sporadique, et est associé a une

augmentation du taux d’asyn (Nalls et al. 2014).

l. La protéine

A. Structure : domaines et leurs fonctions

A53T

61 95
N-ter 1 Amphiphatic region NAC domain Acidic tail 140 C-ter

$129

Figure 12. Schéma de I'asyn et de ses différents domaines. Adapté de Hunn et al., 2015.

L'asyn est une protéine de 140 acides aminés (AA) qui contient 3 domaines fonctionnels
potentiels (Figure 12). Le domaine N-terminal (N-ter) (AA 1-60) (Dikiy et Eliezer 2014; Fauvet et al. 2012;
Trexler et Rhoades 2012) est caractérisé par des répétitions imparfaites riches en lysines supposées
former des hélices amphipathiques lors de son interaction avec des lipides (L. Maroteaux, Campanelli,
et Scheller 1988). Toutes les mutations autosomiques dominantes de I'asyn identifiées a ce jour sont
localisées dans ce domaine N-terminal, ce qui laisse supposer que |'altération de cette région est
pathogéne. Les mutations A30P et A53T diminuent l'affinité de l'asyn pour les membranes

phospholipidiques, donc il est probable que le domaine N-ter de I'asyn intervienne dans sa liaison aux
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membranes (Robotta et al. 2017). De plus, il est intéressant de noter que I'asyn de rongeur contient
physiologiguement une thréonine a la position 53 (A53T), qui serait donc pathogene spécifiquement
chez 'homme (Bendor et al. 2013). En dehors de cet AA 53, 6 autres sur les 140 AA composant I'asyn
different également entre le rongeur et 'Homme (Figure 13). Les AA 61 a 95 constituent le composant
non-béta-amyloide hydrophobe des plagues amyloides (NAC, pour non-amyloid béta component), qui
contient une séquence (AA 71-82) nécessaire et suffisante a I'agrégation de I'asyn sous forme de fibrilles
riches en feuillets béta semblables a celles retrouvées dans le cerveau des patients atteints de la MP
(Giasson et al. 2001; Spillantini et al. 1998). Le domaine C-terminal (C-ter) est trés acide et non structuré
a la fois quand I'asyn est liée aux lipides et quand elle est agrégée sous forme de fibrilles. Il est le lieu

de plusieurs modifications post-traductionnelles (MPT) de I'asyn.

Alignment of Sequence_l: [asyn_homo sapiens.xprt] with Sequence_2: [asyn_mus musculus.xprt]
Similaricy : 138/140 (98,57 %)
Seq_1l 1 mdvimkglskakegvvaaaektkqggvaeaagktkegvlyvgsktkegvvhgvatvaektk €0

Prereererrrerere e e eerer e e e e e e eeerr e rerrrgrrinnl
Seq 2 1 mdvfmkglskakegvvaaaektkqgvaeaagktkegvlyvgsktkegvvhgvttvaektk &0

Seq_l 61 egvtnvggavvtgvtavagktvegagsiaaatgfvkkdqlgkneegapgegiledmpvdp 120
PEEEErrer e s e e v brrr et bsrgrirrrrrrinnl
Seq_2 61 egvtnvggavvtgvtavagktvegagniaaatgfvkkdgngkgeegypgegiledmpvdp 120

Seq_1 121 dneayempseegyqdyepea 140
s erenennnl
Seq_2 121 gseayempseegyqdyepea 140

Figure 13. Alignement des séquences peptidiques de I'asyn humaine (seq_1) et de I'asyn de souris
(seq_2).

B. Modifications post-traductionnelles (MPT)

L'asyn peut étre phosphorylée au niveau des sérines 87 et 129, et des thréonines 125, 133 et 136
(Zzhang, Li, et Li 2019), mais la plus étudiée de ses MPT est la phosphorylation de la S129. Elle est souvent
utilisée comme marqueur de la pathologie liée a I'asyn car, si on ne retrouve qu’environ 4% de pS129
asyn dans le cerveau sain, 90% de I'asyn contenue dans les CL est phosphorylée sur ce résidu (Anderson
et al. 2006; Fujiwara et al. 2002). Il a également été montré par des méthodes de biochimie qu’il y avait
une forte augmentation de la pS129-asyn soluble et insoluble dans le cortex frontal et le putamen de
patients parkinsoniens (Zhou et al. 2011). Certaines protéines kinases capables de moduler la
phosphorylation de ce résidu ont été identifiées, dont les kinases de type Polo (polo-like kinases), les
caséines kinases et les kinases des récepteurs couplés aux protéines G (Cresto et al, 2019). Il a également

été envisagé que I'asyn soit un substrat de LRRK2, mais d’apres les études qui se sont intéressées a cette
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question, il est peu probable que LRRK2 phosphoryle directement I'asyn (Herzig et al., 2012; Lin et al,,
2009).

L'étude de I'impact de la phosphorylation de I'asyn au niveau de sa S129 sur son agrégation et sa
toxicité a donné des résultats contradictoires (Buck et al. 2015; Chen et Feany 2005; Gorbatyuk et al.
2008; Khodr et al. 2012; Oueslati et al. 2013; Sato et al. 2011; da Silveira et al. 2009; Smith, Margolis, et
al. 2005). Le réle exact de cette MPT n’est donc pas trés bien compris, mais il semblerait qu’elle régule
la structure, la liaison aux membranes, I'agrégation, la neurotoxicité et la distribution subcellulaire de
I'asyn (Gonzalez et al. 2019). Il a également été suggéré que la pS129-asyn serait dégradée par le
protéasome, ce qui pourrait indiquer un rdle de cette MPT de I'asyn dans son adressage aux systémes
de dégradation (Machiya et al. 2010). Comme I'asyn présente dans les CL est phosphorylée (Fujiwara
et al. 2002), on pourrait imaginer qu’elle ait été adressée aux systémes de dégradation, mais que cette
derniére n’aurait pas eu lieu. Cette hypothése est coroborée par le faire que I'asyn présente dans le CL
et les NL colocalise également avec I'ubiquitine (Burré, Sharma, et Sidhof 2018), et I'ubiquitination est
justement un mécanisme permettant I'adressage des protéines au protéasome pour dégradation.

D’autre part, des formes tronquées en C- ou en N-terminal de I'asyn ont été retrouvées dans les
cerveaux de personnes saines comme dans ceux de personnes atteintes de la MP. En effet, si les CL
contiennent en majorité de I'asyn entiere, ils contiennent également de petites quantités d’asyn
tronquée en Cter (Burré et al. 2018). La troncation en C-ter de I'asyn augmente sa capacité a s’agréger
in vitro (Hoyer et al. 2004). Une augmentation significative du ratio asyn tronquée/asyn totale a été
montrée dans le cerveau de souris transgéniques surexprimant I'asyn A53T humaine (Li et al. 2005).
Cette MPT pourrait donc aussi étre impliquée dans la physiopathologie de la MP. La nitration de I'asyn
au niveau des tyrosines 125, 133 et 136 a également été rapportée comme augmentant la formation
de fibres ou d’oligomeéres d’asyn (Longhena et al. 2019) et les CL sont positifs pour I'asyn nitrée (Giasson
et al. 2000).

D’autres MPT de l'asyn ont été identifiées, qui elles seraient plutdt liées a des mécanismes
bénéfiques dans la MP. Il a notamment été montré que I'asyn pouvait étre acétylée au niveau N-ter,
par I'attachement d’un groupe acétyle au premier AA de I'asyn. Cette acétylation a été observée a la
fois chez des patients et des individus sains, et elle augmente sa propension a former des hélices alpha,
son affinité pour les membranes, et sa résistance a I'agrégation (Burré 2015). L'asyn peut également
subir des O-N-acétylglucosaminylations (O-GlcNAcylation). C'est une forme de glycosylation dynamique
qui consiste en 'addition d’un résidu unique de N-acétylglucosamine (GIcNAc) sur le groupement
hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine. Il a été montré que cette MPT pouvait inhiber I'agrégation
de I'asyn (Levine et al. 2019). Un autre type de MPT est la sumoylation, le processus par lequel des
protéines SUMO (Small Ubiquitin-like mOdifier) sont attachées de maniere covalente a des résidus lysine

par un pont thioester. L'asyn contient un grand nombre de résidus lysine pouvant étre la cible de ce
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type de modification post-traductionnelle, et il semblerait que ce processus soit plutdt protecteur

contre la toxicité de I'asyn (Gonzalez et al. 2019).
L'asyn peut donc subir une large gamme de MPT. Certaines seraient plutot associées a des
mécanismes pathologiques (phosphorylation, ubiquitination, nitration, troncation C-ter) alors que

d’autres seraient plut6t protectrices (acétylation, O-N-acétylglucosaminylation, sumoylation).

C. Expression et localisation

Au niveau tissulaire, la protéine asyn est majoritairement retrouvée dans le cerveau, ainsi que la
moelle osseuse et les reins (Figure 14). Cependant 'ARNm est majoritairement retrouvé dans le
cerveau. On pourrait donc supposer que la protéine retrouvée au niveau périphérique proviendrait en

partie du cerveau.
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Figure 14. Expression tissulaire de 'ARNm et de la protéine dérivés du gene SNCA chez 'lhomme.
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000145335-SNCA/tissue

Les synucléines ont initialement été identifiées dans des préparations de vésicules cholinergiques
purifiées a partir de I'organe électrique de la raie Torpedo (L. Maroteaux et al. 1988). Leur présence a la

pré-synapse a ensuite été confirmée par plusieurs études (George et al. 1995; Iwai et al. 1995;
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Maroteaux et Scheller 1991; Murphy et al. 2000). La localisation synaptique de I'asyn pourrait aussi
s’expliquer par son affinité préférentielle pour les membranes de forte courbure (Middleton et Rhoades
2010). En effet, les vésicules synaptiques font partie des plus petites membranes biologiques décrites
(elles ont donc une forte courbure). L'asyn est donc localisée spécifiguement aux terminaisons
nerveuses, dans le systeme nerveux central et périphérique, et il y en a peu dans le corps cellulaire, les
dendrites, ou dans d’autres sites extrasynaptiques le long des axones (George et al. 1995; Iwai et al.
1995). Maroteaux et collaborateurs avaient également proposé une localisation nucléaire de I'asyn, qui
est depuis controversée car des résultats contradictoires ont été obtenus (Huang et al. 2011; Spillantini
et al. 1998). Il est possible que ces différences soient dues a I'utilisation de différents anticorps entre
les études. La comparaison chez la souris de différents anticorps marquant I'asyn a montré que ceux
qui marquaient le noyau le marquaient également chez des souris KO pour I'asyn, ce qui irait plutot
dans le sens d’un probleéme de spécificité des AC que d’une réelle localisation nucléaire de I'asyn (Huang
et al. 2011). En utilisant un systéme de photoactivation, Gongalves et Outeiro ont montré que I'asyn
WT était distribuée dans le cytoplasme et le noyau de cellules H4 (lignée issue d’un neurogliome
humain) et que sa localisation nucléaire nécessitait que son extrémité N-terminale soit libre (sans tag)
(Goncalves et Outeiro 2013).

Au niveau cellulaire, I'asyn a plutdt une expression neuronale, mais elle est aussi retrouvée dans
d’autres types cellulaires, comme les astrocytes ou les cellules hématopoiétiques (Cookson 2009).

Chez les rongeurs, I'expression des ARNm de l'asyn commence a des stades tardifs du
développement embryonnaire, atteint un pic au cours des premiéres semaines post-natales puis
diminue. La quantité de protéine augmente au cours du développement et reste élevée a I'age adulte,

ce qui suggere une régulation post-transcriptionnelle de son expression (Burré 2015).

Il. Fonctions physiologigues

La localisation préférentielle de I'asyn au nvieau pré-synaptique semble indiquer des fonctions
plus particulierement dans la neurotransmission. Elle serait en particulier impliquée dans la régulation
du trafic vésiculaire et la libération des NT. En effet, |a libération de DA est augmentée chez les souris
déficientes en asyn sans modification du taux de DA tissulaire (Abeliovich et al. 2000; Senior et al. 2008),
ce qui suggéere un roble, direct ou indirect, de I'asyn dans la libération de la DA et va dans le sens d’une
implication de I'asyn dans I'exocytose des vésicules synaptiques. D’autre part, la suppression de
I'expression de I'asyn dans des neurones primaires via des oligonucléotides antisens induit une
réduction significative du pool distal de vésicules synaptiques (Murphy et al. 2000). Cela pourrait

confirmer le réle de I'asyn dans le controle de I'exocytose des vésicules synaptiques car, a l'inverse, la
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présence de I'asyn a la synapse accélere la cinétique des événements d’exocytose individuels, et cette

fonction est altérée par les mutations liées a la MP (Logan et al. 2017).

Plus précisément, dans des cellules de mammiferes et in vitro, I'asyn faciliterait de maniéere dose-
dépendante 'assemblage du complexe SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor activating
protein receptor) (Burré et al. 2010). Lors de I'exocytose, les protéines membranaires des vésicules
synaptiques fusionnent avec la membrane, et ce complexe est impliqué dans ce phénomeéne pour
permettre la libération de NT. L'asyn interviendrait plutét avant ou au moment de la fusion avec les
membranes, puisqu’elle se détache des vésicules lorsque celles-ci fusionnent avec la membrane
(présentation de Robert Edwards, World Parkinson Congress 2019, Kyoto). Le maintien des
conformations correctes des protéines du SNARE est assuré par plusieurs chaperonnes, dont CSPa
(cystein-string-protein alpha). Il a été montré que I'asyn monomérique coopeérerait avec la CSPa
présynaptique, afin de maintenir I'assemblage du complexe SNARE (Chandra et al. 2005) et pourrait se
comporter comme une chaperonne moléculaire (Chandra et al. 2005; Souza et al. 2000). L'asyn
faciliterait également I'endocytose des vésicules aprés la libération synaptique des NT (Vargas et al.
2014). En conditions physiologiques, I'asyn participerait donc a la fusion des vésicules synaptiques - en
facilitant leur fusion a la membrane et la libération de NT — ainsi qu’a I’endocytose et au recyclage de

ces vésicules (Figure 15A).

Ces données concernant les fonctions de I'asyn sont renforcées par I'étude de la pathologie liée
a cette protéine. En effet, en conditions pathologiques, les gros oligomeres d’asyn perturberaient la
formation du complexe SNARE et I'augmentation des taux d’asyn altererait la libération des NT en
diminuant la taille du pool de vésicules synaptiques de recyclage (Wong et Krainc 2017). In vitro dans
des neurones primaires d’hippocampe de souris, la surexpression de I'asyn WT humaine (a un niveau
qui se veut proche de ce que qu’on pourrait retrouver chez des patients avec une duplication ou une
triplication de SNCA) entraine une inhibition de I'exocytose des vésicules synaptiques sans toxicité
neuronale apparente (Nemani et al. 2010). Cet effet est également retrouvé lors de I'exposition de
neurones primaires de cortex de rat a de I'asyn recombinante humaine, qui entraine une diminution de
I'activité neuronale et de la synchronisation du déclenchement des potentiels d’action (Hassink et al.
2018). L'augmentation de I'expression de I'asyn WT par I'injection d’un AAV dans la SNpc chez le rat
entraine également une diminution de la libération et de la recapture de la DA, probablement via un
dysfonctionnement des DAT (Lundblad et al. 2012). Chez des souris transgéniques BAC, I'effet de la
surexpression de l'asyn sur la libération de DA précede la formation d’agrégats d’asyn et la
dégénérescence des neurones de la SNpc (Janezic et al. 2013). Ces données confirment le role

physiologique de I'asyn dans la régulation du trafic vésiculaire, et laissent supposer que la fonction
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normale de I'asyn serait altérée dans les synucléinopathies, empéchant le bon fonctionnement de

I’'exocytose et de I’'endocytose des vésicules synaptiques et donc la libération des NT (Figure 15B).
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Figure 15. Role de I'asyn a la synapse. (A) En conditions physiologiques, I'asyn participerait a la libération
de la DA en aidant a I'assemblage et au maintien des complexes SNARE, en agissant comme chaperonne
moléculaire en coopération avec les protéines CSPa. (B) En revanche, les formes pathologiques de I'asyn
perturberaient la physiologie des synapses et altérerait la libération des neurotransmetteurs,
notamment la DA. (Hunn et al. 2015)

lll. Pathologie liée a I'asyn

En conditions physiologiques, I'asyn est localisée aux terminaisons synaptiques, mais en
conditions pathologiques on retrouve des oligoméres et des agrégats dans le corps cellulaire et les
neurites. Dans la pathologique, I'asyn pourrait donc altérer des fonctions cellulaires au-dela des
terminaisons présynaptiques (Wong et Krainc 2017).

La pathologie liée a I'asyn est tres étudiée chez le rongeur, et ces modeles apportent de
nombreux éléments de réponse quant aux mécanismes possibles de toxicité de 'asyn. Les souris
déficientes en asyn sont viables, et ne présentent pas de phénotype fonctionnel majeur (Abeliovich et
al. 2000). Il existe une forte redondance entre I'alpha, la béta et la gamma synucléine, et les souris triple
KO pour les 3 synucléines ont un phénotype beaucoup plus marqué que les souris asyn KO, avec une
mortalité précoce et des déficits moteurs (Burré et al. 2010). Il est donc possible que la béta et lagamma

synucléine compensent la perte de I'asyn chez les animaux asyn KO, limitant leur phénotype.

La surexpression de mutants de I'asyn dans des modeles transgéniques peut également induire
une neurodégénérescence (Giasson et al. 2002; Lee et al. 2002), par contre les modeles transgéniques

surexprimant I'asyn humaine sauvage n’en présentent généralement aucune (Bendor et al. 2013;
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Masliah et al. 2000; van der Putten et al. 2000). La surexpression de I'asyn par I'injection de vecteurs
viraux directement dans le cerveau des rongeurs permet en revanche d’induire une mort cellulaire
significative associée a des agrégats d’asyn (Cookson 2009; Kirik et al. 2002). Comme il a été dit
précédemment, la synucléine de rongeur contient physiologiquement une thréonine a la position 53
(A53T) (Bendor et al. 2013). Malgré cela, les rongeurs ne développent pas spontanément d’agrégats
d’asyn ni de neurodégénérescence de la SN au cours de leur vieillissement. Il serait donc possible que
I’asyn endogéne rongeur atténue la toxicité de I’asyn humaine. Cette hypotheése est soutenue par le fait
que le croisement de souris transgéniques surexprimant I'asyn A53T humaine avec des souris sans asyn
endogéne (asyn KO) aggrave le phénotype par rapport aux souris transgéniques qui expriment I'asyn
endogéne (Cabin et al. 2005; Gao et al. 2008). Cela expliquerait les phénotypes modestes observés dans
les animaux transgéniques. De plus, la SNpc des rongeurs est dépourvue de NM, qui est une
caractéristique importante des neurones de la SNpc chez 'homme. L'absence chez le rongeur de ce

facteur de vulnérabilité pourrait également atténuer la toxicité de I'asyn dans ces modeles.

A. Les différentes formes d’asyn

L’asyn n"a pas de structure tridimensionnelle définie en solution. C'est une protéine dynamique,
qgue l'on peut retrouver sous différentes conformations dans les cellules, et en conditions
physiologiques, elle est en équilibre entre une forme soluble et une forme liée aux membranes (Burré
et al. 2018).

Lors de son association aux membranes, elle adopte une conformation en hélices, alors que sa
structure est riche en feuillets béta dans les agrégats (Bendor et al. 2013). L'agrégation de I'asyn passe
par plusieurs intermédiaires qui précédent la formation de fibrilles et leur dépot dans des corps
d’inclusion (Figure 16). En conditions physiologiques, I'asyn existe donc sous forme de monomeres qui
peuvent s’associer en multiméres (notamment des tétrameres) (Wong et Krainc 2017). Il a été suggéré
gu’un équilibre dynamique existerait entre ces monomeres désordonnés et les multiméres d’asyn, et
gu’une altération de cet équilibre pourrait promouvoir I'agrégation de I'asyn (Dettmer et al. 2015). En
effet, les monomeéres d’asyn peuvent s’assembler pour former des oligoméres solubles, puis des fibrilles
insolubles (Wong et Krainc 2017). Les oligomeres sont constitués de 10-50 monomeres d’asyn alors que
les fibres, qui font plus de 0,1 um de long sont formées par plusieurs milliers de chaines polypeptidiques
(Melki 2015). Les mutations ponctuelles de I'asyn (comme la mutation A53T) augmentent le nombre de
conformations qu’elle peut adopter, et potentiellement la persistance dans les cellules des

conformations capables de s’assembler, ce qui favorise I'agrégation de I'asyn (Alam et al. 2019).
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Figure 16. Les différentes conformations de I'asyn (Wong et Krainc 2017).

Il est difficile d’évaluer avec précision qu’elle(s) forme(s) de I'asyn est/sont pathologique(s). La
charge en CL ne correle pas bien avec la mort neuronale ni la gravité de la pathologie. De plus, on
retrouve également des CL chez des individus asymptomatiques, et certains patients parkinsoniens ne
présentent pas ces corps d’inclusion, ce qui laisse penser que les CL en eux-mémes ne seraient pas
délétéres (Mor, Daniels, et Ischiropoulos 2019). L’agrégation de I’asyn pourrait tres bien étre protectrice
plutdt que toxique, et alors ce serait d’autres espéces d’asyn que les agrégats, par exemple les
oligomeres, qui seraient responsables de la toxicité. Par contre, il est globalement accepté qu’une
augmentation de I'expression de I'asyn normale est délétere, puisque les triplications pathogénes de
SNCA induisent des formes particulierement sévéres de la MP (Singleton 2005). Les patients avec cette
triplication de SNCA présentent deux fois plus d’asyn dans le sang. Au niveau cérébral par contre, ils
présentent une forte augmentation de I'’ARNm codant pour I'asyn, mais en ce qui concerne la protéine,
il y aurait plutét une augmentation des agrégats que de la protéine soluble (Miller et al. 2004).
Cependant, on ne sait pas si 'augmentation de la quantité d’asyn est directement toxique ou si elle

augmente la probabilité que des conformations pro-agrégantes pathogénes soient générées.

Depuis plusieurs années, la mise a disposition d’especes synthétiques de I'asyn a permis d’étudier
plus en détail la question de sa toxicité. Il est en effet possible de générer in vitro différentes
conformations de I'asyn (Bousset et al. 2013), et ces espéces synthétiques peuvent former des agrégats
de structure semblable a celle des inclusions retrouvées chez les patients (Peelaerts et al. 2018), ce qui
souligne la pertinence de leur emploi pour disséquer les mécanismes de la pathologie liée a I'asyn.
Plusieurs études ont donc utilisé ces espéces synthétiques pour essayer de mieux comprendre si ¢’était
les oligomeres solubles d’asyn qui étaient toxiques dans la MP, ou si ¢’était plutot les fibres insolubles.

L'expression virale de variants d’asyn qui présentent une oligomérisation accrue dans la SN de
rats induit la perte des neurones DA (Winner et al. 2011). De plus, I'exposition de cultures primaires de
neurones corticaux a des oligomeéres extraits des cerveaux de souris transgéniques A53T induit une
toxicité qui n’est pas retrouvée lorsque les extraits sont déplétés en asyn (Tsika et al. 2010). Les données
chez ’'Homme vont également dans le sens d’une toxicité de ces oligoméres, car des oligomeéres solubles
d’asyn de haut poids moléculaire ont été extraits de cerveaux humains et sont plus nombreux chez les

patients atteints de la MP (Sharon et al. 2003). De forts taux de ces oligomeres ont également été
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retrouvés dans le liquide céphalorachidien de patients en comparaison avec des sujets sains (El-Agnaf
et al. 2006; Park et al. 2011).

Tous ces éléments semblent indiquer un réle toxique des oligoméres solubles d’asyn mais
d’autres études suggerent que ce seraient plutot les fibres qui seraient toxiques. Il a notamment été
suggéré que les fibres d’asyn seraient 1000 fois plus toxiques que leurs précurseurs (Pieri et al. 2012),
et I'injection de différentes formes d’asyn dans la SNpc de rats a montré que c’étaient les fibrilles plut6t
que les oligomeéres qui induisaient les plus fortes altérations motrices et synaptiques ainsi que la plus
forte perte de neurones dopaminergiques (Peelaerts et al. 2015). Il a également été suggéré que les
fibres d’asyn pourraient induire la mort cellulaire par un processus appelé “parthanatos” (Kam et al.
2018).

Cependant, comme les fibres et leurs précurseurs oligomériques sont en équilibre, il est possible
que les oligomeéres s’assemblent en fibres au cours des expérimentations ou que les fibres soient
désassemblées, ce qui rend trés complexe I'interprétation de toutes ces données et la comparaison de

la toxicité de ces deux espéeces.

Un autre niveau de complexité dans cette question de la toxicité des différentes formes de I'asyn
découle du fait que I'on peut obtenir (a partir du méme précurseur) des agrégats de structure et de
cytotoxicité différentes selon leurs conditions de formation : les fibres et les rubans. Ainsi, les fibres
d’asyn se lient plus aux cellules que les rubans et induisent une plus forte mort cellulaire a des
concentrations équivalentes. Les rubans entrainent la formation de plus d’inclusions que les fibres
(Bousset et al. 2013). /In vivo, les fibres entrainent la formation de structures semblables aux CL alors
que les rubans induisent plutét la formation d’inclusions cytoplasmiques dans les oligodendrocytes (ce
qui est caractéristique de la MSA) (Peelaerts et al. 2015). Cette diversité est aussi retrouvée au sein des
oligoméres, qui peuvent différer en structure, poids moléculaire et morphologie (Alam et al. 2019). |l
est donc difficile d’établir précisément quelles especes de I'asyn sont pathogénes dans la MP, de par
leur diversité et leur évolution dynamique. Les différentes espéces de I'asyn sont revues en détails dans

Alam et al., 2019.

B. Propagation

Plusieurs observations supportent I’hypothese que I'asyn pourrait se propager de cellules a
cellules selon un mécanisme semblable a celui du Prion (Brundin, Melki, et Kopito 2010). En effet, les
premiers arguments viennent du travail de Braak et collaborateurs. Sur la base d’autopsies, ils ont
montré que les CL se développaient d’abord dans des régions cérébrales spécifiques, puis progressaient

d’une maniere prévisible sur le plan topographique en suivant les connexions anatomiques entre les
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différentes régions cérébrales (Braak et al. 2003). Par la suite, cette idée a été confortée par des études
visant a restaurer le pool de neurones DA par la greffe de cellules feetales dopaminergiques saines. En
effet, a la mort des patients, plusieurs années apres la greffe, les greffons ont été étudiés et ont montré
la présence de CL (Kordower et al. 2008; Li et al. 2008; Olanow et al. 2019). Ceci suggére une
propagation de la pathologie, mais ne permet pas de différencier entre la propagation directe de I'asyn
ou bien la transmission au greffon des conditions pathologiques responsables de I'agrégation de I'asyn
endogéne. Par la suite, de nombreuses études in vivo ou in vitro ont eu pour but de prouver la

propagation de la pathologie et son mécanisme.

In vivo chez des souris transgéniques surexprimant I'asyn A53T, I'injection dans le ST de fibrilles
d’asyn recombinante ou d’homogénats de cerveaux de souris tg A53T agées induit la formation
d’agrégats d’asyn ainsi qu’une neurodégénérescence rapide dans la SNpc, alors qu’aucun de ces 2
phénomenes n’est observé chez les souris KO pour I'asyn (Desplats et al. 2009; Luk et al. 2012;
Mougenot et al. 2012). Ceci suggére que les fibrilles d’asyn sont toxiques chez I'animal, et que cette
toxicité passe probablement par une interaction avec I'asyn endogéne puisque la présence de cette
derniere est nécessaire a la toxicité.

In vitro il a été montré que les cellules pouvaient incorporer I'asyn fibrillaire, et que cette derniere
pouvait ensuite induire I'agrégation de la protéine endogéne (Freundt et al. 2012; Gribaudo et al. 2019;
Luk et al. 2009; Volpicelli-Daley et al. 2011). Une propagation des espéces synthétiques de I'asyn a été
confirmée dans des cellules humaines cultivées dans des chambres de microfluidique. En effet, dans la
chambre proximale, I’'exposition de neurones corticaux dérivés d'iPSC de personnes saines a des fibres
ou des rubans d’asyn entraine la formation d’inclusions positives pour la pS129-asyn dans les neurones
sains de la chambre distale, qui eux n'ont pas été exposés aux fibres et rubans. Cet effet sur I'asyn
endogeéne n’est pas empéché par I'usage de fibres/rubans présentant la mutation S129A (qui ne peut
pas étre phosphorylée), ce qui va a I'encontre d’un réle de cette phosphorylation dans la propagation

de I'asyn (Gribaudo et al. 2019).

Il a également été suggéré que I'asyn pourrait se propager depuis la périphérie jusqu’au systéme
nerveux central. En effet, apres l'injection d’un AAV codant pour I'asyn humaine dans le nerf vague de
rats, de I'asyn humaine a été retrouvée dans le bulbe rachidien, puis dans le mésencéphale et dans le
cerveau antérieur (Ulusoy et al. 2015). Ce transfert était plus efficace dans les neurones sains que dans
les neurones en souffrance, ce qui suggere un transfert actif de I'asyn plutét qu’une libération par les
neurones en souffrance (Ulusoy et al. 2015; Vargas, Grudina, et Zurzolo 2019). Van Den Berg et
collaborateurs ont également montré une propagation de I'asyn apres l'injection de fibres d’asyn

humaine dans le duodénum et le pylore de rats BAC transgéniques surexprimant I'asyn, mais sans
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neurodégénérescence (Van Den Berge et al. 2019). Comme l'asyn de rongeur présente
physiologiquement une thréonine en position 53, alors que cette mutation est pathogéne chez
I"homme, il est probable que la physiologie de I'asyn de rongeur soit Iégerement différente de la nbtre.
Une étude récente a étudié la propagation de I'asyn de souris chez la souris, afin de prendre ce facteur
en compte. lls ont ainsi montré que l'injection de fibres préformées d’asyn de souris dans le duodénum
et le pylore de souris (innervés par le nerf vague) entrainait en quelques mois I'apparition de cellules
positives pour I'asyn pS129 dans différentes régions cérébrales selon un schéma suivant les stades
proposés par Braak et collaborateurs (Braak et al. 2003). Cette pathologie était notamment associée a
une perte significative des neurones dopaminergiques de la SNpc et des altérations motrices des 7 mois
(Kim et al. 2019). Les mémes injections n’entrainaient pas de pathologie chez des animaux SNCA-/- ou
ayant subi une vagotomie, ce qui suggére que la pathologie se transmet par le nerf vague et nécessite
la présente de la protéine endogéne (Figure 17) (Kim et al. 2019). Une autre étude récente a
cartographié de maniére quantitative la pathologie induite par l'injection de fibres préformées d’asyn
dans le striatum dorsal de souris. lls ont ainsi pu montrer que la propagation de I'asyn mal conformée
était corrélée positivement avec deux caractéristiques cérébrales importantes: la connectivité

anatomique et le taux d’expression de I'asyn (Henderson, Cornblath, et al. 2019).
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Figure 17. Résumé graphique des résultats obtenus dans I’étude de Kim et al., 2019.

Si ces arguments sont en faveur d’une propagation de I'asyn, il est important de noter que les
preuves cliniques d’un tel phénomene restent limitées, et que certains arguments vont contre cette
idée. En effet, si quelques cellules de certains greffons de patients développent des CL, la plupart des

autres cellules de ces greffons et la plupart des greffes en général sont totalement normales (Hallett et
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al. 2014; Mendez et al. 2008) (Revu par Engelender and Isacson, 2017). Il serait aussi possible que
I'agrégation d’asyn dans les greffons soit induite sous I'effet de I'environnement cérébral pathologique
sur I'asyn endogéne au greffon plutdt que par une réelle propagation. De plus, par opposition avec les
différentes études montrant une propagation par la surexpression d’asyn ou l'injection de fibres ou
d’homogénats de cerveau dans le cerveau de rongeurs, une équipe a montré que l'inoculation de fibres
préformées d’asyn dans le cblon de rats ou de PNH n’induisait pas de propagation significative de I'asyn

(Manfredsson et al. 2018).

En ce qui concerne les mécanismes de cette propagation, différentes voies de transmission de
I'asyn ont été suggérées (Figure 18). Lee et collaborateurs ont montré que de petites quantités d’asyn
pouvaient étre sécrétées par une exocytose de vésicules (Lee, Patel, et Lee 2005), ce qui pourrait
constituer un premier mécanisme de propagation. La libération d’asyn pourrait également passer par
des exosomes (Bendor et al. 2013). De I'asyn a été retrouvée dans le Liquide Céphalo-Rachidien (LCR)
de personnes saines ainsi que de patients, ce qui irait dans le sens d’une libération de I'asyn dans le
milieu extracellulaire (Angot et al. 2010). De plus, une étude in vitro dans des cellules SH-SY5Y
différenciées a montré que I'asyn pouvait étre libérée dans le milieu de culture par exocytose (Lee et
al. 2005). Les fibres d’asyn induisent une rupture des vésicules intracellulaires, ce qui va aussi dans le
sens d’une propagation par ces mécanismes (Flavin et al. 2017). Il est aussi possible que les neurones
qui meurent relarguent des formes pathogenes de I'asyn (Melki 2018). Une fois sécrétée par I'un ou
I'autre de ces mécanismes, I'asyn pourrait donc étre prise en charge par les cellules environnantes. Il a
été montré que l'asyn interagissait directement avec les lipides ou les protéines de la membrane
plasmique, ce qui pourrait faciliter son internalisation (Vargas et al. 2019). In vitro, les fibres et les
oligoméres d’asyn pourraient étre internalisés par endocytose, car aprés internalisation les fibres
d’asyn colocalisent avec des marqueurs des endosomes (Desplats et al. 2009; Lee et al. 2008).

Le transfert de I'asyn pourrait également passer par des nanotubes, qui établissent des
connexions transitoires directes entre les cellules (Vargas et al. 2019). En effet, il a été montré que des
fibres d’asyn pouvaient étre internalisées par des neurones primaires, dirigées vers le compartiment
lysosomal, et étre transférées vers une autre cellule au sein de vésicules lysosomales, via des nanotubes
(Abounit et al. 2016). Cependant, I'existence de ces nanotubes est controversée, car ils n‘ont été

observés que in vitro.
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Figure 18. Mécanismes possibles de propagation des espéces pathogénes d’asyn (Melki 2018).

IV. Conclusion

L’asyn est donc une protéine pré-synaptique se liant aux membranes et qui permet de faciliter le

trafic des vésicules synaptiques. Elle existe sous différents états qui sont en équilibre dynamique. En

conditions pathologiques, un déséquilibre en faveur de formes toxiques pourrait induire une perte de

ses fonctions physiologiques et un gain de fonctions délétéres, aboutissant in fine a la formation

d’oligomeéres ou de fibrilles d’asyn. Ces conformations toxiques pourraient propager la maladie au sein

du cerveau par un mécanisme semblable a celui du Prion.
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Chapitre I1l. LRRK2

Comme il a été dit précédemment (cf chapitre | - Etiologie - Formes autosomiques dominantes),
les mutations de LRRK2 sont la cause la plus fréquente des formes génétiques de la MP, mais on les
retrouve également chez 3.8% des patients sporadiques (Corti et al. 2011). De plus, il a récemment été
montré que LRRK2 était activée (augmentation de la pS1292 et augmentation de pRab10) dans la SNpc
de patients atteints de formes sporadiques de la MP (Di Maio et al. 2018). Ces résultats prouvent le role
capital de I'activité kinase de LRRK2 dans la MP, et soulignent la pertinence de I'emploi d’inhibiteurs de

cette activité chez 'ensemble des patients atteints de la MP.

. La protéine

A. Structure: domaines et leurs fonctions
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Figure 19. Représentation schématique de LRRK2 et de ses différents domaines. Adapté de De Wit et
al., 2018.

LRRK2 est une protéine de 2527 AA (286kDa), constituée de plusieurs domaines (Figure 18). Elle
fait partie des protéines de la famille ROCO et elle contient donc un domaine GTPase Roc (Ras-of-
complex proteins) associé a un domaine COR (COOH terminal of Roc) qui permet sa dimérisation (Civiero
et al. 2018). LRRK2 possede également un domaine kinase avec une boucle d’activation caractéristique
contenant un motif DYG-APE (qui devient DYS-APE avec la mutation G2019S). En particulier, le motif
DYG servirait de commutateur conformationnel pour contréler I'activation de LRRK2 (Schmidt et al.
2019). Les autres domaines de LRRK2 sont impliqués dans I'interaction protéine-protéine: un domaine
Ankyrine (ANK), un domaine Armadillo (ARM), un domaine riche en lysines (LRR, pour Leucine-Rich
Repeat) et un domaine WD40 (Cresto, Gardier, et al. 2019). La présence de ces domaines suggere que
LRRK2 pourrait également avoir un réle de support dans I'assemblage de complexes de signalisation

multiprotéiques.
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La partie C-ter de LRRK2 est nécessaire a son activité kinase, et elle est capable de se dimériser
et de s'autophosphoryler en I'absence du fragment N-ter (Greggio et al. 2008; Jaleel et al. 2007). Par
contre, la partie N-ter de LRRK2 (AA 1-1287) ne semble pas indispensable a 'activité kinase (Jaleel et al.
2007), mais participerait a la régulation de LRRK2, notamment via la phosphorylation de certains de ses
résidus, comme les S910 et 935 (Nichols et al. 2010). Il semblerait que le domaine GTPase ait une
influence sur I'activité kinase de LRRK2, mais sa nature n’est pas claire (Martin et al. 2014). Ce que I'on
sait, c’est que 'addition de GTP, de GTP non hydrolysable ou de GDP a la protéine LRRK2 purifiée n’a
pas d’effet sur son activité kinase. Le domaine GTPase de LRRK2 ne semble donc pas impacter
directement sa propre activité kinase (Taymans et al. 2011). Par contre, I'addition de GTP non
hydrolysable sur des cellules exprimant LRRK2 entraine une augmentation significative de I'activité
kinase de LRRK2, ce qui semble indiquer une activation de LRRK2 via une autre protéine de maniere

GTP-dépendante, plutét qu’une auto-activation par sa propre activité GTPase (Taymans et al. 2011).

Il existe une protéine homologue de LRRK2, LRRK1, dont le domaine LRR est un peu plus court, et
qui n’a pas été impliquée dans la MP (Liao et Hoang 2018). Il est cependant intéressant de noter son
existence car leur homologie pourrait entrainer un mécanisme compensatoire par LRRK1 dans les

modeles déficients en LRRK2.

B. Phosphorylation/autophosphorylation

LRRK2 présente deux regroupements de sites de phosphorylation, un groupe de sites
d’autophosphorylation qui ont un taux de phosphorylation basal tres faible dans les cellules (T1410,
T1503 et S1292), et un groupe de résidus sérine avec des taux de phosphorylation basale élevés (S908,
910, 935, 955, 973 et 976) (Lobbestael et al. 2013).

Parmi les sites de phosphorylation constitutifs de LRRK2, les S910 et 935, situées avant le domaine
LRR, sont particulierement étudiées. Leur phosphorylation est diminuée par les mutations pathogénes
de LRRK2, en particulier la mutation G2019S, ainsi que dans le cerveaux de patients atteints de la MP
(Dzamko et al. 2017; Li et al. 2011; Nichols et al. 2010). Ce sont des sites de phosphorylation “cellulaire”,
qui ne sont pas des sites d’autophosphorylation, mais seraient plutét phosphorylés par d’autres kinases
(Li et al. 2011; Nichols et al. 2010; West et al. 2007). Parmi ces protéines, il pourrait y avoir la Protéine
Kinase A (PKA) (Li et al. 2011; Muda et al. 2014) et la protéine inhibitrice de la kinase kappaB (IKK, pour
inhibitor of kappaB kinase) (Dzamko et al. 2012). La Protéine Phosphatase 1a (PP1a) a l'inverse serait
une phosphatase de LRRK2 (Lobbestael et al. 2013). Si la phosphorylation de ces résidus n’est pas
proportionnelle a I'activité des mutants de LRRK2 in vitro, c’est un bon indicateur de |'efficacité de

I'inhibition de son activité kinase. En effet, il a été montré que les inhibiteurs de LRRK2 ainsi que les
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mutations diminuant son activité kinase diminuaient fortement la phosphorylation des S935/5910
(Skibinski et al. 2014; Vancraenenbroeck et al. 2014).

La phosphorylation de ces résidus est nécessaire pour la liaison des protéines 14-3-3, qui
contrélent la localisation cellulaire de LRRK2 (Mamais et al. 2014). Les protéines 14-3-3 sont un groupe
de protéines adaptatrices qui participent a de nombreux processus cellulaires. Elles se dimérisent et se
lient a leur partenaire au niveau de sites phosphorylés spécifiques (majoritairement des sérines) et

participent a la localisation des protéines, leur activité et leur stabilité.

En conditions physiologiques, LRRK2 est majoritairement retrouvée sous forme de dimeres
capables de s’autophosphoryler (Greggio et al. 2008). En particulier, 1a S1292, située a la fin du domaine
LRR, est un site d’autophosphorylation trés étudié, car il a été montré in vitro et in vivo que sa
phosphorylation augmentait proportionnellement a I'activité kinase de LRRK2 (Sheng et al. 2012). A
I'inverse, I'inhibition pharmacologique de I'activité kinase de LRRK2 entraine sa déphosphorylation

(Dzamko et al. 2010). Ces arguments en font un bon indicateur de I'activité kinase de LRRK2.

C. Expression et localisation

Chez la souris, I'expression de LRRK2 est détectable dés le développement embryonnaire dans
les reins, les poumons et le cceur. Elle devient détectable dans le SNC apres la naissance et atteint son
maximum environ 6 semaines apres la naissance. Dans le cerveau des souris adultes, I'expression de
LRRK2 est ubiquitaire mais plus importante dans le striatum, le cortex, I'hippocampe, le cervelet, le
noyau olfactif antérieur et le tronc cérébral (Giesert et al. 2013). Son niveau d’expression est
relativement bas dans la SNpc (West et al. 2014a).

Chez 'lhomme, LRRK2 est ubiquitaire mais s’exprime a un fort taux dans les reins et les poumons,
et son expression cérébrale est relativement faible (Figure 20) (Roosen et Cookson 2016). Dans les
neurones, I'’ARNm codant pour LRRK2 et la protéine associée sont principalement détectés dans le
cortex cérébral, dans le noyau caudé et le putamen, mais on les retrouve aussi, bien que dans une
moindre proportion, dans les neurones DA de la SNpc contenant de la NM (Higashi et al. 2007). Si
I'expression de LRRK2 est majoritairement neuronale, elle a aussi été détectée dans les cellules
microgliales activées, et elle pourrait s’exprimer faiblement dans les macrophages et les
oligodendrocytes (Dzamko 2017). Il a été suggéré que le niveau d’expression de LRRK2 serait trés bas
dans les cellules gliales mais pourrait étre augmenté dans certaines conditions pathologiques (Dzamko
2017). LRRK2 a également été détectée dans certaines cellules du systeme immunitaire au niveau
périphérique, en particulier dans les lymphocytes B, ainsi que les monocytes et les cellules dendritiques

(Gardet et al. 2010).
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Figure 20. Expression tissulaire de 'ARNm et de la protéine dérivés du gene LRRK2 chez I'homme.
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000188906-LRRK2/tissue

Au niveau cellulaire, LRRK2 est une protéine cytosolique (Smith, Pei, et al. 2005), qui a été
localisée dans les endosomes et les lysosomes dans le cerveau de rongeur (Biskup et al. 2006:2006), et
dans des structures vésiculaires dans le cerveau humain (Higashi et al. 2007). Cela suggére un réle de

LRRK2 dans les voies endosomales et autophagiques.

Il a été suggéré que le niveau d’expression de LRRK2 serait en partie régulé par son activité kinase,
carune réduction du taux de LRRK2 a été observée in vivo chez des animaux transgéniques surexprimant
un variant sans activité kinase de LRRK2 et l'inhibition prolongée son activité kinase entraine une
diminution de la quantité de protéine (Herzig et al. 2011; Lobbestael et al. 2016; Perera et al. 2016;
Skibinski et al. 2014). La diminution de I'activité kinase de LRRK2 diminue la phosphorylation de ses
$910/935 (Vancraenenbroeck et al. 2014) et cela entraine la perte de l'interaction de LRRK2 avec les
protéines 14-3-3 (Dzamko et al., 2010). Il en résulterait une accumulation de LRRK2 dans des “pools”

cytoplasmiques (alors qu’elle est normalement diffuse dans tout le cytoplasme) (Dzamko et al. 2010) et
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I’augmentation de son ubiquitination et de sa dégradation (Zhao et al. 2015). Cependant, dans des
cerveaux de patients atteints de la MP, il a été montré qu’il y avait une diminution de la phosphorylation
des S910/S935 sans modification de la quantité totale de LRRK2 (dans la SNpc, mais aussi I'amygdale et
le cortex frontal) (Dzamko et al. 2017), ce qui signifie que le mécanisme de régulation de I'expression

de LRRK2 est probablement bien plus complexe.

Il. Fonctions physiologigues, substrats

L'étude des substrats de LRRK2 et de I'effet de son KO ou de ses mutations pathogénes ont permis
de I'impliquer dans plusieurs processus cellulaires, notamment I'autophagie, les voies endolysosomales,

le trafic des vésicules synaptiques et la dynamique du cytosquelette (Figure 21) (Parisiadou et Cai 2010;

Roosen et Cookson 2016).

LRRK2 signaling pathway

Mutations that activate LRRK2 kinase activity are associated with Parkinson's disease (PD). LRRK2
phosphorylates a subgroup of RAB GTPases that regulate various cellular processes, including vesicular
trafficking and immune responses. LRRK2 is a possible therapeutic target for PD.

Genes and nongenetic factors (environment, lifestyle, gut microbiome, and infection)
influence the likelihood of developing PD.

?
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Figure 21. Voies de signalisations liées a LRRK2 (Alessi et Sammler 2018)
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A. LRRK2 et dynamique du cytosquelette

Il semblerait que LRRK2 régule la dynamique du cytosquelette en interagissant avec et/ou en
phosphorylant plusieurs cibles associées a I'actine (PAK6, PKA, I'actine, ou encore les protéines
ezrine/radixine/moesine (ERM)) ou aux microtubules (tubuline, tau). (Civiero et al. 2018). Cela suggeére
un role de LRRK2 dans la dynamique du cytosquelette, qui pourrait étre perturbé par I'augmentation
pathogéne de son activité kinase. En effet, un effet avéré de LRRK2 G2019S est la diminution de la
croissance des neurites (Civiero et al. 2018; Marrone et al. 2018), alors que la diminution de I'expression
de LRRK2 (KD, pour Knock Down) via un shRNA augmente leur taille (MaclLeod et al. 2006). Cet effet sur
la croissance des neurites pourrait étre lié a I'interaction de LRRK2 avec les protéines 14-3-3. En effet,
la phosphorylation des protéines 14-3-3y par la sérine/thréonine kinase PAK6 dans les neurones
empécherait la diminution de |a taille des neurites induite par LRRK2 G2019S (Civiero et al. 2017). Cet
effet bénéfique serait médié par le fait que la phosphorylation des protéines 14-3-3y entrainerait la
dissociation du complexe 14-3-3y/LRRK2 et la déphosphorylation de LRRK2 & la S935 (Civiero et al.
2017).

B. LRRK2 et trafic vésiculaire

Parmi les substrats proposés de LRRK2, il y a aussi 14 Rab GTPases (Rab3A/B/C/D, Rab5A/B/C,
Rab8A/B, Rab10, Rab12, Rab29, Rab35 and Rab43) (Steger et al. 2016) . Les Rab sont des protéines qui
régulent le trafic membranaire, gérant la formation et le mouvement des vésicules, ainsi que leur
arrimage et leur fusion avec les membranes (qui sont des procédés essentiels du processus
d’autophagie et pour le bon fonctionnement du lysosome) (Alessi et Sammler 2018). Tous les mutants
pathogénes de LRRK2 testés a ce jour augmentent la phosphorylation des Rab in vivo (Steger et al. 2016),
ce quisuggere un role de LRRK2 dans le trafic des vésicules synaptiques. Cette hypothese est confortée
par le fait que, chez la drosophile et dans des neurones primaires, le KO de LRRK2 (Arranz et al. 2015;
Matta et al. 2012) et sa surexpression (Matta et al. 2012) empéchent tous deux I'endocytose des
vésicules synaptiques (Arranz et al. 2015; Matta et al. 2012; Shin et al. 2008). Cet effet serait bloqué par
la co-expression de Rab5B (Shin et al. 2008). Cela va donc dans le sens d’une implication de LRRK2 dans
la fonction synaptique via la régulation de I'endocytose des vésicules synaptiques.

LRRK2 phosphoryle également Rab10 sur sa T73, une protéine Rab qui a été impliquée dans le
maintien du réticulum endoplasmique, le trafic vésiculaire et I'autophagie (Steger et al. 2016). La
phosphorylation de Rab10 par LRRK2 inhibe sa fonction en empéchant sa liaison avec les facteurs
inhibiteurs de la dissociation du GDP (Rab GFP-dissociation inhibitor factors) nécessaires a son
acheminement a la membrane plasmique et son recyclage (Di Maio et al. 2018). La phosphorylation de

Rab10 est proportionnelle a I'activité kinase de LRRK2 (Fan et al. 2018), et il est donc probable qu’une
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augmentation toxique de cette activité kinase soit associée a une diminution de I'activité de Rab10 et
de ses cibles (Di Maio et al. 2018). La phosphorylation de Rab10 est maintenant utilisée en biochimie
pour estimer I'activité kinase de LRRK2. Un autre régulateur du trafic vésiculaire, VPS35, a été identifié
comme étant un modulateur de I'activité kinase de LRRK2. La mutation pathogéne D620N de VPS35,
qui est impliguée dans les formes familiales de la MP, augmenterait la phosphorylation des protéines

Rab par LRRK2 (Mir et al. 2018).

D’autre part, des études dans des cultures primaires de neurones corticaux ont montré que la
surexpression de LRRK2 G2019S pouvait également augmenter I’'exocytose, et que cet effet était bloqué
par le traitement avec un inhibiteur de I'activité kinase de LRRK2 (Belluzzi et al. 2016; Pan et al.
2017). LRRK2 phosphorylerait aussi la synapsine, une protéine adaptatrice interagissant avec la protéine
SNAP-25, ce qui diminuerait son interaction avec SNAP-25 et par conséquent I'exocytose des vésicules
synaptiques (Yun et al. 2013).

Plus généralement, cela pourrait indiquer un role de LRRK2 dans la neurotransmission. En effet,
des souris avec un Kl de LRRK2 G2019S présenteraient une diminution liée a I'dge des taux de DA
extracellulaire dans le ST (Yue et al. 2015), et LRRK2 G2019S augmenterait la transmission synaptique
glutamatergique (Beccano-Kelly et al. 2014; Plowey et al. 2014). Les données existantes reliant LRRK2 a

la neurotransmission sont synthétisées dans Volta and Melrose, 2017.

LRRK2 aurait donc un réle dans la régulation du trafic vésiculaire, via une interaction fonctionnelle

avec plusieurs de ses acteurs (Roosen et Cookson 2016).

C. LRRK2 et autophagie

LRRK2 serait également impliquée dans les processus d’autophagie. En effet, Tong et
collaborateurs ont retrouvé une accumulation dépendante de I'dge de granules de lipofuscine, une
agrégation de 'asyn et une augmentation du marqueur d’autophagie LC3-1l dans les reins de souris KO
pour LRRK2 et ont conclu a un blocage de I'autophagie chez ces souris (Tong et al. 2010). Il a également
été montré que l'inhibition de I'activité kinase de LRRK2 activait |'autophagie in vitro (Manzoni et al.
2013; Saez-Atienzar et al. 2014).

Eguchi et collaborateurs ont rapporté que dans des lignées cellulaires, I'induction d’un stress
lysosomal par surcharge protéique entrainait le recrutement de LRRK2 aux lysosomes, et que Rab7L1
agissait comme un adaptateur facilitant la translocation de LRRK2. Le recrutement de LRRK2 permettrait

alors la stabilisation de ses substrats Rab8 et Rab10 sur les lysosomes via leur phosphorylation, et la
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régulation de I’homéostasie lysosomale (Eguchi et al. 2018). LRRK2 jouerait donc un réle dans la

régulation du systéeme autophagie/lysosome.

D. LRRK2 et immunité

Des fonctions importantes de LRRK2 ont également été rapportées dans I'immunité (Dzamko et
Halliday 2012; Herzig et al. 2011). En effet, LRRK2 serait fortement exprimée dans les cellules du systeme
immunitaire, notamment les lymphocytes B, les monocytes et les cellules dendritiques (Gardet et al.
2010). Dans des lignées cellulaires ou des macrophages issus de la moelle osseuse, |'activation des
récepteurs de type Toll (TLR, pour Toll-Like Receptors) induirait trés rapidement la phosphorylation de
LRRK2 sur ses S910 et S935, deux sites importants pour l'interaction de LRRK2 avec les protéines 14-3-
3 (Dzamko et al. 2012). Les TLR sont impliqués dans la réponse inflammatoire contre les agents
pathogénes étrangers (Dzamko et Halliday 2012). Il a également été montré que LRRK2 était un facteur
de risque majeur des maladies intestinales inflammatoires (Seol, Nam, et Son 2019) et augmentait la
sensibilité aux infections a mycobactéries (Marcinek et al. 2013; Wang et al. 2015). Il est aussi possible
gue LRRK2 participe a la régulation de l'inflammation. En effet, les souris déficientes en LRRK2 ou
traitées avec un inhibiteur de LRRK2 ont une moins bonne capacité a lutter contre I'infection par les
salmonelles et a 'inverse les souris G2019S sont protégées contre I'infection, ce qui suggere que les
mutations activant LRRK2 pourraient promouvoir des réponses inflammatoires qui seraient protectrices
contre les infections (Alessi et Sammler 2018). Au niveau cérébral, I'expression de LRRK2 est assez faible
en conditions physiologiques, mais elle pourrait étre augmentée dans certaines conditions
pathologiques, ce qui indique également un réle dans la régulation de la neuroinflammation (Dzamko
2017). En effet, il a été rapporté que I'expression de LRRK2 était augmentée dans les cellules
microgliales activées par du lipopolysaccharide (LPS) (Moehle et al. 2012). De plus, I'exposition de
cultures primaires de microglie a du LPS induit une augmentation significative de ’ARNm codant pour
la cytokine pro-inflammatoire IL1-B, qui est moins importante dans les cellules KO pour LRRK2 (Russo et
al. 2019).

In vivo, le KO de LRRK2 protege les rats contre la perte des neurones DA induite par I'injection de
LPS dans la SNpc et réduit le recrutement des cellules myéloides (Daher et al. 2014). Dans des souris
transgéniques exprimant LRRK2 G2019S, les cellules microgliales présenteraient une diminution de la
taille de leurs prolongements et une augmentation de la réponse inflammatoire (Ho et al. 2018). Tous
ces résultats suggérent un réle de LRRK2 dans la régulation de la réponse inflammatoire au niveau

périphérique et central, bien que son réle précis dans ces mécanismes ne soit pas connu.
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ll. Pathologie

Six mutations pathogenes de LRRK2 sont actuellement connues. Parmi elles, la mutation G2019S,
située dans la boucle d’activation du domaine kinase de LRRK2, est la plus fréquente. Elle est tres
étudiée car elle induit une augmentation (d’un facteur 2 ou 3) de I'activité kinase de LRRK2 (Anand et
al. 2009; Greggio et al. 2006; Macleod et al. 2006; West et al. 2005). La pathologie induite par les
mutations de LRRK2 est restreinte au cerveau alors que LRRK2 s’exprime dans d’autres organes, et a
des niveaux plus élevés, ce quiimplique que le contexte cérébral doit étre primordial dans la pathologie
lite a LRRK2 (Li et al. 2007). Li et collaborateurs ont montré que la protéine LRRK2 extraite du cerveau
de souris transgéniques BAC exprimant LRRK2 avait une activité kinase plus élevée que la protéine
LRRK2 extraite des poumons de ces mémes animaux, ce qui va dans le sens d’une activité de LRRK2
spécifique dans le cerveau (Li et al. 2007). Si la plupart des études s’accordent sur I’'hypothése d’un gain
de fonction toxique associé a I'augmentation de I'activité de LRRK2, il est intéressant de noter gu’il a
également été suggéré que la toxicité de LRRK2 pourrait étre due a une augmentation de son expression

plutdt qu’a I'augmentation de son activité kinase (Skibinski et al. 2014).

Dans des neurones primaires de cortex de rongeurs et des cellules SH-SY5Y, la surexpression de
LRRK2 G2019S par transfection induit une mort cellulaire significative, qui n’est pas retrouvée avec
LRRK2 WT (MaclLeod et al. 2006; Smith, Pei, et al. 2005) et qui est inhibée par I'addition d’'une mutation
D1994N bloquant I"activité kinase de LRRK2 (Greggio et al. 2006; Skibinski et al. 2014; Smith et al. 2006),
ce qui souligne I'importance de I'activité kinase de LRRK2 dans sa toxicité.

Dans un modele de surexpression dans des HEK, ainsi qu’au niveau endogéne dans le cerveau de
souris, la protéine adaptatrice de mort FADD (Fas-associated protein with death domain) interagit
fortement avec LRRK2. Cette interaction est augmentée par la mutation G2019S et diminuée par
I'inhibition de I'activité kinase de LRRK2 (Ho et al. 2009). Cela suggére une participation de la voie
extrinséque dans la mort cellulaire apoptotique induite par les mutants de LRRK2. LRRK2 a aussi été liée
a lavoie intrinséque de I'apoptose car elle serait impliquée dans la phosphorylation de Bcl-2 - diminuant
son effet anti-apoptotique - (Su, Guo, et Qi 2015) et de p53 (Ho et al. 2015). Des taux élevés de p53
phosphorylée ont été retrouvés dans des iPS dérivés de patients G2019S (Ho et al. 2015). Ces données

suggerent que les mutants de LRRK2 pourraient induire une mort cellulaire par apoptose.

Cependant, in vivo, peu de papiers rapportent une neurodégénérescence induite par la
surexpression de LRRK2 G2019S. La plupart des modeles transgéniques exprimant LRRK2 ne présentent
pas de perte drastique des neurones DA de la SN, bien gu’ils présentent une altération de la

transmission dopaminergique (Martin et al. 2014). En revanche, dans certaines études, la surexpression

53



de LRRK2 G2019S dans le striatum de rongeurs, via des vecteurs viraux permettant son transport
rétrograde vers la SNpc, entraine une perte progressive des neurones TH+ dans cette région, qui est
bloguée par une inhibition pharmacologique de I'activité kinase de LRRK2 (Dusonchet et al. 2011; Lee
et al. 2010). La surexpression du fragment C-ter de LRRK2 (comprenant les domaines ROC, COR, KIN et
WD40) spécifiguement dans la SNpc de rats via un vecteur viral induit également une perte significative
des neurones DA apres 6 mois (Cresto et al. Sous presse). Le KO de LRRK2 ou de LRRK1 chez la souris
n'entraine pas de dégénérescence de la SN, mais il est possible que LRRK1 compense pour la perte en
LRRK2 et inversement. En revanche, le double KO pour LRRK2 et LRRK1 entraine une dégénérescence
des neurones DA de la SN a partir de 14-15 mois, précédée par une forte augmentation des vacuoles
autophagiques a 10 mois, ce qui suggére une implication de 'autophagie dans la dégénérescence

observée ici (Giaime et al. 2017).

IV. Inhibiteurs de LRRK2

Comme dit précédemment, la mutation G2019S (qui augmente I'activité kinase de LRRK2) induit
une pathologie qui est indiscernable sur le plan clinique des formes sporadiques de la MP, et cette
mutation est également retrouvée dans des cas sporadiques de la MP. LRRK2 est aussi activée dans la
SNpc de patients sporadiques (Di Maio et al. 2018) et semblerait capable de moduler la toxicité de I'asyn
(voir chapitre IV ci-dessous). Tous ces éléments ont déclenché la recherche active d’inhibiteurs de
I'activité kinase de LRRK2, qui pourraient alors étre bénéfiques a la fois pour les patients avec des formes
familiales mais également pour les patients sporadiques. L'idée d’utiliser des inhibiteurs de LRRK2
comme thérapeutique est apparue en méme temps que les premiers articles s’intéressant au réle de
I'activité kinase de LRRK2 dans la MP (Greggio et al. 2006; West et al. 2005). Actuellement, plusieurs
compagnies pharmaceutiques ont des inhibiteurs de LRRK2 en essai clinique, notamment DNL201 (de
Denali) qui est en phase 1b, et pour lequel la phase 1a n’a pas révélé de problemes particuliers chez les

volontaires sains.

Les premieres études cherchant a inhiber pharmacologiquement |'activité kinase de LRRK2
avaient identifié des inhibiteurs qui n’étaient pas trés spécifiques (Covy et Giasson 2009; Lee et al. 2010).
Elles ont cependant permis de confirmer le potentiel thérapeutique de I'inhibition de LRRK2, car ces
molécules protégeaient contre la toxicité de LRRK2 G2019S in vitro et in vivo (Lee et al. 2010). Le premier
inhibiteur sélectif, LRRK2-IN-1, a ensuite été identifié, mais malheureusement il ne traverse pas la BHE

ce qui limite son utilisation thérapeutique (Deng et al. 2011).
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LRRK2 est trés exprimée dans les poumons et les reins, ce qui en fait des sites potentiels d’effets
indésirables. Et en effet, le KO de LRRK2 chez la souris est associé a deux effets indésirables majeurs :
I'accumulation de lipides et d’éléments du sang dans les reins et 'accumulation de corps lamellaires
dans les pneumocytes de type ll, potentiellement dues a une altération des voies de dégradation.
Cependant ces phénotypes ne semblent pas altérer la fonction rénale ou pulmonaire chez les animaux
agés (West 2017). Les modeles KO ne sont pas forcément représentatifs uniquement de I'effet de la
perte de I'activité kinase de LRRK2 puisque LRRK2 a bien d’autres fonctions (Taymans et Greggio 2016).
Cependant, le traitement de PNH par des inhibiteurs de LRRK2 capables de passer la BHE (GNE-7915 et
GNE-0877) a confirmé la formation de corps lamellaires dans les pneumocytes de ces animaux, ce qui
suggere que ce serait bien un effet secondaire lié au blocage de I'activité kinase de LRRK2 (Fuji et al.
2015).

Des études chez le rongeur utilisant chroniquement des inhibiteurs de 3®™¢ génération plus
sélectifs, comme le MLi-2 et le PFE-475, n’ont pas montré d’effets majeurs sur les poumons (en dehors
d’un tres léger élargissement des pneumocytes de type Il) ni sur les reins (Fell et al. 2015; Henderson,
Sengupta, et al. 2019). Aucune réduction d’expression la protéine LRRK2 n’a été observée aprés un
traitement oral de 4 semaines avec du PFE-475, aussi bien dans le cerveau que dans les poumons et les
reins (Daher et al. 2015). Chez la souris, le traitement par voie orale pendant 15 semaines avec du MLi-
2 n’entrainerait pas non plus de diminution de I'expression de LRRK2 totale dans le cerveau, mais
diminuerait significativement la quantité de LRRK2 dans les poumons et les reins, organes dans lesquels
LRRK2 est plus fortement exprimée (Fell et al. 2015). Il est donc possible que I'effet des inhibiteurs de
LRRK2 sur son niveau d’expression n’apparaissent qu’a la suite de traitements chroniques (Fell et al.
2015).

Comme LRRK2 semble également impliquée dans la régulation de la réponse immunitaire, il est
aussi possible que son inhibition augmente le risque infectieux chez les patients, ce qui constitue un

autre effet indésirable possible a surveiller lors des essais cliniques (Alessi et Sammler 2018).

V. Conclusion

LRRK2 est donc trés étudiée depuis la découverte de ses mutations, qui représentent la cause
génétique la plus fréquente de la MP. En particulier, la mutation G2019S induit une augmentation
toxique de son activité kinase. On sait maintenant que LRRK2 est également impliquée dans les formes
idiopathiques, ce qui a encore augmenté 'intérét de I’étude de cette protéine dans la physiopathologie
de la MP. Il a été suggéré que LRRK2 pourrait moduler la toxicité de I'asyn, potentiellement via son

activité kinase. C’est a cette interaction fonctionnelle que nous allons maintenant nous intéresser.
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Chapitre IV. Interaction entre LRRK2 et I'asyn

LRRK2 et I'asyn sont donc deux protéines tres étudiées dans la MP. L’asyn car elle est retrouvée
dans les corps de Lewy, qui sont une caractéristique histologique de la MP, et LRRK2 car ses mutations
sont la cause la plus fréquente des formes génétiques de la MP. Comme il a été dit précédemment, les
patients présentant une mutation de LRRK2 ont des symptémes quasiment indiscernables de ceux des
patients sporadiques et la plupart présentent des CL. Cela suggére qu’il y aurait des mécanismes
communs aux formes sporadiques et génétiques et pose la question de I'étude de la potentielle
interaction entre LRRK2 et I'asyn afin de mieux comprendre ces mécanismes cellulaires dysfonctionnels
dans la MP.

L’ensemble des indices suggérant une interaction fonctionnelle entre I'asyn et LRRK2, ainsi que
ses mécanismes potentiels, ont fait I'objet d’une revue que nous avons publiée début 2019, et que vous
trouverez a la fin de I'introduction (Cresto, Gardier et al, 2019). Cependant comme elle est longue, nous
avons repris ci-dessous les principaux éléments de littérature qui relient I'asyn et LRRK2, ce qui a

également permis d’y ajouter quelques références récentes.

I. Données de la littérature qui montrent une interaction entre LRRK2 et I'asyn

A. Données chez 'Homme

Les GWAS ont permis d’identifier des variants de SNCA et de LRRK2, indépendamment des
mutations pathogenes, comme étant parmi les facteurs de risque les plus importants dans la MP (Nalls
et al. 2014; Satake et al. 2009; Simodn-Sanchez et al. 2009). Botta-Orfila et collaborateurs ont retrouvé
le polymorphisme rs356219 de SNCA chez 84 patients G2019S espagnols (Botta-Orfila et al. 2012). Ce
polymorphisme mononucléotidique est connu pour réguler 'expression de SNCA dans les régions
cérébrales touchées dans les formes sporadiques de la MP, le sang et le plasma. Dans cette étude, les
porteurs de mutations de LRRK2 ayant un ou deux alléles rs356219-G de SNCA présentaient une MP
avec un début plus précoce que les patients homozygotes avec I'alléle rs356219-A de SNCA (Botta-Orfila
et al. 2012). Une étude similaire a été menée chez des patients sporadiques, dans laquelle ce
polymorphisme influencait aussi I'age de début de la MP (Cardo et al. 2012). Ces données suggerent un

lien entre SNCA et LRRK?2.

Il est donc possible qu’il existe des mécanismes physiopathologiques communs entre LRRK2 et

I'asyn. Comme LRRK2 est une protéine kinase, il est tentant de spéculer que LRRK2 pourrait
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phosphoryler I'asyn et gu’elles interagiraient donc directement. La localisation cellulaire de ces deux
protéines est cependant différente, et LRRK2 est faiblement exprimée dans la SNpc, ce qui fait qu’une
interaction physique directe entre les deux protéines est peu probable. De plus, si certains patients avec
la mutation G2019S de LRRK2 présentent des CL et NL, ce n’est pas le cas de tous (Giasson et al. 2006;
Kalia et al. 2015). Il est possible qu’en présence de cette mutation de LRRK2, les CL soient plus déléteres
et les cellules qui en contiennent ne survivraient pas jusqu’aux stades tardifs de la maladie. Il est aussi
possible que, chez les patients G2019S sans CL, le déclenchement et la progression de la maladie soient
indépendantes de I'asyn. Malheureusement, il n'y a pas assez de données cliniques associées a la
plupart des tissus collectés pour savoir si la progression de la maladie était différente chez les patients

LRRK2 avec et sans CL.

Les données chez I'homme semblent donc indiquer une interaction potentielle entre I'asyn et
LRRK2 dans la physiopathologie de la MP. Cependant, I'asyn est une protéine plutdt synaptique alors
que LRRK2 se localise plutét dans le soma des neurones du striatum, ce qui rend une interaction directe

entre LRRK2 et I'asyn peu probable.

B. Effet de LRRK2 sur la toxicité de I'asyn

La premiere grosse étude in vivo s’intéressant a I'interaction entre LRRK2 et I'asyn a été publiée
par Lin et collaborateurs en 2009. Cette équipe a utilisé des souris doubles transgéniques avec une
expression inductible de I'asyn A53T et de LRRK2 WT ou G2019S ou des souris doubles transgéniques
exprimant I"asyn A53T sur un fond LRRK2-/- afin d’étudier I'effet de LRRK2 sur la pathologie induite par
I'asyn. Individuellement, ni la surexpression ni la délétion de LRRK2 n’entrainaient d’anomalie
neuropathologique chez les souris mutantes. Par contre, a 6 mois, les souris A53T/LRRK2 WT et les
souris A53T/LRRK2 G2019S présentaient une plus forte perte des neurones du striatum dorsal que les
souris A53T. Il semblerait qu’il v ait légérement plus de perte neuronale chez les souris A53T/LRRK2
G2019S que chez les souris A53T/LRRK2 WT mais cette différence n’était pas significative. En revanche
la co-expression de LRRK2 G2019S avec I'asyn A53T induit significativement plus d’activation des
astrocytes et de la microglie dans le striatum que LRRK2 WT, ce qui suggere une aggravation par LRRK2
de la toxicité de I'asyn. Cela a été confirmé par I'observation que le nombre de neurones dans le
striatum était significativement plus élevé chez les souris A5S3T/LRRK2-/- que chez les souris A53T/LRRK2
+/+ dgées de 12 mois. Cette étude souligne le potentiel lien entre LRRK2 et I'asyn, avec un role de LRRK2
G2019S dans la potentialisation de la pathologie. Il est intéressant de noter que les auteurs ont observé

une diminution significative de I'asyn phosphorylée dans les homogénats de cerveaux de souris
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AS53T/LRRK2 G2019S par rapport aux souris A53T, ce qui laisse penser qu’il est peu probable que I'asyn
soit un substrat direct de LRRK2 (Lin et al. 2009).

A la suite de cette étude, Herzig et collaborateurs ont utilisé des souris doubles transgéniques
surexprimant I'asyn humaine (WT ou A53T) et LRRK2 humaine (WT ou G2019S) sous le contréle du
promoteur neuronal Thy1l. Ces souris A53T développent des altérations motrices et une perte de poids,
bien qu’elles ne présentent pas de neurodégénérescence marquée, contrairement a celles employées
par Lin et collaborateurs. Dans cette étude, la co-expression de LRRK2 n’entrainait pas d’aggravation de
la pathologie induite par I'asyn (Herzig et al. 2012). De la méme maniére, I'équipe Dawson n’a pas
retrouvé de modification de la pathologie liée a I'asyn chez des souris doubles transgéniques
surexprimant I'asyn humaine A53T sur un fond KO pour LRRK2 ou avec une co-expression de LRRK2
G2019S humaine, bien que ces animaux présentaient une légére augmentation des inclusions
phosphorylées d’asyn (Daher et al. 2012).

En revanche, lorsque cette méme équipe a repris I'approche du modele avec le promoteur
CAMKII pour obtenir un fort taux d’expression de LRRK2 G2019S dans le cerveau antérieur de souris
adultes, les animaux présentaient une augmentation significative de I'agrégation de I'asyn endogeéne,
en particulier dans le cortex, qui n’était pas retrouvée chez les animaux exprimant une forme sans
activité kinase de LRRK2 (G2019S/D1994A) (Xiong et al. 2017). Des résultats similaires ont été obtenus
dans des souris transgéniques avec une surexpression sélective de LRRK2 G2019S dans la SNpc,

induisant une dégénérescence des neurones DA et |'agrégation de I'asyn endogéne (Xiong et al. 2018).

Les modeles de surexpression aigué de 'asyn via des vecteurs viraux ou l'injection de fibres
préformées vont également dans le sens d’'un effet de LRRK2 sur la toxicité de I'asyn. Les rats
transgéniques BAC exprimant LRRK2 G2019S ne présentent que de tres faibles altérations motrices et
aucune perte des neurones DA, méme lorsqu’ils sont agés de 12 mois (Walker et al. 2014). Cependant,
I'injection d’AAV codant pour I'asyn humaine dans la SNpc de ces animaux induit une perte significative
des neurones TH+ et Nissl+ qui est significativement plus prononcée en présence de LRRK2 G2019S que
chez les rats WT, et qui est bloquée par le traitement par un inhibiteur de I'activité kinase de LRRK2
(Daher et al. 2015). La méme équipe a rapporté un effet plus prononcé chez des rats LRRK2 KO qui
semblent protégés contre la dégénérescence des neurones DA induites par la surexpression de I'asyn
dans la SNpc (Daher et al. 2014). De méme, I'injection de fibres d’asyn dans le ST induit une plus forte
perte des neurones DA chez des souris BAC transgéniques exprimant LRRK2 G2019S que chez des souris
WT (Bieri et al. 2019). L’exposition de cultures primaires d’astrocytes de souris transgéniques G2019S a
de I'asyn recombinante induit également une mort cellulaire plus importante que dans les astrocytes

de souris WT (Lee et al. 2019).
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Cependant, un papier récemment publié va a I'encontre de ces observations. Cette équipe s’est
intéressée a I'effet de I'inhibition de LRRK2 endogene dans un modele de MP. Ce modele passe par
I'injection de fibres d’asyn dans le ST dorsal de souris, qui entraine le développement d’inclusions
positives pour la pS129 asyn qui se propagent jusqu’aux régions connectées sur le plan anatomique,
dont la SN. Dans ce modeéle, 'injection de fibres d’asyn induit une perte des neurones de la SN et des
altérations motrices. Ils ont ainsi montré que le traitement de ces souris per os avec l'inhibiteur de
I'activité kinase de LRRK2 MLi-2 ne modifiait pas la pathologie induite par les fibres d’asyn (Henderson,

Sengupta, et al. 2019).

Les résultats in vivo concernant |'effet de I'expression de LRRK2 sur la pathologie induite par
I'asyn sont donc quelque peu discordants, mais les modeles utilisés n’exprimaient pas toujours les
transgénes dans des régions cérébrales pertinentes dans le contexte de la MP (Novello et al. 2018). En
effet, si des taux significatifs de LRRK2 G2019S ont été détectés dans la SNpc des rats transgéniques BAC
(Daher et al. 2015), les souris transgéniques surexprimant LRRK2 G2019S ne présentent pas (Daher et
al. 2012; Herzig et al. 2012) ou peu (Lin et al. 2009) d’expression de LRRK2 humain dans la SN. Ce
probleme a été adressé par Novello et collaborateurs, qui ont utilisé des souris transgéniques exprimant
LRRK2 G2019S a un niveau proche de celui de LRRK2 endogene chez les animaux sauvages, notamment
avec une expression significative dans les neurones TH+ de la SNpc. Ils ont utilisé des AAV pour
surexprimer I'asyn A53T humaine dans la SNpc de ces animaux et ont observé une augmentation de
I'asyn pS129 dans la SN et le ST plus importante chez les animaux G2019S que chez les animaux WT,

ainsi qu’une augmentation de la perte des neurones DA de la SNpc (Novello et al. 2018).

A la suite de la découverte de Lin et collaborateurs concernant I'effet de LRRK2 sur la toxicité de
I'asyn, des études in vitro ont également été réalisées afin de s’intéresser aux mécanismes possibles de
cette interaction fonctionnelle. Ainsi, il a été montré dans des cellules SH-SY5Y différenciées que, si
I'asyn WT ou A53T n’induisait pas de toxicité seule, sa co-expression avec LRRK2 WT ou G2019S induisait
une diminution significative de la viabilité cellulaire (Kondo, Obitsu, et Teshima 2011). Il a aussi été
montré que I'expression de 'asyn était nécessaire a la toxicité de LRRK2 G2019S dans des cultures
primaires de neurones de rongeurs ainsi que dans des iPS de patients G2019S (Skibinski et al. 2014).
Dans ce papier, 'effet positif de la régulation de I'asyn était attribuable a des modifications du niveau
d’expression de LRRK2, de maniere similaire a ce qui a été montré avec l'inhibition de I'activité kinase

de LRRK2 (Rideout 2017).
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C. Effet de LRRK2 sur I'agrégation de I'asyn

Comme le taux endogéne de phosphorylation de I'asyn sur sa S129 est relativement faible, mais
gu’il est augmenté dans la MP, ce marqueur est souvent utilisé pour suivre la pathologie liée a I'asyn. |l
a été montré que des souris transgéniques exprimant LRRK2 G2019S présentaient une augmentation
significative des taux d’asyn pS129 endogéne dans le ST par rapport aux souris WT (Longo et al. 2017).
D’autres études, dans des cultures primaires de neurones, ont montré que I'expression de LRRK2
G2019S augmentait la formation d’inclusions phosphorylées induites par des fibres d’asyn par rapport
a des neurones surexprimant LRRK2 WT, et a l'inverse que l'inhibition de I"activité kinase de LRRK2 dans
les cultures G2019S réduisait significativement la formation de ces inclusions d’asyn (Bieri et al. 2019;
Froula et al. 2018; L. A. Volpicelli-Daley et al. 2016), ce qui semble indiquer un mécanisme dépendant
de I'activité kinase de LRRK2. Cette augmentation de la phosphorylation de I'asyn a également été
retrouvée dans la SNpc de souris BAC transgéniques surexprimant LRRK2 G2019S apreés l'injection de
fibres d’asyn (Bieri et al. 2019). Il semblerait donc possible que I'activité kinase de LRRK2 module,
probablement de maniére indirecte, I'état de phosphorylation de I'asyn, ce qui pourrait influer sur la
pathologie. Cependant, comme précisé précédemment, I'effet exact de la phosphorylation de I'asyn a
sa S129 n’est pas trés bien compris, bien qu’il soit clair qu’elle est associée a des processus
pathologiques.

Dans des cellules SH-SY5Y différenciées, la formation de vésicules d’asyn n’a pas lieu lorsque les
cellules expriment I'asyn seule, par contre la co-expression de LRRK2 G2019S avec I'asyn induit la
formation d’agrégats et de vésicules positifs pour I'asyn. La plupart des agrégats d’asyn colocalisent
avec le marqueur de la membrane mitochondriale externe TOM20 dans les cellules co-exprimant I'asyn
et LRRK2 G2019S mais pas avec LRRK2 WT (Kondo et al. 2011). Plus récemment, une étude dans des
neurones primaires de cortex de souris transgéniques exprimant LRRK2 G2019S a montré que cette
expression induisait I'accumulation de 'asyn endogéne sous une forme non solubilisable par des
détergents, et que cet effet pouvait étre bloqué par I'inhibition de I'activité kinase de LRRK2 (Schapansky
et al. 2018). Ces résultats ont également été observés dans des cellules SH-SY5Y surexprimant LRRK2
G2019S ou D1994A et exposées a des fibres d’asyn (Bae et al. 2018). Une autre étude a montré que la
diminution de la quantité de LRRK2 dans le cerveau de souris (via I'utilisation d’oligonucleotides
antisens) protégeait contre la toxicité induite par I'injection de fibres préformées d’asyn dans le ST de
ces animaux, avec une diminution de la perte neuronale dans la SNpc et des agrégats positifs pour I'asyn
pS129 (Zhao et al. 2017). Le traitement de souris transgéniques surexprimant I’asyn avec un inhibiteur
de I'activité kinase de LRRK2 permet également de diminuer I'agrégation de I'asyn (Bae et al. 2018). De
plus, Lin et collaborateurs ont observé une augmentation de I'accumulation somatique de I'asyn dans

les neurones de souris exprimant I'asyn A53T et LRRK2 G2019S par rapport aux souris simple
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transgénique A53T ainsi qu’une augmentation de I'asyn triton-insoluble (Lin et al. 2009). Ces résultats
vont dans le sens d’un effet de LRRK2 sur 'agrégation de I'asyn et sur sa localisation cellulaire qui

potentiellement participerait a moduler I'agrégation de I'asyn.

D. Effets de LRRK2 sur la propagation de I'asyn

Il est maintenant globalement accepté que I'asyn peut se propager de cellules en cellules dans
des modeles in vitro, en particulier ceux qui utilisent des systémes de microfluidique. En 2011, Volpicelli-
Daley et collaborateurs ont observé cette transmission de cellules a cellules dans des neurones cultivés
dans des chambres de microfluidique, exposés a des fibres préformées d’asyn (Volpicelli-Daley et al.
2011). Beaucoup plus récemment, la propagation de I'asyn a également été montrée dans des neurones
corticaux humains cultivés dans des chambres de microfluidique (Gribaudo et al. 2019).

Kondo et collaborateurs ont étudié la transmission de I'asyn par exocytose dans le milieu de
culture. lls ont ainsi montré qgu’il était possible de retrouver de I'asyn dans des cellules SH-SY5Y
différenciées n’exprimant pas I'asyn, en cultivant celles-ci dans du milieu conditionné d’autres cellules
qui elles expriment I'asyn, et que ce phénomene était augmenté lorsque les cellules co-expriment
LRRK2 G2019S (Kondo et al. 2011). Cela suggere que LRRK2 G2019S augmenterait la libération d’asyn
dans le milieu de culture. Cependant, ils n‘ont pas observé d’effet de LRRK2 G2019S sur la
phosphorylation de I'asyn (Kondo et al. 2011). L’étude récente citée précédemment (voir Chapitre I,
partie C-2) qui a cartographié la pathologie induite par I'injection de fibres préformées d’asyn dans le
striatum dorsal de souris sauvages, a également étudié la pathologie induite par les fibres chez des
animaux transgéniques surexprimant LRRK2 G2019S (Henderson, Cornblath, et al. 2019). lls ont ainsi pu
montrer que les souris G2019S présentaient une pathologie accrue dans certaines régions (notamment
la SN) et diminuée dans d’autres par rapport aux souris non transgéniques, ce qui pourrait expliquer la
disparité des résultats concernant I'effet de LRRK2 sur la toxicité de I'asyn (Henderson, Cornblath, et al.

2019).

L'ensemble de ces études, malgré quelques discordances, suggere donc l'existence d’une

interaction fonctionnelle entre I'asyn et LRRK2. Les résultats de ces différentes études in vivo et in vitro

sont synthétisés dans les tableaux 2 et 3, respectivement.
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Tableau 2. Etudes in vivo de I'interaction entre I'asyn et LRRK2 et leurs principaux résultats. Tg = transgénique.

Effet de l'inhibition de I'activité kinase
de LRRK2 sur la pathologie induite par
I'asyn

Effet de LRRK2 sur la
pathologie induite par I'asyn

1 mois, quantification par WB de la pS129 asyn dans la
fraction triton-soluble

Souris A53T/ GS < souris A53T

1 mois, golgi fragmenté

Souris AS3T/WT et A5S3T/GS >souris A53T

1 mois, fréquence des mitochondries avec un aspect
anormal

Souris A53T/GS >souris A53T

1 mois, nombre de neurones MitoSox+dans le ST

Souris A53T/GS > souris A53T

Ref Modeéle Parametres étudiés Effet de LRRK2 sur la pathologie asyn Conclusion
1&6 mois, perte neuronale dans le ST doral Souris A5S3T/WT et A53T/GS > souris A5S3T
1 mois, nombre de cellules GFAP+dans le ST Souris A5S3T/WT et A5S3T/GS > souris AS3T
Souris double tg asyn AS3T/ LRRK2 WT ou LRRK2 A pathologie induite par
620195 - promoteur CAMKII 1 mois, neurones avec accumulation somatique asyn Souris A53T/GS > souris A53T asyn AS3T
1 .mows., quantification par WB de I'asyn dans la fraction Souris AS3T/GS > souris AS3T
Lin et al, 2009 triton-insoluble

Souris double tg asyn A53T/ LRRK2 -/- -
promoteur CAMKII

12 mois, perte neuronale dans le ST dorsal

12 mois, nombre de cellules GFAP+dans le ST

Souris A5S3T/LRRK2 -/- < souris A53T

1 mois, neurones avec accumulation somatique asyn

Souris AR3T/LRRK?2 -/- << souris AS3T

12 mois, ratio entre espéces de haut poids moléculaire
d'asyn et I'asyn monomérique

Souris AR3T/LRRK2 -/- < souris A53T

KO de LRKR2 N pathologie induite
parasyn A53T

Souris double tg asyn A53T/LRRK2 G2019S -
promoteur PrP

Survie des animaux

Souris A53T/LRRK2 G2019S = souris A53T

13-14 mois, accumulation asyn pS129 dans la SNpc

Souris A53T/LRRK2 G2019S = souris A53T

13-14 mois, accumulation asyn pS129 dans la formation
réticulée

Souris A5S3T/LRRK2 G2019S >souris AS3T

Pas d'effet de LRRK2 sur la

13-14 mois, activation astrocytaire dans la SNpc

Souris A53T/LRRK2 G2019S = souris A53T

13, 14 mois, nombre de neurones TH+ et Nissl+ dans la
SNpc

Souris A53T/LRRK2 G2019S = souris A53T

pathologie induite par I'asyn

ou G2019S - promoteur Thy1

Survie des animaux

Souris AS3T/LRRK2 G2019S =souris A53T

Souris asyn WT/LRRK2 G2019S = souris asyn WT

6 mois, activation microgliale dans le tronc cérébral

Souris A53T/ LRRK2 G2019S = souris A53T

6 mois, asyn et pS129 asyn solubles et insolubles

Souris A53T/ LRRK2 G2019S = souris A53T

Daher et al, 2012 6 mois, déficits moteurs Souris A53T/LRRK2 KO = souris A53T =
Survie des animaux Souris A53T/LRRK2 KO = souris A53T
13-14 mois, accumulation asyn pS129 dans la SNpc Souris A53T/LRRK2 KO = souris A53T
Souris double tg asyn A53T/ LRRK2 KO - 13-14 moi lati 5129 d la f ti Pas d'effet du KO de LRRK2 sur la
>~ mols accumuiation asyn ps223 dans [B1OMMAtion: o, is AS3T/LRRK2 KO < souris AS3T o
promoteur PrP réticulée pathologie induite par 'asyn
13-14 mois, activation astrocytaire dans la SNpc Souris A53T/LRRK2 KO = souris A53T
13, 14 mois, bre d TH+ et Nissl+ dans | ) .
mots, nombre denedrones T eLTISSIFAANS 8 |5 ouris AS3T/LRRK2 KO = souris AS3T
SNpc
Souris A53T/LRRK2 WT = souris A53T
6 mos, déficits moteurs Souris A53T/LRRK2 G20195 = souris A53T
Souris asyn WT/LRRK2 G2019S = souris asyn WT
Herzig et al, 2012 Souris double tg asyn WT ou A53T/ LRRK2 WT Souris A53T/LRRK2 WT = souris AS3T Pas d'effet de LRRK2 sur la =

pathologie induite par I'asyn

62




Daheretal, 2014

Rats LRRK2 WT ou KO +/- injection AAV-asyn
WT dans la SNpc

4 semaines PI, cellules TH+ et Nissl+ dans la SNpc

Rats asyn/LRRK2 KO > Rats asyn/LRRK2 WT

KO de LRRK2 protége contre la

4 semaines P, activation microgliale

Rats asyn/LRRK2 KO < Rats asyn/LRRK2 WT

neurodégéréscence induite par
l'asyn

Daher et al, 2015

Rats WT ou BAC tg LRRK2 G2019S + AAV-asyn
WT dans la SNpc

4 semaines PI, cellules TH+ et Niss| + dans la SNpc

Rats asyn/LRRK2 G2019S < Rats asyn/WT

4 semaines P|, fibres TH+ dans le ST

Rats asyn/LRRK2 G2019S < Rats asyn/WT

LRRK2 G2019S A pathologie

4 semaines P, activation microgliale

Rats asyn/LRRK2 G2019S > Rats asyn/WT

induite par asyn A53T

4 semaines PI, cellules TH+ et Nissl + dans la SNpc

Rats asyn/LRRK2 G2019S + PF-475 > rats asyn/LRRK2
G2019S + controle

Rats BAC tg LRRK2 G2019S + nWT
dans la SNpc +/- inhibiteur de LRRK2 (PF-475)

4 semaines PI, fibres TH+ dans le ST

Rats asyn/LRRK2 G2019S + PF-475 > rats asyn/LRRK2
G2019S + contréle

4 semaines P, activation microgliale

Rats asyn/LRRK2 G2019S + PF-475 < rats asyn/LRRK2
G2019S + contréle

Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 N pathologie induite par
asyn

Rats WT + AAV-asyn WT dans la SNpc +/-
inhibiteur de LRRK2 (PF-475)

4 semaines PI, cellules TH+ et Nissl + dans la SNpc

Rats asyn + PF-475 >rats asyn + controle

4 semaines P|, fibres TH+ dans le ST

Rats asyn + PF-475 > rats asyn + contrdle

4 semaines P, activation microgliale

Rats asyn + PF-475 = rats asyn +controle

Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 N pathologie induite par
asyn

Volpicelli-Daley et
al, 2016

Rats WT ou BAC tg LRRK2 G2019S + fibres
asyn injectées dans la SNpc

4 semaines P, inclusions pS129+ dans la SNpc

Rats G2019S + fibres asyn > rats WT + fibres asyn

4 semaines PI, cellules TH+dans la SNpc

Rats G2019S +fibres asyn =rats WT + fibres asyn = rats WT
sans fibres

LRRK2 G2019S 71 formation
d'inclusions pS129+
+phosphorylation de I'asyn
endogene

Longo et al, 2017

Souris KI LRRK2 G2019S

12 mois, IP de l'asyn dans le ST, quantification de la pS129
asyn/asyn

Souris LRRK2 G2019S > souris WT

LRRK2 G2019S A phosphorylation
de l'asyn endogeéne

Xiong et al, 2017

CAMKII/Tet inducible G2019S or
G2019S/D1994A tg mice

22 mois, especes de haut PM d'asyn non solubles dans le
triton

Souris G2019S LRRK2 >souris G2019S/D1994A LRRK2 et
souris WT (bulbe olfactif, cortex, striatum, hippocampe)

LRRK2 G2019S 7 agrégation et
phosphorylation de I'asyn

22 mois, pS129 asyn non soluble dans le triton

Souris G2019S LRRK2 >souris G20195/D1994A LRRK2 et
souris WT (bulbe olfactif, cortex, hippocampe)

endogene - effet kinase-dépendant

Zhao etal, 2017

Souris WT + injection oligonucélotides antisens
(ASO) pour faire un KD de LRRK2 + PFF

Aggrégats pS129+dans le ST

Souris ASO + PFF < souris PFF

Nombre neurones TH+ dans la SNpc

Souris ASO + PFF > souris PFF

KD de LRRK2 N agrégation de
I'asyn et la perte de neurones DA

Baeetal, 2018

Souris tg asyn WT humaine - promoteur Thy1
+/- inhibiteur de LRRK2 pendant 4 semaines

Agrégats d'asyn (neocortex, ST, corps caleux)

Souris tg + inhibiteur de LRRK2 < souris tg + véhicule

Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 I agrégation asyn

Novello et al, 2018

Souris dgées de 12 mois non tg ou tg G2019S
LRRK2 +/- AAV asyn A53T humaine dans SNpc

Nombre neurones TH+ dans la SNpc

Souris G2019S +asyn AS3T < souris WT +asyn A53T <
souris WT + GFP

Signal pS129 +dans la SNpc

Souris G2019S +asyn A53T > souris WT +asyn A53T >
souris WT + GFP

Signal pS129 +dans le ST

Souris G2019S +asyn A53T > souris WT +asyn A53T >
souris WT + GFP

Agrégats pS129+ résistant a la PK dans la SNpc

Souris G2019S +asyn A53T > souris WT +asyn A53T >
souris WT + GFP

Agrégats pS129+ résistant a la PK dans le ST

Souris G2019S +asyn A53T >souris WT +asyn A53T >
souris WT + GFP

LRRK2 G2019S A pathologie
induite par I'asyn A53T chez les
souris agées
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Bieri et al, 2019

Souris non tg ou tg LRRK2 2019S + PFF dans le
ST

6 mois Pl, proportion neurones pS129+/TH+ dans la SNpc

Souris G2019S + PFF > souris non tg + PFF

6 mois Pl, nombres de neurones TH+ dans la SNpc

Souris G2019S + PFF < souris non tg + PFF <souris non tg
ou G2019S +véhicule

6 mois Pl,cytokines pro-inflammatoires dans le ST (ARNm)

Souris G2019S + PFF > souris non tg + PFF > souris non tg
ou G2019S +véhicule

LRRK2 G2019S A pathologie
induite par l'asyn

Henderson et al,
2019b

Souris agées de 3-4 mois non tg + PFF dans le
ST +/- inhibiteur de LRRK2 (MLi-2)

3 mois PI, aire pS129+ dans la SNpc, I'aire tegmentale
ventrale, I'hippocampe, le cortex visuel

Souris + PFF +véhicule = souris + PFF + MLi-2

Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 endogene ne modifie pas la

3 mois PI, nombre de neurones TH+ dans la SNpc

Souris + PFF +véhicule = souris + PFF + MLi-2

pathologie induite par les PFF

Henderson et al,
2019b

Souris non tg ou BAC G2019S LRRK2 agées de
3 mois + PFF dans le ST dorsal

Cartographie de la pathologie pS129 asyn

Schéma global de la propagation similaire mais vitesse
diminuée

Souris G2019S + PFF # souris non tg + PFF dans certaines
régions

LRRK2 G2019S modifie la
propagation de l'asyn
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Tableau 3. Etudes in vitro de I'interaction entre I'asyn et LRRK2 et leurs principaux résultats. Tg = transgénique.

Ref

Modéle

Paramétres étudiés

Effet de LRRK2 sur la pathologie asyn

Conclusion

Kondo et al, 2011

SH-SY5Y différenciés, transfectés pour
exprimer asyn +/- LRRK2 WT/G2019S

Transmission de I'asyn (ajout de milieu conditionné de
cellules transfectées avec de I'asyn +/- LRRK2 G2019S sur
des cellules NT)

Cellules asyn + LRRK2 G2019S > cellules asyn seule

Localisation mitochondriale de I'asyn pS129

Cellules asyn + LRRK2 G2019S > cellules asyn + LRRK2 WT

Mort cellulaire

Cellules asyn + LRRK2 WT ou G2019S > cellules asyn seule

LRRK2 7 pathologie asyn

Skibinski et al,
2014

Neurones primaires de cortex de souris avec
un triple KO pour les synucléines, transfectés a
7 DIV pour exprimer LRRK2 WT ou G2019S

Risque cumulatif de mort cellulaire

Cellules asyn KO + LRRK2 G2019S < cellules WT + LRRK2
G2019S

iPS de patients G2019S différenciés en
neurones dopaminergiques

Expression de |'asyn endogéne dans les neurones TH+

Cellules de patients G2019S > cellules contrdle

Risque cumulatif de mort cellulaire

Cellules de patients G2019S + shRNA asyn < cellules de
patients G2019S + shRNA contréle

Expression de l'asyn nécessaire a la
toxicité de LRRK2 G2019S

Maekawa et al,
2016

Microglie isolée de souris WT ou LRRK2 KO +/-
asyn recombinante

Prise en charge et dégradation de I'asyn

Cellules LRRK2 KO > cellules WT

KO LRRK2 71 élimination
microgliale de I'asyn

Volpicelli-Daley et
al, 2016

Neurones primaires d'hippocampe de souris
non tg ou tg LRRK2 WT/G2019S

Expression de |'asyn endogéne (WB)

Cellules LRRK2 G2019S > cellules LRRK2 WT

Neurones primaires d'hippocampe de souris
non tg ou tg LRRK2 WT/G2019S +fibres d'asyn

Inclusions pS129+

Cellules LRRK2 G2019S + fibres > cellules non tg + fibres

Cellules LRRK2 WT + fibres > cellules non tg + fibres

LRRK2 G2019S A formation
d'inclusions pS129+

Neurones primaires d'hippocampe de souris
non tg ou tg LRRK2 G2019S + fibres d'asyn +/-
inhibiteur de LRRK2 (MLi-2)

Inclusions pS129+

Cellules non tg + fibres + Mli-2 < cellules non tg +fibres +
contréle

Cellules LRRK2 G2019S + fibres + Mli-2 < cellules LRRK2
G2019S +fibres +controle

Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 N formation d'inclusions
pS129+

Zhaoetal, 2017

Neurons primaires d'hippocampe de souris +
PFF a7 DIV, incubation 18 jours +/- traitement
par oligonucleotides antisens (ASO) anti-LRRK2

Aire occupée par le marquage pS129+

Cellules + PFF > cellules + PFF + ASO

KD de LRRK2 NI phosphorylation
de l'asyn endogéne

Henderson et al,
2018

Neurones primaires d'hippocampe de souris
non tg + PFF +/- inhibiteur de LRRK2 (PF-475) -
incubation 14 jours

pS129 asyn insoluble

Cellules + PFF + PF-475 = cellules + PFF +véhicule

Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 endogene n'altére pas

Aire occupée par le marquage pS129+

Cellules + PFF + PF-475 = cellules + PFF +véhicule

phosphorylation asyn

Neurones primaires d'hippocampe de souris
non tg ou tg LRRK2 G2019S + PFF +/-
inhibiteur de LRRK2 (PF-475) - incubation 14
jours

Nombre de neurones (NeuN)

Cellules G2019S + PFF +véhicule = cellules G2019S + PFF +
PF-475 = cellules WT + PFF +véhicule = cellules WT + PBS +
véhicule

Aire occupée par le marquage pS129+

Cellules G2019S + PFF > cellules WT + PFF

Cellules G2019S + PFF +véhicule > cellules G2019S + PFF +
PF-475

LRRK2 G2019S 7 phosphorylation
asyn dans neurones d'hippocampe|
& Inhibition de I'activité kinase de
LRRK2 N phosphorylation asyn

Neurones primaires de mésencéphale de
souris non tg ou tg LRRK2 G2019S + PFF +/-
inhibiteur de LRRK2 (PF-475) - incubation 14

jours

Aire occupée par le marquage pS129+ dans neurones TH+

Cellules G20195S + PFF + vésicule = cellules G2019S + PFF +
PF-475 =cellules ntg + PFF + véhicule = cellules ntg + PFF +
PF-475

LRRK2 G2019S n'altére pas
phosphorylation asyn dans
neurones DA

Effet de l'inhibition de l'activité kinase
de LRRK2 sur la pathologie induite par
I'asyn

Effet de LRRK2 sur la
pathologie induite par |'asyn
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Schapansky et al,
2018

Neurones primaires de cortex de souris non tg
ou KI LRRK2 G2019S - 10 DIV

asyn endogéne dans la fraction insoluble

Cellules G2019S > cellules non tg

asyn libérée dans le milieu

Cellules G2019S > cellules non tg

Neurones primaires de cortex de souris non tg
ou KI LRRK2 G2019S +/- inhibiteur de LRRK2
(CZC25146)

asyn endogéne dans la fraction insoluble

Cellules G2019S +inh < cellules G2019S + véhicule

asyn libérée dans le milieu

Cellules G2019S +inh < cellules G2019S + véhicule

LRRK2 G2019S 1 accumulation et
libération asyn endogene - activité
kinase-dépendant

Bieri et al, 2019

Neurones primaires de cortex de souris non tg
ou LRRK2 2019S +PFF

Marquage pS129/NeuN

Cellules G2019S > cellules non tg

Neurones différenciés a partir d'iPS de patients
G2019S ou correction isogénique ou LRRK2 KO
+PFF

Internalisation des PFF

Cellules G2019S = cellules corrigées = cellules LRRK2 KO

3 semaines incubations, marquage pS129+

Cellules G2019S > cellules corrigées > cellules LRRK2 KO

3 semaines incubations, pS129 asyn insoluble

Cellules G2019S > cellules corrigées > cellules LRRK2 KO

3 semaines incubations, expression asyn

Cellules LRRK2 KO < cellules G2019S et cellules corrigées

LRRK2 G2019S 7 pathologie asyn
sans altérer internalisation PFF &
KO de LRRK2 N pathologie et
expression asyn sans altérer
internalisation PFF

Leeetal, 2019

Astrocytes primaires de souris LRRK2 G2019S
ou non tg +asyn oligomérique - incubation
48h

Apoptose (TUNEL)

Astrocytes G2019S +asyn > cellules non tg + asyn

Potentiel de membrane mitochondrial

Astrocytes G2019S + asyn < cellules non tg + asyn (pas de
stats)

Superoxide mitochondrial (MitoSox)

Astrocytes G2019S +asyn > cellules non tg + asyn (pas de
stats)

LRRK2 G2019S 7 toxicité asyn
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II. Mécanismes possibles de I'interaction entre LRRK2 et I'asyn - focus sur la mitochondrie

Les dysfonctions cellulaires et la neurodégénérescence dans la MP passent potentiellement par
plusieurs mécanismes distincts mais non exclusifs. Trois grands mécanismes cellulaires semblent
particulierement impactés par I'asyn et LRRK2 : I'inflammation, 'autophagie et la mitochondrie. Tout cela
étant expliqué en détails dans la revue, nous avons résumé les principales notions concernant I'asyn, LRRK2
et la neuroinflammation et I'autophagie, pour nous concentrer par la suite plus particulierement sur les

mécanismes mitochondriaux de 'interaction entre I'asyn et LRRK2.

A. La neuroinflammation

La neuroinflammation est un phénomene retrouvé dans de nombreuses pathologies neurologiques,
mais on ne sait pas si elle est une conséquence de la neurodégénérescence ou plutét un acteur clé qui la
favoriserait ou la ralentirait (revu dans Skaper et al., 2018). Notamment, elle a été montrée dans le tissu
cérébral de patients parkinsoniens, avec une activation de la microglie et une augmentation des niveaux de
cytokines pro-inflammatoires (Hunot et al. 1999; McGeer, Itagaki, et McGeer 1988; Mogi et al. 1994,
1996). De plus, les GWAS ont identifié des polymorphismes génétiques dans des loci liés a 'immunité, comme
le locus HLA, dont les génes codent notamment les protéines du complexe Majeur d’Histocompatibilité I (CMH
I1) (Hamza et al. 2010).

Plusieurs études dans des modeéles animaux et des tissus post-mortem de patients supportent 'idée
gue la neuroinflammation modulerait la neurodégénérescence. Par exemple, dans les modéles animaux aigus
de la MP induis par I'injection de MPTP ou de fibres préformées d’asyn, des signes de neuroinflammation sont
visibles dans la SNpc et précedent la perte des neurones DA (Duffy et al. 2018; Liberatore et al. 1999), et le
blocage des voies de signalisation liées a I'inflammation réduit la perte de neurones DA (Maatouk et al. 2018;
Wu et al. 2002; Yun et al. 2018). Chez des patients avec une MP avancée qui ont été greffés avec des neurones
DA embryonnaires, il a été montré qu’il y avait une forte neuroinflammation et une activation marquée de la
microglie dans tous les greffons analysés, bien avant le développement de CL dans ces derniers (Olanow et al.
2019). Cela suggere un réle majeur de ces phénomeénes dans I'agrégation de I'asyn.

Plusieurs études ont corrélé la présence d’agrégats d’asyn avec I'activation de la microglie, I'expression
du CMH-II, et la neuroinflammation. Des études post-mortem chez des patients atteints de la MP ont montré
que la détection de la microglie exprimant le CMH-II était un aussi bon moyen de suivre I'évolution de la
pathologie que la phosphorylation de I'asyn, plus couramment utilisée (Imamura et al. 2003). En ce qui
concerne LRRK2, elle est exprimée dans les neurones mais également dans certaines cellules de I'immunité,
comme les cellules myéloides et dans une moindre mesure les lymphocytes T, ce qui suggere un réle dans

I'immunité innée (revu dans Dzamko, 2017). Les GWAS ont également impliqué des variants de LRRK2 dans
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des maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn (Barrett et al. 2008) et dans la susceptibilité aux
infections a mycobactéries (Marcinek et al. 2013; Wang et al. 2015). Le rdle exact de LRRK2 dans la réponse
inflammatoire n’a pas été caractérisé mais il a été montré que I'inhibition de I'activité kinase de LRRK2 ou son
KD atténuait la réponse proinflammatoire in vitro et in vivo (Kim et al. 2012; Ma et al. 2015; Puccini et al. 2015;
Russo et al. 2015), notamment celle induite par I'asyn (Daher et al. 2015). A I'inverse, I'injection de fibres
préformées d’asyn dans le ST de souris transgéniques G2019S induirait plus d’activation microgliale et une
plus forte augmentation des cytokines pro-inflammatoires que chez les animaux WT (Bieri et al. 2019). D’autre
part, I'exposition de cultures primaires de microglie a des fibres préformées d’asyn induit une augmentation
de I'expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-1B et de la superoxyde dismutase 2 (SOD2). La SOD2 joue
un réle majeur dans I'élimination des ROS mitochondriales et protége les cellules contre le stress oxydant.
L'augmentation de I'expression d’'IL-1B et de la SOD2 était moins forte dans des cellules microgliales
présentant un KO de LRRK2 que dans les cellules issues de souris sauvages (Russo et al. 2019). Cela semble

suggérer que LRRK2 augmenterait la sensibilité au stress induit par I'asyn.

Il semble donc probable que LRRK2 régule la réponse inflammatoire induite par I'asyn. On pourrait
imaginer que LRRK2 G2019S pourrait augmenter la neuroinflammation induite par I'asyn, ce qui aggraverait
les effets déléteres induits par cette neuroinflammation, ou que ce soit I'activité de LRRK2 G2019S qui initie

une réponse inflammatoire trop importante, déclenchant un cercle vicieux aggravé par I'agrégation de I'asyn.

B. L'autophagie

Une des caractéristiques anatomo-pathologiques de la MP étant la formation d’inclusions
intracytoplasmiques et intraneuritiques, un intérét particulier est porté a I'étude des voies de dégradation des
protéines, notamment le systéme autophagie-lysosome et le systeme ubiquitine-protéasome. Dans les
cerveaux de patients parkinsoniens, des éléments caractéristiques de l'autophagie ont été montrés par
immunohistochimie (Anglade et al., 1997), ainsi qu’un défaut de I'autophagie (Dehay et al., 2010).

Le systeme ubiquitine-protéasome s’occupe principalement de la dégradation des protéines qui ont une
durée de vie courte, typiquement via des chaines de polyubiquitine, alors que I'autophagie est responsable de
la dégradation des protéines qui ont une longue durée de vie, des gros agrégats, et des organites
cytoplasmiques (Zhang et al. 2012). On distingue 3 types d’autophagie selon le type de substrat pris en charge
et la maniere dont il atteint la lumiére lysosomale: I'lautophagie médiée par les chaperonnes (CMA, Chaperone-
Mediated Autophagy), la macroautophagie et la microautophagie (pour plus de détails sur ces différentes
voies, voir Schneider and Cuervo, 2014).

L'effet de LRRK2 et de I'asyn séparément sur 'autophagie a été largement étudié dans le contexte de
la MP.
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L’asyn contient un motif de reconnaissance pour la CMA, ce qui suggere sa dégradation par cette voie
(Cuervo et al. 2004; Fred Dice 1990). Cela a été confirmé in vitro (Cuervo et al. 2004; Paxinou et al. 2001; Webb
et al. 2003). En revanche il a été montré que I'asyn A53T bloquait la CMA (Cuervo et al, 2004). De plus, la CMA
diminue avec I'dge (Cuervo et Wong 2014) et I'asyn devient plus stable avec I'dge et les mutations (Li et al.
2004), ce qui va dans le sens d’une diminution de la dégradation de I'asyn induite par le vieillissement et/ou
la mutation de I'asyn.

En ce qui concerne LRRK2, une fraction de la protéine est localisée aux membranes, et plus précisément
aux vacuoles d’autophagie, aux amphisomes, aux autolysosomes et aux lysosomes (Alegre-Abarrategui et al.
2009; Dodson et al. 2012; Higashi et al. 2009; Orenstein et al. 2013). LRRK2 pourrait également étre impliquée
dans la macroautophagie mais les résultats sont contradictoires. Certains groupes observent une régulation
positive de 'autophagie par LRRK2 (Dodson et al. 2014; Saha et al. 2015; Schapansky et al. 2014; Tong et al.
2010), alors que d’autres montrent plutot un effet négatif de LRRK2 sur I'autophagie (Alegre-Abarrategui et al.
2009; Manzoni et al. 2016). En ce qui concerne les mutations de LRRK2, une augmentation de I'induction de
I'autophagie a été observée dans des fibroblastes de patients avec la mutation G2019S (Bravo-San Pedro et
al. 2013). Il est possible que les différences entre ces études soient dues a des différences de conditions
expérimentales, mais il n’y a pour I'instant pas de consensus concernant |'effet de LRRK2 sur I'autophagie.

LRRK2 contient également plusieurs motifs d’adressage a la CMA, ce qui suggere que cela pourrait étre
un mécanisme participant a sa dégradation. Une étude de Orenstein et collaborateurs a confirmé cela et
également montré que LRRK2 G2019S bloquerait la CMA (Orenstein et al. 2013). Comme I'asyn est également
éliminée par CMA, il est possible que LRRK2 G2019S induise ou augmente I"'accumulation d’asyn anormale en
inhibant sa dégradation. Il a en effet été montré dans des cultures d’astrocytes de patients G2019S que cette
mutation de LRRK2 était liée a une augmentation de la quantité d’asyn dans ces cellules et un défaut de
I'autophagie. Cette accumulation d’asyn était bloquée par le traitement par un activateur de la CMA (di
Domenico et al. 2019:2). Récemment, il a aussi été montré que LRRK2 G2019S altérerait la prise en charge des
autophagosomes et l'activité lysosomale en empéchant la formation des autolysosomes et entrainait une
accumulation de I'asyn endogéne dans des inclusions intracellulaires. Ces effets néfastes de LRRK2 G2019S
étaient bloqués par I'inhibition pharmacologique de son activité kinase (Obergasteiger et al. 2019). Ces
données renforcent I’hypothése que I'augmentation de I'activité de LRRK2 (qui a été aussi montée chez les
patients idiopathiques (Di Maio et al. 2018) pourrait étre impliquée dans I’'accumulation anormale de I'asyn

dans la MP.

C. La mitochondrie

Il est généralement accepté que les premieres cellules eukaryotes, déficientes en énergie, ont été

colonisées il y a plus d’'un milliard d’années par une bactérie présentant un systeme d’utilisation de I'oxygéne
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bien plus efficace, la chaine respiratoire, donnant naissance aux mitochondries (Rich 2003). Au cours de
I’évolution, les mitochondries ont conservé leur propre génome, qui est constitué d’'un ADN double brin
circulaire de 16,5 kb, transmis de maniére non mendélienne (Baughman et Mootha 2006). L'ADNmt code pour
13 protéines qui sont toutes des composants de la chaine de transport des électrons, mais cela ne représente
gu’une faible proportion de la totalité des protéines composant la chaine respiratoire. En effet, environ 99%
des protéines mitochondriales sont codées par des genes nucléaires et nécessitent des signaux d’adressage
spécifiques pour entrer dans la mitochondrie depuis le cytosol (Pfanner, Warscheid, et Wiedemann 2019). Les
fonctions principales assurées par la mitochondrie sont la production d’énergie via la chaine respiratoire, la
régulation de la mort cellulaire par apoptose, le métabolisme du Ca?* et la production de ROS. La mitochondrie
est d’ailleurs une source majeure de radicaux libres dans la cellule, mais elle joue aussi un réle important dans
la réponse au stress oxydant.

La mitochondrie est la principale source d’énergie de la cellule. Il a été estimé que 3 molécules d’ATP
étaient formées pour 10 protons transférés, ce qui correspondrait a la production de 65 kg d’ATP par jour (Rich
2003). La chaine respiratoire mitochondriale est composée de 4 complexes (I-1V) et d’'une ATP synthase, tous
enchéassés dans la membrane mitochondriale interne. Les électrons dérivés de 'oxydation de métabolites
(NADH et FADH2) permettent a la chaine respiratoire de générer un gradient électrochimique en pompant des
protons depuis la matrice mitochondriale vers I'espace intermembranaire. Ce gradient de protons est utilisé

par I’ATP synthase pour la synthese d’ATP (Pfanner et al. 2019).

La mitochondrie est un organite extrémement étudié dans la MP depuis la description post-mortem
d’un déficit du complexe | dans le ST (Mizuno et al. 1989) et la SNpc (Schapira et al. 1990) de patients. Les
inhibiteurs du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale (comme la roténone ou le MPTP) peuvent
également induire un syndrome parkinsonien chez les personnes exposées ainsi que chez le rongeur ou le PNH
(Langston et Ballard 1983; Schapira 2008). Les mutations dans les génes codant pour les protéines PARKIN, DJ-
1 et PINK1 sont impliquées dans les formes autosomiques récessives de la MP, et ces protéines sont toutes
impliquées dans le contréle qualité mitochondrial, ce qui représente un lien supplémentaire entre la
mitochondrie et la MP (revu dans Dawson et al., 2010).

Les effets sur la mitochondrie de I'asyn d’une part, et de LRRK2 de I'autre, ont été trés étudiés. Chez les
rongeurs, I'asyn endogéne ou exogene (WT ou A53T) se localise en partie a la mitochondrie (Chinta et al. 2010;
Li et al. 2007; Martin et al. 2006; Nakamura et al. 2008; Subramaniam et al. 2014; Zhang et al. 2008). Il est
possible que 'asyn interagisse directement avec TOM20 (translocase de la membrane mitochondriale
externe) et inhibe I'import de protéines dans la mitochondrie (Di Maio et al. 2016). Une interaction de la
pS129-asyn (induite par I'exposition a des fibres préformées d’asyn) avec TOM20 a également été montrée
dans des cultures primaires de neurones corticaux (Wang et al. 2019). De plus, une homologie partielle avec

la séquence d’adressage a la mitochondrie a été trouvée dans la partie Nter de I'asyn. La liaison de I'asyn aux
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membranes mitochondriales semble particulierement élevée dans le ST, la SNpc et le cortex des cerveaux de
patients, des régions particulierement atteintes dans la MP (Devi et al. 2008). L'import de I'asyn dans la
mitochondrie serait dépendant du pH (Cole et al. 2008), ainsi que du potentiel de membrane et du pool d’ATP
(Devi et al. 2008). In vitro, environ 10% de LRRK2 est retrouvée dans la fraction protéique enrichie en

mitochondries (West et al. 2005).

Des études dans des modeles (sur-)exprimant I'asyn ou LRRK2 muté ont montré une altération globale
de la fonction mitochondriale avec une diminution du potentiel de membrane mitochondrial, une diminution
de la production d’ATP et une augmentation du stress oxydant (Butler et al. 2012; Erustes et al. 2017; Martin
et al. 2006; Martinez et al. 2018; Melo et al. 2016; Mortiboys et al. 2010, 2015; Papkovskaia et al. 2012; Parihar
et al. 2008; Sarafian et al. 2013; Y. C. Su et Qi 2013; Wang et al. 2012). Les souris KO pour I'asyn sont protégées
contre la toxicité du MPTP, et a I'inverse les souris transgéniques surexprimant I’asyn humaine y seraient plus
sensibles (Dauer et al. 2002; Klivenyi et al. 2006; Song et al. 2004). En revanche, les souris LRRK2 KO ne sont
pas protégées contre la toxicité du MPTP (Andres-Mateos et al. 2009). Par contre, les souris surexprimant
LRRK2 G2019S vy sont plus sensibles (Karuppagounder et al. 2015). A la fois LRRK2 et I'asyn semblent donc
jouer un role fonctionnel dans les altérations mitochondriales, du moins en présence de MPTP. De plus, I'étude
par Lin et collaborateurs de 2009 s’intéressant a I'effet de la co-expression de LRRK2 et de I'asyn chez des
souris double transgéniques a montré qu’il y avait une plus forte proportion de mitochondries anormales
(matrice plus dense et crétes élargies) dans le striatum des animaux co-exprimant LRRK2 G2019S et I'asyn
A53T que chez les animaux simples transgéniques A53T (alors gu’aucune n’a été trouvée chez les animaux
exprimant uniquement LRRK2 G2019S). De plus, il y avait chez ces animaux doubles transgéniques une
augmentation significative du nombre de neurones striataux présentant une libération excessive de

superoxyde dans la matrice mitochondriale (détectés grace a la sonde fluorescente MitoSox®) (Lin et al. 2009).

C.1. Métabolisme énergétique

La production d’énergie est la fonction principale de la mitochondrie. Le cycle de Krebs utilise I'acétyl-
CoA généré par le pyruvate (via la glycolyse) ou par les acides gras (via la béta oxydation) pour générer des
électrons qui vont au NADH dans la matrice ou au pool de coenzyme Q au sein de la membrane interne de la
mitochondrie. Ce pool de coenzyme Q comprend une forme oxydée de 'ubiquinone (Q) et une forme réduite
de I"'ubigquinol (QH2).

La NADH transfere ses électrons a travers le complexe | (Cl) au pool de coenzyme Q, qui regoit également
des électrons de nombreuses autres sources. Depuis le pool de coenzyme Q, les électrons traversent le Cll
jusqu’au cytochrome ¢, avant de réduire I'oxygéne en eau au niveau du CIV. La différence de potentiel de

réduction qui permet le mouvement des électrons a travers les Cl, Il et IV est utilisée pour pomper des protons
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atravers la membrane mitochondriale interne, ce qui génére un potentiel de membrane d’environ 150-160mV
et un gradient de pH, qui sont a leur tour utilisés pour la synthése d’ATP par I’ATP-synthase. L’ATP produit est
exporté depuis la matrice vers le cytosol en échange d’une molécule d’ADP par I'échangeur de nucléotides

adénine (ANT, pour adenine nucleotide exchanger) (Figure 22) (Murphy et Hartley 2018).
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Figure 22. Le métabolisme énergétique mitochondrial (Murphy et Hartley 2018).

Plusieurs études apportent des informations sur l'interaction de I'asyn avec la mitochondrie. Les souris
asyn KO présentent une diminution de la respiration mitochondriale et de I'activité des complexes I/Ill de la

chafne respiratoire (Ellis et al. 2005), et les souris transgéniques exprimant I'asyn A53T dans les neurones DA

présentent une inhibition du complexe | liée a I'age (Chinta et al. 2010). En 2008, Devi et collaborateurs ont
identifié une forte diminution de l'activité du Cl associée a I'asyn anormale, a la fois dans des neurones
primaires corticaux de foetus humains surexprimant I'asyn et dans des mitochondries isolées du ST et de la
SN de patients parkinsoniens (Devi et al. 2008). Ces résultats ont également été reproduits dans d’autres
modeles in vitro (Loeb et al. 2010; Reeve et al. 2015). L’exposition de mitochondries isolées de rats Wistar a
différentes concentrations d’asyn humaine recombinante induit aussi une diminution dose-dépendante de

Iactivité du Cl (Liu et al. 2009). De plus, il a été récemment montré que I'exposition de neurones primaires de

cortex de souris a des fibres préformées d’asyn induisait une diminution significative de la respiration basale
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par rapport a des neurones exposés a des monomeres d’asyn (Wang et al. 2019), ce qui suggere une toxicité
mitochondriale différentielle des especes d’asyn.

En ce qui concerne I'effet de LRRK2 sur la respiration, les données sont moins claires. Dans des cellules
HEK, I'expression de LRRK2 WT, et encore plus celle de LRRK2 G2019S diminuerait a la fois I'activité du Cl et
celle du CIV (Y. C. Su et Qi 2013). Des drosophiles transgéniques exprimant LRRK2 G2019S ou 12020T seraient
plus sensibles a la toxicité induite par la roténone (qui est un inhibiteur du Cl) alors que chez C. elegans,

I'expression de LRRK2 WT mais pas G2019S protegerait contre la toxicité de la roténone (Saha et al. 2009).

C.2. Dynamigue mitochondriale

Les mitochondries ne sont pas des organites isolés, mais elles forment un réseau dynamique qui
fusionne et se divise en permanence. La fusion passe par des protéines comme les mitofusines (Mfn1 et Mfn2)
au niveau de la membrane externe et la protéine OPA1 (optic atrophy protein 1) au niveau de la membrane
interne, alors que la fission est contrdlée par des protéines comme DRP1 (dynamin-related protein 1) et Fisl
(Murphy et Hartley 2018). La fusion est modulée par la protéolyse de ses deux acteurs principaux, OPA1l et
Mfn2. La dégradation de Mfn2 est dépendante de PINK1, et ce procédé est fortement lié a la perte du potentiel
de membrane et a I'autophagie (Burté et al. 2015).

La morphologie du réseau de mitochondries est le reflet des besoins énergétiques de la cellule, et
résulte d’un équilibre entre la fusion et la fission. Elle est intimement liée au controle qualité de la
mitochondrie et la dégradation des mitochondries endommagées par mitophagie (Murphy et Hartley 2018).
La protéine de fission DRP1 permet d’isoler les mitochondries endommagées du reste du réseau afin de
permettre leur élimination sélective via les protéines Parkine et PINK1 (voir chapitre |, partie D-1-2) (Figure

23).
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Figure 23. Dynamique de la mitochondrie (Burté et al. 2015).
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Les souris transgéniques exprimant I'asyn A53T présentent des mitochondries dysmorphiques (Martin
et al. 2006), une diminution de l'interconnectivité entre les mitochondries (Xie et Chung 2012) ainsi que des
mitochondries fragmentées qui apparaissent avant la perte des neurones DA (Chen et al. 2015). Les souris
doubles transgéniques KO pour l'asyn et la Parkine ont des altérations marquées de I|'architecture
mitochondriale, en particulier dans la SN et le cortex (Stichel et al. 2007). In vitro, le KD de I'asyn augmente le
nombre de cellules avec des mitochondries allongées (Kamp et al. 2010) et la surexpression de I'asyn WT ou
A53T induit la fragmentation des mitochondries (Butler et al. 2012; Devoto et al. 2017; Guardia-Laguarta et al.
2014; Martinez et al. 2018) qui précede la dysfonction mitochondriale et la mort cellulaire (Nakamura et al.
2011). Cet effet de I'asyn sur la fragmentation des mitochondries a également été montré dans des neurones
DA dérivés de patients avec la mutation A53T (Ryan et al. 2018). In vivo, I'injection d’un AAV codant pour I'asyn
A53T dans la SNpc de rat induit une diminution du nombre de mitochondries tubulaires, qui est empéchée par
le traitement des animaux avec une molécule inhibant la division des mitochondries (mdivi-1) (Bido et al.
2017). De plus, la fragmentation mitochondriale induite par I'asyn nécessiterait une interaction directe avec
la membrane mitochondriale externe dans des iPS surexprimant I'asyn (Devoto et al. 2017). Dans des cultures
primaires de neurones de souris, les astrocytes internalisent les oligoméres d’asyn, ce qui entraine une
fragmentation des mitochondries apres 24h d’exposition (Lindstrom et al. 2017). En particulier, Grassi et
collaborateurs ont récemment identifié une espece d’asyn phosphorylée avec une conformation distincte
(résultant de la dégradation incompléte de I'asyn fibrillaire) qui s’associerait avec la mitochondrie pour induire
son dysfonctionnement (Grassi et al. 2018). Des diminutions significatives de I'expression de Mfn1/2 ont été
observées dans les souris transgéniques A53T sans modification de DRP1 ni de OPA1 (Xie et Chung 2012), ce
qui suggere un effet de I'asyn sur la fusion via une interaction avec la membrane mitochondriale externe.
DRP1 est majoritairement localisée dans le cytoplasme, mais se relocalise a la mitochondrie sous I'influence
d’un stimulus de fission. Dans les souris DRP1 KO, la surexpression de I'asyn WT induit toujours une
fragmentation significative des mitochondries, bien qu’elle soit moins importante que chez les souris sauvages,
suggérant que si 'asyn induit la fragmentation en partie via un effet sur DRP1, ce n’est pas le seul mécanisme
impliqué (Nakamura et al. 2011). Ces données suggerent donc que I'expression et I'agrégation de I'asyn

diminueraient la fusion des mitochondries, plutdt que d’augmenter leur fission.

En ce qui concerne LRRK2, l'expression du mutant G2019S dans un modéle de drosophiles
transgéniques a été associée a une altération de la morphologie des mitochondries (Mortiboys et al. 2015), ce
qui suggere un effet de LRRK2 sur la dynamique mitochondriale. Il a en effet été suggéré que LRRK2 interagirait
avec DRP1 pour augmenter sa translocation vers la mitochondrie, et que le blocage du recrutement de DRP1
a la mitochondrie inhiberait la fragmentation et la dysfonction mitochondriales induites par LRRK2 (Niu et al.
2012; Y. C. Su et Qi 2013; Wang et al. 2012). LRRK2 phosphoryle DRP1, ce qui induit la fragmentation des
mitochondries (Y. C. Su et Qi 2013). Cet effet sur la fragmentation semble étre dépendant de I'activité kinase
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de LRRK2, ce qui est cohérent avec le fait que le mutant G2019S a un effet plus prononcé que la forme WT (V.
C. Su et Qi 2013; Wang et al. 2012). De cette maniére, I'activité kinase de LRRK2 pourrait activer DRP1 et
augmenter sa localisation mitochondriale, ce qui ferait pencher la balance en faveur de la fission
mitochondriale. De plus, LRRK2 (mais pas son mutant sans activité kinase) augmente la production de ROS, ce
qui est connu pour augmenter la fission des mitochondries (Niu et al. 2012). Récemment, il a également été
montré que la mitophagie était diminuée dans des fibroblastes de patients avec la mutation G2019S de LRRK2
(Wauters et al. 2019), et que cet effet était dépendant de son activité kinase (Bonello et al. 2019).

Mais les résultats concernant I'effet de LRRK2 sur ces processus de fusion/fission ne sont pas
convergents. Dans une étude in vitro par Saez-Atienzar et collaborateurs, c’est I'inhibition pharmacologique
de LRRK2 qui menait a une augmentation de la fission (Saez-Atienzar et al. 2014). Il a également été montré
que LRRK2 pouvait interférer avec le recrutement de DRP1 a la membrane mitochondriale externe et que cet
effet était aboli par I'inhibition de son activité kinase (Bonello et al. 2019). Deux autres études montrent
également des effets opposés de LRRK2 dans des fibroblastes issus de patients portant la mutation G2019S de
LRRK2: I'une rapporte une augmentation de la fragmentation et donc un déséquilibre en faveur de la fission
(Niu et al. 2012), alors que I'autre rapporte une augmentation de I'élongation et de l'interconnectivité des

mitochondries, ce qui irait plutdt dans le sens d’un déséquilibre en faveur de la fusion (Mortiboys et al. 2010).

L'ensemble de ces études semble suggérer que LRRK2 et I'asyn pourraient avoir un effet direct sur la
chalne respiratoire, entrainant le dysfonctionnement de ces organites et une altération de la production
d’énergie. Cependant, la seconde hypothéese, qui relie LRRK2 et I'asyn a une altération de I'équilibre entre les
mécanismes de fusion et de fission semble aussi prometteuse. Toutes les données montrant un effet de I'asyn
et de LRRK2 sur la toxicité des inhibiteurs du Cl indiquent un effet potentiel de ces protéines sur la chaine
respiratoire mitochondriale, plus précisément sur I'activité du Cl. Ces défauts du Cl peuvent également induire
un stress oxydant, une diminution de la production d’ATP et de la respiration (Devi et al. 2008; Loeb et al.
2010; Reeve et al. 2015). Tous ces événements induisant le dysfonctionnement des mitochondries pourraient
donc étre une explication pertinente pour les déficits mitochondriaux induits par LRRK2 et I'asyn. Comme
I"homéostasie de la mitochondrie est finement régulée, avec un équilibre précis entre fission (notamment via
les protéines DRP1 et Fisl) et fusion (impliquant les protéines OPA1 et Mfn1/2), la fragmentation des
mitochondries peut refléter soit une augmentation de la fission soit une diminution de la fusion. Au final, ces
données suggerent que LRRK2 et I'asyn pourraient avoir un effet commun sur deux aspects majeurs de
I'hnoméostasie mitochondriale : la production d’énergie et la dynamique de la mitochondrie. Cependant, il
existe une relation étroite entre la structure et la fonction énergétique du réseau mitochondrial, et I'altération
d’un de ces aspects a des répercussions sur l'autre. Il est donc difficile de savoir lequel est la cause et lequel

est la conséquence. Pour l'instant seule une étude s’intéressant a I'impact de LRRK2 sur la toxicité de I'asyn a
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relevé des altérations mitochondriales (Lin et al. 2009). La porte est donc grande ouverte pour tenter de mieux

comprendre I'effet conjoint de ces deux protéines sur la dysfonction mitochondriale dans la MP.

De plus en plus d’éléments indiquent donc I'existence d’une interaction fonctionnelle entre LRRK2 et
I'asyn. Dans plusieurs études, des effets plus importants ont été observés en diminuant I'expression ou
I'activité de LRRK2 plutdt gu’en surexprimant LRRK2 muté, ce qui donne bon espoir que les traitements ciblant
LRRK2 pourraient bénéficier a tous les patients (sporadiques ou non). Les mécanismes exacts sous-tendant
I'interaction entre I'asyn et LRRK2 restent cependant inconnus. En conditions pathologiques, quand elles sont
exprimées au sein d’'une méme cellule, il est probable que I'asyn et LRRK2 interagissent sur le plan fonctionnel
au niveau de la mitochondrie, des voies de |'autophagie et du systéme endolysosomal. Elles pourraient
également avoir un effet commun sur la neuroinflammation. En effet, bien que I'expression cérébrale de I'asyn
soit restreinte aux neurones, LRRK2 est aussi exprimée dans le systéme immunitaire, en particulier les cellules
connues pour répondre aux formes amyloides de I'asyn, et LRRK2 semble aggraver la réponse inflammatoire
causée par 'asyn (Figure 24). A ce jour, aucun de ces mécanismes ne semble plus probable que 'autre. La MP
est certainement multifactorielle, résultant de I'interaction complexe entre des facteurs environnementaux et

des facteurs génétiques, et elle est probablement la résultante de nombreux mécanismes interconnectés.
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1 | INTRODUCTION TO LRRK2
AND A-SYN IN PD

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder
affecting approximately seven million people worldwide
(Cacabelos, 2017). Early symptoms of disease often include
REM sleep disorder, gastrointestinal disorders (e.g., constipa-
tion), and hyposmia. Later, characteristic movement-related
symptoms often include shaking (resting tremor), rigidity,
and slowness of movement (bradykinesia). The neuropatho-
logical hallmarks of PD are a progressive loss of dopaminer-
gic (DA) neurons in the substantia nigra pars compacta (SNc)
and the presence of neuronal aggregates composed mainly of
a-synuclein protein (a-syn; Lewy Bodies, LB) and dystrophic
Lewy Neurites (LN) in some surviving neurons (Braak &
Braak, 2000; Gibb, Scott, & Lees, 1991). Numerous theories
exist for the causes of a-syn aggregation and preferential sen-
sitivity of DA neurons, but without treatments that intervene
in these processes, pathogenic mechanisms underlying PD re-
main unclear. Currently, there is no treatment capable of slow-
ing the disease progression and although several therapies
such as dopaminergic treatment and deep brain stimulation
provide temporary remittance of several movement-related
symptoms, the progression of the disease and therefore the
aggravation of the neurodegeneration cannot be stopped.
Parkinson’s disease is mainly a sporadic neurodegenerative
disorder but a proportion of patients have demonstrated genetic or-
igins. Rare mutations in the a-synuclein (SNCA) and Leucine-Rich
Repeat Kinase 2 (LRRK?2) genes can cause autosomal-dominant
(AD) PD. Recently, genome-wide association studies have identi-
fied common genetic variants in both SNCA and LRRK? in suscep-
tibility to sporadic PD, further supporting the importance of these
two genes in the pathogenesis of PD (Nalls et al., 2014; Satake
et al., 2009). The overlap between clinical phenotypes associated
with mutations in SNCA or LRRK?2 suggests these two proteins/

disease, both within cells that express both LRRK?2 and a-synuclein as well as through
more indirect pathways that might involve neuroinflammation. Although the link be-
tween LRRK?2 and disease can be understood in part through LRRK?2 kinase activity
(phosphotransferase activity), a-synuclein toxicity is multilayered and plausibly in-
teracts with LRRK2 kinase activity in several ways. We discuss common protein in-
teractors like 14-3-3s that may regulate a-synuclein and LRRK?2 in disease. Finally,
we examine cellular pathways and outcomes common to both mutant a-synuclein
expression and LRRK?2 activity and points of intersection. Understanding the inter-

play between these two unlikely partners in disease may provide new therapeutic

aggregation, autophagy, mitochondria, mitophagy, neurodegeneration, neuroinflammation, Parkinson,

genes concurrently play a role in sporadic and genetic PD. A num-
ber of questions are thus raised: Does a-syn and LRRK2 interact
synergistically in disease susceptibility? Following, does LRRK2
influence the occurrence and triggering of a-syn pathology?
Through which molecular and cellular mechanisms, do these two
proteins interact in PD, and are they involved in both susceptibility
as well as progression? Alternatively, does a-syn play a more per-
missive role in mutant LRRK?2 neurotoxicity?

Beyond improving our understanding of PD pathogene-
sis, clarifying the interplay between a-syn and LRRK2 may
help to determine whether LRRK?2 could constitute a relevant
therapeutic target to slow down PD progression in patients
without rare LRRK2 mutations. Indeed, major research ef-
forts have been conducted in the past decade to design and
test novel LRRK2 inhibitors with hopes that they will benefit
a large proportion of PD patients. Potentially supporting this
notion, preliminary results in animal models of PD suggest
that targeting LRRK2 could be beneficial in both familial
and sporadic PD. Thus, the interaction between o-syn and
LRRK2 might be central not only in terms of pathogenesis
but also in understanding how to best devise effective ther-
apeutic strategies. Here, we briefly review both in vitro and
in vivo studies in model systems that may shed light on the
relationship between a-syn and LRRK2 in PD.

2 | A-SYN AND PRION-LIKE
PROPAGATION

In 1997, Polymeropoulos et al. identified the a-syn A53T
missense mutation as the first genetic lesion causative for
an aggressive form of familial PD (Polymeropoulos et al.,
1997). a-Syn is a presynaptic protein highly abundant in the
brain with suspected roles in vesicle trafficking, membrane
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dynamics, and synaptic maintenance (reviewed in Bendor,
Logan, & Edwards, 2013). a-Syn has also been shown to
localize to mitochondria and to be degraded in part via
chaperone-mediated autophagy (detailed in the paragraphs
below on mitochondria and autophagy). The clear major-
ity of a-syn studies focus on its dysfunction in PD pathol-
ogy because of its capacity to aggregate and form LBs and
LNs. Duplications, triplications, and rare mutations (A53T
(Polymeropoulos et al., 1997); A30P (Kriiger et al., 1998);
E46K (Zarranz et al., 2004)) in the SNCA gene have been
found in several families with dominantly inherited PD. They
are associated with early-onset forms of PD with an amplifi-
cation of the a-syn aggregation process (Chartier-Harlin et al.,
2004; Singleton et al., 2003). However, while it is generally
accepted that aggregation of a-syn leads to neurotoxicity, the
underlying mechanisms are still debated. It is possible that a-
syn assemblies (aggregates, oligomers, lewy bodies) trigger
toxic mechanisms through a gain of function (e.g., novel detri-
mental interaction with membranes or proteins) or a toxic loss
of function of a-syn as a result of the sequestration of a-syn
into aggregates. Indeed, multiple studies have shown a toxic
effect of a-syn knockout (Benskey et al., 2018; Cali, Ottolini,
Negro, & Brini, 2012; Gorbatyuk et al., 2010; Tarasova et al.,
2018) while others showed that a-syn KO protected against
MPTP-induced neurotoxicity (Dauer et al., 2002). a-syn is a
member of the synuclein protein family together with béta
and gamma-synuclein in mammals. The a-syn protein is
composed of three regions: the first one is an amphipathic
region (N-term: residues 1-60) containing apolipoprotein
lipid-binding motifs and where PD mutations reside. Second,
a-syn contains a “nonbéta amyloid” component region (NAC
region: residues 61-95) which gives it its potential to form
béta-sheets inherent to protein fibrils (aggregation). The last
one is a C-terminal region (residues 96—140) that harbors
important posttranslational modifications of a-syn including
phospho-Ser129. Three posttranslational modifications were
identified and validated in vivo with phosphorylated residues
detected on Ser87, Ser129, and Tyr125. In particular, post-
mortem biochemical and immunohistological studies showed
that in PD brains a-syn is highly phosphorylated on Ser129
in inclusions. This phosphorylation is also found in pre-LB
stages suggesting that it is strongly associated to disease pro-
gression (Saito et al., 2003). The pharmacological modulation
of this phosphorylation may be a relevant strategy for slowing
PD progression, although several studies show a-syn-related
toxicity is enhanced when the Ser129 residue is mutated to an
unphosphorylatable alanine residue (Da Silveira et al., 2009;
Gorbatyuk et al., 2008; Khodr, Pedapati, Han, & Bohn, 2012).
Some kinase interactors have been identified that can modu-
late Ser129 phosphorylation including polo-like kinases, ca-
sein kinases, and G protein-coupled receptor kinase (Inglis
et al., 2009; Ishii et al., 2007; Pronin, Morris, Surguchov, &
Benovic, 2000). LRRK2, a serine/threonine protein kinase,
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has also been evaluated as a protein kinase for a-syn. Results
suggest that LRRK?2 is unlikely to directly phosphorylate
Ser129 (Herzig et al., 2012; Lin et al., 2009). The instrumen-
tal role of Ser129 phosphorylation on a-syn is unclear and
an increase of phosphor-Ser129 might not be toxic per se.
Studies using kinase interactors of a-syn to produce hyper-
phosphorylation at Ser129 have shown opposite effects (ac-
celerated neurodegeneration vs. mitigated toxicity) in the rat
midbrain (Oueslati, Schneider, Aebischer, & Lashuel, 2013;
Sato et al., 2011). Also, Buck and collaborators showed that
phosphorylation of a-syn at Ser129 was not enough to trigger
neurodegeneration, further questioning the role of phosphor-
Ser129 in the pathogenesis of PD (Buck et al., 2015).

The pathological mechanisms underlying o-syn-mediated
degeneration of DA neurons have been linked to the very high
concentrations of a-syn inherent to A9 DA neurons (that can
serve as substrates for a-syn inclusions). SNc¢ DA neurons also
have relatively high metabolic demands and lowered oxida-
tive capacity and long extremely branched axonal fibers that
lack myelin (Braak & Del Tredici, 2004; Post, Lieberman, &
Mosharov, 2018). Experimental evidence also indicates cen-
tral roles for mitochondrial damage and associated vulnerabil-
ities, and deregulation of the endolysosomal and autophagic
pathways. Some evidence, particularly in vitro, clearly demon-
strates that a-syn inclusions can be transferred, through some
substrate, from one cell to the next (Busquets, Espargaro,
Estelrich, & Sabate, 2015; Domert et al., 2016; Kordower,
Chu, Hauser, Freeman, & Olanow, 2008). Kordower and col-
laborators suggested cell—cell transmission of a-syn in 2008.
A postmortem observation of PD brains transplanted with fetal
neurons in the striatum showed that, fourteen years after trans-
plantation, the grafted nigral neurons presented LB-like inclu-
sions that stained positively for a-syn and ubiquitin and had a
reduced expression of dopamine transporter. Alternatively, the
transplanted cells could have intrinsically formed inclusions
de novo in the environment of PD-affected nerve terminals in
the striatum. Moreover, all healthy grafts of human midbrain
transplants do not automatically show signs of a-syn pathology
(reviewed in Engelender & Isacson, 2017). Experimentally,
cell-to-cell transmission in vivo generally involves overex-
pression of a-syn and exposures to preformed fibrils of a-syn,
brain extracts from a-syn transgenic (tg) mice, and total ho-
mogenates from postmortem PD patients. Many experimental
results are supportive of the hypothesis of a prion-like prop-
agation of a-syn. a-Syn-linked disease is different from pro-
totypical prion disease, in that there is no evidence of disease
transmissibility in PD and intrinsic susceptibilities inherent
to some subpopulations of neurons appear to outweigh the
ability of a-syn to successfully transmit in a continuous way
across circuits (Abdelmotilib et al., 2017; Desplats et al., 2009;
Luk et al., 2012; Mougenot et al., 2012; Paumier et al., 2015;
Peelaerts et al., 2015; Recasens & Dehay, 2014; Reviewed in
Surmeier, Obeso, & Halliday, 2017b, 2017a).



CRESTO ET AL.

342
—I—WILEY EJN European joumallofNeuroscience. FENS

However, even though there are many experimental studies
supporting this prion-like hypothesis, it is important to note
that there is a limited number of clinical evidence directly
supporting it, and other experimental evidence goes against
it. Indeed, Manfredsson and collaborators failed to show any
significant spread of a-syn after they inoculated PFFs directly
into the colon of rats and NHPs (Manfredsson et al., 2018).
Most of the studies supporting a-syn spreading theory use
overexpression models, or brain extracts from individuals pre-
senting synucleinopathies, and among them, not all confirm
this spreading hypothesis. This contrasted point of view is
very well reviewed by Endelender and Isacson, who present
a “Threshold theory for PD” (Engelender & Isacson, 2017).

3 | LRRK2 AND THE KINASE
HYPOTHESIS OF LRRK2-LINKED
PD

In the mid-1990s, several families were identified that transmit
autosomal-dominant PD phenotypes identical to sporadic PD,
a feature very uncommon for genetic forms of PD (Wszolek &
Pfeiffer, 1992). In 2002, Funayama and collaborators performed
a genome-wide linkage analysis showing linkage to a 13.6 cM
interval in 12p11.2-q13.1, dubbed the PARKS locus. While the
haplotype was shared by all the patients, it was also present in
some unaffected carriers, suggesting the disease penetration
to be incomplete. The authors hypothesized other parameters
could affect the development of the disease such as environ-
mental factors or other genetic factors (Funayama et al., 2002).

Mutations in LRRK?2 are the most common genetic “cause”
of both familial and sporadic PD, with causation understood
as high-odds ratios (e.g., >20) for susceptibility to disease
(Clark et al., 2006; Paisan-Ruiz et al., 2004; Ross et al., 2011;
Trabzuni et al., 2013; Trinh et al., 2014; Zimprich et al., 2004).
Kachergus and collaborators identified the G2019S mutation
in 2005 (Kachergus et al., 2005), known as the most preva-
lent pathogenic mutation in LRRK?2 that accounts for 5%—6%
of autosomal-dominant familial cases and 1%—2% of de novo
generic PD cases in some Western populations (Gilks et al.,
2005; Healy et al., 2008). The prevalence can be much higher
depending on the population: a recent report suggested that
as many as 70% of late-onset PD patients seen at a neurology
clinic in Morocco were positive for G2019S (Bouhouche et al.,
2017). However, in far-east Asian populations, the frequency
of pathogenic LRRK2 mutations is extremely low (Tan et al.,
2005, 2007; Wu et al., 2012; Zabetian et al., 2009). True to the
initial description of LRRK2-linked families, patients harbor-
ing the G2019S mutation are clinically indistinguishable from
sporadic PD cases, including the presence of typical LBs in the
majority of cases (Biskup & West, 2009; Yahalom et al., 2014).
The mechanisms underlying LRRK2’s neurotoxicity remain un-
clear as it is a protein that does not itself form the proteinaceous

inclusions typical of genetically linked proteins in neurodegen-
eration (like tau, APP, TDP43, SODI, etc.). Rather, the LRRK2
gene encodes a large 2527 AA multidomain protein with patho-
genic mutations clustered among the central tridomain region
that forms the catalytic core (Cookson, 2010; Mata, Wedemeyer,
Farrer, Taylor, & Gallo, 2006). LRRK?2 is part of the ROCO
protein family identified first in single-celled organisms and
contains the tandem Ras-of-complex proteins (Roc) GTPase
and C-terminal of Roc (COR) domains. LRRK?2 may homodi-
merize through its COR domain and may function in a dimeric
form as a GAD (G proteins activated by nucleotide-dependent
dimerization) in which both ROC domains are brought close
together and participate in the catalytic activity of their coun-
terpart within the dimer (Civiero et al., 2012). In addition to its
GTPase domain, LRRK?2 is composed of a kinase domain, with
a characteristic activation loop (P-loop) with a DYG-APE motif
altered to DYS-APE with the G2019S mutation. Other domains
in LRRK?2 include multiple protein—protein interaction regions
[ankyrin (ANK), armadillo (ARM), and leucine-rich repeats
(LRR) and WD40]. The number and conservation of protein—
protein interaction domains suggest LRRK?2 functions as a scaf-
folding protein contributing to the formation of multiprotein
complexes that may function in trafficking and signaling.

In vitro evidence and limited in vivo evidence suggest patho-
genic LRRK2 mutations, like G2019S, enhance kinase activities
associated with autophosphorylation and Rab-substrate phos-
phorylation (Alessi & Sammler, 2018; West et al., 2005, 2007),
and LRRK?2-linked neurotoxicity originates from this increased
activity (Greggio et al., 2006; Lee et al., 2010; Smith et al., 2006;
West et al., 2007). Based on these observations, pharmaceutical
companies have developed compounds targeting the kinase ac-
tivity of LRRK2 in order to block the increased kinase activity
associated with LRRK2 mutations. So-called first-generation
LRRK?2 kinase inhibitors like staurosporine, sunitinib, CZC
54252, TAE684, and LRRK2-IN-1 have a good potential to in-
hibit the kinase activity of LRRK2 (Deng et al., 2011). However,
they are not specific for LRRK2 and inhibit other critical kinases,
together with poor drug properties, making them difficult to use
for modeling or functional studies. Second generation com-
pounds included more selectivity and better in vivo potential,
although the inhibition of LRRK2 in the brain was limited (Choi
etal., 2012; Estrada et al., 2014; Saez-Atienzar et al., 2014; re-
viewed in Taymans & Greggio, 2016; West, 2015, 2017).

Early studies demonstrated LRRK2 is a highly phosphor-
ylated protein in the N-terminal part between the ankyrin and
the LRR domains (S910; S935; S955; S973; West et al., 2007).
This cluster, more specifically Ser910 and 935, is responsible
for 14-3-3 protein binding (Dzamko et al., 2010; Nichols et al.,
2010). The 14-3-3 proteins are a highly conserved family of
proteins found throughout the evolutionary scale and are impli-
cated in many cellular functions, notably, they act to promote
cell survival through inhibition of many known proapoptotic
factors including the mitochondrial Bcl-2 family member BAD
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and the transcription factor Forkhead (Yuan & Yankner, 2000).
The 14-3-3 proteins bind to serine/threonine-phosphorylated
residues, often functioning as direct regulators of the target
proteins to which they bind (Loeffler, Klaver, Coffey, Aasly,
& LeWitt, 2017). Seven isoforms are described in mammals.
Studies show that 14-3-3 proteins are linked to PD pathology,
as 14-3-3 also interacts with a-syn (for more details, see the
common interactors paragraph). LRRK2 binding of 14-3-3
leads to a uniform LRRK?2 distribution throughout the cyto-
plasm and may inhibit LRRK2 kinase activity (Lavalley, Slone,
Ding, West, & Yacoubian, 2016). Decreased 14-3-3 binding to
LRRK?2 induced by PD-associated mutations leads to a relocal-
ization of LRRK2 in cytoplasmic pools (Nichols et al., 2010;
Rudenko & Cookson, 2010). LRRK2 may also be subject to
autophosphorylation on a cluster of threonines in the Rab-like
ROC GTPase domain (T1343; T1368; T1403; T1404; T1410;
T1452; T1491; T1503) and on two isolated serine and thre-
onine residues in the LRR domain (S1292) and in the kinase
domain (T2031; Kamikawaji, Ito, & Iwatsubo, 2009; Sheng
et al., 2012; Webber et al., 2011). LRRK?2 autophosphorylation
appears to act as an enzymatic activator for both the GTPase
and the kinase activity. In 2011, Webber and collaborators
studied the effect of autophosphorylation on GTPase and on
kinase activity in G2019S or in WT context. They showed
that autophosphorylation on the T1503 that is localized in the
GTPase domain alters both kinase and GTP-binding activity,
concluding that autophosphorylation in the GTPase domain
induces functional and conformational changes that enhance
the dimerization and leads to upregulation of kinase activity.
In 2012, Sheng and collaborators validated in vivo S1292 as a
critical autophosphorylation site (Sheng et al., 2012). Familial
PD mutations (N1437H, R1441G, R1441C, G2019S, and
12020T) all induced significant increases in phospho-S1292
levels compared to WT-LRRK2 in cellular models, and when
the S1292 residue was mutated to a nonphosphorylatable ala-
nine residue, the toxicity associated with LRRK?2 kinase activ-
ity was ablated. Taken together, these data suggest that LRRK?2
kinase activity links pathogenic mutations with neurotoxicity.

4 | RATIONALE FOR A
MEANINGFUL INTERACTION
BETWEEN LRRK2 AND A-
SYNUCLEIN IN PD

4.1 | Evidence from humans

4.1.1 | Clinical phenotypes

Several LRRK2 mutations from a number of different families
in different countries have been described and since they are
relatively rare compared to sporadic (i.e., idiopathic or iPD)
disease in most populations, comparisons that lack clinic bias
are difficult to formulate. However, clinic bias tends to skew
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genetic forms of disease phenotypically away from sporadic
disease and with LRRK2, clinical characteristics of the symp-
tomatic carriers are very similar to one another (Adams et al.,
2005; Hasegawa et al., 2009; Huang et al., 2007; Hulihan et al.,
2008; Khan et al., 2005; Lin et al., 2008; Nichols et al., 2005).
Presently, there is no single clinical phenotype or scale that
might predict a LRRK?2 mutation carrier from typical late-onset
PD. Curiously, no major difference seems to exist between
homozygous patients and the ones who are heterozygous, al-
though the number of homozygous LRRK2 mutation carriers
yet described is very small, consistent with the frequency of the
most common LRRK2 mutation G2019S at less than 0.1% in
the Caucasian population (where it is most frequent).

LRRK2 mutations do not cause early-onset disease; the
age of onset in susceptible carriers is relatively similar for
iPD and LRRK2 mutation carriers (~55-65 years old). Motor
symptoms of LRRK?2 carriers include resting tremor, rigid-
ity, akinesia, postural instability, and gait difficulty, which
are reminiscent of those seen in iPD. Unilateral onset is
often seen in LRRK2 mutation carriers as it is in iPD. As
expected, LRRK?2 carriers with PD are responsive to L-dopa
treatment. Further, PET imaging studies of the dopaminergic
system indicate alterations in symptomatic LRRK?2 carriers
that are typical of iPD, especially the reduction in '"*F-dopa
accumulation in striatal DA projections, and reduced bind-
ing of "C-tetrabenazine to the vesicle dopamine transporter
(vMAT) and reduced binding of the 11C-methylphenidate to
the dopamine transporter (DAT). The relative preservation of
the DA projections in the caudate nucleus as compared to the
putamen seen in iPD has been also observed in LRRK2 mu-
tation carriers (reviewed in Biskup & West, 2009).

Subtle differences have been described regarding the
effect of LRRK2 mutations on the timing and progression
of certain symptoms in different populations of carriers.
However, a prospective longitudinal follow-up of a cohort
(n=122) of LRRK2 variant carriers over more than five
years indicated that the onset and symptoms were not differ-
ent from iPD (Oosterveld et al., 2015). However, the progres-
sion of the disease after onset might be slightly accelerated in
LRRK2 carriers when compared to noncarriers (Oosterveld
et al., 2015). Finally, some studies highlighted the possibility
of differences in the prevalence and timing of onset of non-
motor symptoms (REM sleep disorder, cognitive deficits),
especially in PD with dementia (Goldwurm et al., 2006;
Sun et al., 2016). In summary, the striking clinical overlap
between LRRK?2 mutation carriers with PD and PD without
LRRK?2 mutations suggests common disease mechanisms.

4.1.2 | LRRK2 and a-syn in lewy bodies and
lewy neurites

Two years after the discovery of LRRK2 as a gene respon-
sible for autosomal-dominant forms of PD, Zimprich and
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collaborators speculated that LRRK?2 kinase activity may be
responsible for the phosphorylation of a-syn and that this ef-
fect may trigger its accumulation and aggregation (Zimprich
et al., 2004). The authors found typical LB-dominant pathol-
ogy, comparable to sporadic PD patients, in LRRK2 muta-
tion carriers. These observations suggested that LRRK?2, as
a kinase, and a-syn, as a kinase substrate, could physically
interact. Later, Giasson and collaborators studied via immu-
nohistochemistry three individuals with the G2019S LRRK?2
mutation and concluded LRRK2 protein was not found in
LBs or in LNs, in contrast to typical a-syn pathology in these
cases. However, studies including larger numbers of LRRK?2
mutation carriers revealed that a proportion of cases, up to
1/3 of G2019S carriers of both non-Ashkenazi Jewish and
European non-Ashkenazi Jewish descent were negative for
Lewy bodies (Kalia et al., 2015). Although the total number
of brains evaluated remains low, the number without Lewy
bodies is high compared to typical late-onset disease brains
evaluated from patients clinically diagnosed with PD.

There are several possibilities to interpret G2019S-
LRRK2 carrier brains clinically diagnosed with PD that lack
Lewy bodies. First, in the presence of the G2019S LRRK?2
mutation, LBs may be more toxic than usual and cells that
harbor them may not survive through late stages of disease.
Second, the G2019S LRRK?2 mutation favors smaller less-
phosphorylated a-syn inclusions or abnormal oligomers
that are more difficult to detect than typical eosinophilic
inclusions, and this drives disease in those patients. Third,
the proportion of G2019S-LRRK2 carriers negative for LBs
may experience disease onset and progression without the
contribution of a-syn. For example, some LRRK2 muta-
tion carriers have been described with Tau tangle pathology.
Unfortunately, there is typically insufficient clinical data as-
sociated with most tissues available to test whether disease
characteristics and progression might be different in LRRK2
carriers with and with a-syn LB burden. A PET tracer that
might label a-syn inclusions in life would effectively solve
the riddle and such tracers are under active development. In
the meantime, better clinical phenotyping within brain dona-
tion centers supported by LRRK2 mutation carriers seems
vital to better understanding pathology linked to LRRK2.

4.1.3 | SNCA genetic variants in modifying
PD susceptibility in LRRK?2 carriers

Genome-wide association (GWAS) studies indicate that vari-
ants in SNCA and LRRK?2, independent from rare pathogenic
missense mutations, are among the top genetic risk factors
for PD susceptibility (Nalls et al., 2014; Satake et al., 2009;
Simén-Sanchez et al., 2009). Studies focused on gene—gene
interaction effects of SNCA and LRRK?2 found no significant
evidence of an interaction between the two genes, although
power is still limited due to low individual effect sizes of the

linked variants (Biernacka et al., 2011). Botta-Orfila and col-
laborators genotyped the SNCA polymorphism rs356219 in 84
Spanish LRRK2-associated PD patients carrying the G2019S
mutation (Botta-Orfila et al., 2012). This single nucleotide
polymorphism (SNP) is known to regulate SNCA expression
in idiopathic PD-affected brain regions, blood, and plasma.
Results showed that LRRK2 mutation carriers carrying one or
two SNCA rs356219-G alleles presented with an earlier PD
onset than patients carrying the SNCA rs356219-A homozy-
gote (55.37 + 1.54 vs. 64.19 + 2.8 years respectively; Botta-
Orfila et al., 2012). A similar study was performed in iPD
patients, and the authors found that this SNP also influenced
the age of onset (Cardo et al., 2012). These initial studies sug-
gest that SNCA genetic variants could be a modifier of age of
onset but not necessarily disease susceptibility (Botta-Orfila
et al., 2012). Thus, these observations indirectly suggest that
a-syn may play a permissive role in LRRK2 mutation carriers
in disease.

4.2 | Evidence of a-syn and LRRK2
interaction in animal models

In 2009, Lin etal. reported results from triple-transgenic
mice with inducible AS53T-a-syn and LRRK2 (WT or
G2019S) under the CaMKII promoter-controlled tetracycline
transactivator (tTA; CaMKII-tTA), or on a LRRK?2 knockout
background, to examine the role of LRRK?2 in the progres-
sion of neuropathological alterations and phenotypes associ-
ated with mutant a-syn. This heroic effort first determined
the number of neurons that remained in the striatum of A537/
LRREK2WT and A53T/G2019S mice after months of expres-
sion; while the difference was not statistically significant in
comparisons between WT-LRRK?2 or G2019S-LRRK2 ex-
pression, a trend toward a decrease in the number of neurons
in the A53T/G2019S striatum was reported. More convinc-
ingly, the inhibition of LRRK?2 expression dramatically ame-
liorated a-syn-induced neuropathology almost to the level of
doxycycline-induced silencing of transgenic mutant o-syn
expression. Furthermore, the number of neurons at 12 months
of age in the striatum of mice was significantly higher in the
AS53T/LRRK2™~ mice compared to A53T/LRRK2™* mice.
Moreover, no significant increase of astrocytosis, microglio-
sis, or somatic accumulation of a-syn was detected in these
mice. These experiments highlighted the potential link be-
tween WT-LRRK?2 expression and a-syn protein in neurode-
generation observed in PD, with a more speculative role for
G2019S-LRRK?2 in exacerbating a-syn neurotoxicity (Lin
et al., 2009).

Further testing the link between G2019S-LRRK?2 and a-
syn neurotoxicity, in 2012 Herzig and collaborators reported
tg mice that expressed human LRRK2 (WT or G2019S)
with mice that expressed human a-syn (A53T or WT) under
the same neuron-specific promoter (Thyl promoter; A53T/
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G2019S; AS3T/WT; WT/G2019S; Herzig et al., 2012). This
strain of A53T-a-syn mice (Van der Putten et al., 2000) was
known to develop motor coordination deficits in the rotarod
test at 40 days of age and severe motor deficits, hypokinesia
and weight loss at 6 months of age, although they lack the
overt neurodegeneration that occurs in the Lin et al. study.
The G2019S-LRRK?2 tg mice showed no obvious brain pa-
thology at 19 months of age, with no further decline of motor
performance in double tg mice (Herzig et al., 2012). In 2017,
Xiong and collaborators went back to the CamKII-induction
approach to obtain a high expression level of G2019S-
LRRK2 in the adult mouse forebrain, and consistent with Lin
et al., these animals showed a nominal increase in a-syn ag-
gregation, especially in the cortex (Xiong et al., 2017). They
obtained similar results in tg mice with a selective overex-
pression of G2019S-LRRK2 in the SNc, where they showed
a degeneration of DA neurons and the aggregation of endoge-
nous mouse a-syn (Xiong et al., 2018). Potentially consistent,
AS53T-a-syn transgenic mice directed from the PrP promoter
(Lee et al., 2002; see also: Giasson et al., 2002), when crossed
with G2019S-LRRK?2 mice expressing mutant LRRK?2 under
the control of the CMVe-PDGFb promoter, demonstrated
mild enhancement of phosphorylated inclusions but did not
worsen survival rates or other phenotypes (Daher et al., 2012;
Ramonet et al., 2011).

Outside of traditional transgenic mice, the acute induc-
tion of a-syn overexpression via viral vector or injection of
preformed o-syn fibrils also suggests a role for LRRK2 in
a-syn neurotoxicity. BAC-mediated expression of G2019S-
LRRK2 in rats causes a very mild motor impairment with
no dopaminergic cell loss even at 12 months of age (Lee &
Cannon, 2015; Walker et al., 2014). However, injection of
an AAV coding for a-syn (Daher et al., 2015) in the SNc
of these G2019S-LRRK2 rats induces a loss of TH-positive
neurons that appears slightly more pronounced as compared
to that seen in WT-LRRK2 rats. A larger effect was de-
scribed in LRRK?2 knockout rats that may be protected from
viral vector-mediated a-syn-induced dopaminergic neurode-
generation (delivered by an AAV; Daher, Volpicelli-Daley,
Blackburn, Moehle, & West, 2014).

In summary, the effects of the G2019S LRRK?2 mutation
on a-syn neurotoxicity and aggregation are mixed, with ei-
ther mild or no effects reported in rodent studies. In contrast,
phenotypes are generally more robust in the amelioration of
a-syn phenotypes in LRRK2 knockout rats and mice. For
transgenic LRRK?2 expression, it is important to note that
except in Lin’s study, the coexpression of both proteins (o-
syn and LRRK?2) in the same anatomical region and in the
same neurons is not precisely validated, thereby introducing
a potential confounder to interpretation. In a recent study in
primary hippocampal neurons, G2019S-LRRK?2 expression
mildly increases a-syn fibril-induced inclusions but the ef-
fects of LRRK2 inhibition are much larger in reducing a-syn
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inclusion maturation (Volpicelli-Daley et al., 2016). Thus,
it remains possible that, at least in part, G2019S-LRRK?2
expression may mediate a cell autonomous (albeit subtle)
mechanism in the aggregation of a-syn in neurons. More
convincingly interactions appear from LRRK2 inhibition or
knockdown which implies a general effect of LRRK2 inter-
acting with a-syn in PD, outside of pathogenic mutations.

4.3 | Molecular mechanisms to explain the
interaction of LRRK2 and «-syn in PD

An important interaction between LRRK2 and a-syn may
plausibly occur within cells that express both proteins at the
same time (i.e., cell-autonomous), or through the interaction
of cells important in disease that express one protein or the
other (i.e., non-cell-autonomous). For example, in neurons,
LRRK?2 might modulate total a-syn levels (synthesis or deg-
radation levels), levels of a posttranslational modification in
a-syn, modulate a-syn aggregation through changing inter-
actions with a-syn-interacting proteins, or change the sub-
cellular compartments where a-syn normally resides. Within
cells that express both LRRK2 and a-syn, understanding
their interaction may shed light on how key organelles regu-
late survival, for example through mitochondria or endolyso-
some function. Alternatively, LRRK2 and a-syn might be
functionally linked through mechanisms involving cell—cell
interactions. For example, cells of the innate immune sys-
tem involved in neuroinflammation that carry high levels of
LRRK2 (mutated or with particular polymorphisms) could
have increased sensitivity to the presence of aggregated o-
syn in the brain. The complexity of the potential functional
interaction between a-syn and LRRK2 may also involve dif-
ferent types of glial cells that act on one another in neuroin-
flammatory processes, namely astrocytes and microglial cells
(Liddelow et al., 2017).

Neuron—neuron interaction might also play a role in the
apparent spread of abnormal a-syn from one susceptible brain
area to the next. Whether the cellular mechanisms dictating
a-syn interaction with LRRK2 are cell-autonomous or non-
cell-autonomous or some combination, therapeutic targeting
of LRRK2, for better or worse, is almost exclusively focused
on inhibiting LRRK2 kinase activity. In the second part of
this review, we shall emphasize the different directions of re-
search that provide yet imperfect but promising answers.

44 | LRRK2 activity in a-syn
expression and aggregation

As the endogenous levels of a-syn phosphorylation are low
in the unaggregated state, the phosphorylation state of a-syn,
notably on Serine 129, is an excellent readout of the aggre-
gation of a-syn. In recent studies, G2019S-LRRK2 KI mice
or G2019S-LRRK2-expressing rats exhibited significantly
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higher levels of pSer129 a-syn in the striatum compared to
WT controls (Longo etal., 2017; Volpicelli-Daley et al.,
2016). LRRK2 could affect the subcellular localization of
a-syn, notably its membrane association, promoting the ag-
gregation by increasing the cytosolic pool of a-syn. Through
G2019S-LRRK2 upregulation of total levels of a-syn, the
net effect may also be an increase in the aggregation-prone
cytosolic pool. In SH-SYSY cells studied by Kondo, Obitsu,
and Teshima (2011), the aggregation capacity of a-syn was
evaluated in the presence or absence of G2019S-LRRK2. Cell
viability decreases when the cells are cotransfected with a-
syn and G2019S-LRRK2 but also with WT-LRRK2 whereas
viability remains unchanged in presence of each protein
alone. In differentiated cells, a-syn-containing vesicles are
not produced when the cells are transfected with a-syn alone.
In contrast, the cotransfection of a-syn with G2019S-LRRK?2
induces the formation of aggregates and vesicles. Most of the
a-syn aggregates colocalize with the mitochondrial outer-
membrane marker TOM20 in cells cotransfected with a-syn
and G2019S-LRRK2 but not with the WT form of LRRK2.
In 2014, Skibinski and collaborators demonstrated that the
neurotoxicity caused by G2019S-LRRK2 could be miti-
gated through knockdown of a-syn (Skibinski, Nakamura,
Cookson, & Finkbeiner, 2014). More recently, a study in pri-
mary cortical neurons from homozygous G2019S-LRRK?2 KI
mice shows that expression of G2019S-LRRK?2 induced the
accumulation of endogenous, detergent-insoluble a-syn, and
that this effect can be reversed through pharmacological in-
hibition of LRRK?2 kinase activity (Schapansky et al., 2018).
Altogether, these observations indicate that LRRK2 can ac-
celerate aggregation of a-syn, and possibly the localization
of the aggregates, but the precise mechanisms have yet to be
fully elucidated.

4.5 | LRRK2 mediation of a-syn cell-to-cell
propagation

It is now generally established that a-syn can propagate via
the synapse in model systems in vitro, particularly those that
use triple-chamber systems. In 2011, Volpicelli-Daley and
colleagues observed this cell-to-cell transmission in cham-
bered cultured neurons with bath-application of preformed
a-syn fibrils (Volpicelli-Daley et al., 2011). Kondo and
collaborators also studied the cell-to-cell transmission of
a-syn through evaluating exocytosis of a-syn in the media
and the internalization in neighboring neuroblastoma cells
(Kondo et al., 2011). In this system, G2019S-LRRK2 sig-
nificantly enhances a-syn release into the conditioned media.
Interestingly, the phosphorylation state of «-syn is not differ-
ent in the cells cotransfected compared to cells transfected
with a-syn alone, suggesting that LRRK?2 can influence the
propagation mechanism but not the phosphorylation state of
a-syn (Kondo et al., 2011). These preliminary observations

warrant further investigations into LRRK?2 mediation of cell-
to-cell transmission of abnormal a-syn.

4.6 | Impact of LRRK2 on a-syn-induced
neuroinflammation

Evidence of on-going neuroinflammation in affected brain re-
gions in PD first comes from analysis of brain tissue for reac-
tive microglia and analyses of proinflammatory cytokines like
Interferon gamma, (IFN-y), TNF-a, Interleukin-6 (IL-6), and
Interleukin-1p, (IL-1p; Hunot et al., 1999; McGeer, Itagaki,
& McGeer, 1988; Mogi etal.,, 1994, 1996). In addition,
GWAS studies point to polymorphisms in loci with genes re-
lated to immunity (e.g., MHC-II genes). Neuroinflammation
can be seen as a defense reaction that involves both the ad-
aptative and innate immune systems, occurring in the cen-
tral nervous system (CNS) after an event that perturbates
“normal” homeostasis (reviewed in Gelders, Baekelandt, &
Van Der Perren, 2018; Xanthos & Sandkiihler, 2014). It is
widely accepted that neuroinflammation occurs in many dif-
ferent acute and chronic neurological disorders. Whether it is
only a consequence of neurodegeneration or is also actually a
key active player favoring or opposing neurodegeneration is
unknown. Presenting extensively the pros and cons of these
different hypotheses on the role of neuroinflammation in de-
generative diseases is out of the scoop of the present review.
Comprehensive overview of this aspect of PD pathogenesis
can be found extremely well-reviewed elsewhere (Skaper,
Facci, Zusso, & Giusti, 2018). In brief, number of experi-
mental observations in animal models and neuropathological
findings in postmortem tissue from PD patients support the
view that neuroinflammation modulates neurodegeneration.
For example, in the acute model of PD in animals using the
mitochondrial toxin MPTP, signs of neuroinflammation, in-
cluding activated microglial cells, appear in the substantia
nigra pars compacta (SNpc) before actual loss of dopaminer-
gic cells (Liberatore et al., 1999). Similar findings have been
recently reported in a model using intrastriatal injection of
preformed a-syn fibrils (Duffy et al., 2018) and in a model
of a-syn overexpression using AAV injection into the SN.
In these synuclein-related models, the presence of reactive
microglia cells and proinflammatory molecules precedes
neurodegeneration of dopaminergic neurons. Blockage/in-
hibition of signaling pathways linked to neuroinflammation
reduces the loss of dopaminergic cells induced by MPTP
(Maatouk et al., 2018; Wu et al., 2002). In models of PD
using overexpression of a-syn, cellular pathways that trigger
activation of microglial cells (such as Toll-like Receptors)
favor neurodegeneration (Wong & Krainc, 2017). In line
with this, it has been recently showed that the inhibition of
the microglia-induced activation of astrocytes using ago-
nists of the Glucagon-like peptide-1 receptor (GLP1R) into
their neurotoxic phenotype protects against a-syn toxicity in
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mouse models (Yun et al., 2018). However, all facets of neu-
roinflammation are not detrimental and to some extent, there
are molecular components and signaling pathways linked to
the regulation of immune and glial cells that play a protec-
tive role in PD models. For example, the partial ablation of
microglial cells increases the vulnerability to MPTP in mice
(Yang et al., 2018). The overexpression of a-syn produces
changes in activated microglial cells leading not only to the
production of proinflammatory molecules (e.g., iNOS and
IL1-beta) but also anti-inflammatory molecules (e.g., Heme
oxygenase-1; Lastres-Becker et al., 2012).

LRRK?2 is expressed not only in neurons in the brain but
also in some subsets of immune cells that include myeloid
cells (Isolectin B4 positive, CD68 positive) in pathological
conditions (Daher et al., 2014; Moehle et al., 2012). In the pe-
riphery, LRRK2 is found to be expressed in monocytes with
much lower expression in T cells involved in the adaptive im-
mune system, suggesting a role for LRRK?2 in the innate im-
mune system (Thévenet, Gobert, van Huijsduijnen, Wiessner,
& Sagot, 2011). GWAS studies show LRRK2 variants im-
plicated in the heritability of Crohn’s disease, a type of in-
flammatory bowel disease (IBD) that may affect any part of
the gastrointestinal tract (Barrett, Hansoul, Nicolae, & Cho,
2008), as well as mycobacterium infection (Marcinek et al.,
2013; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2009). Following,
studies by Gardet and Hakami both suggest important roles
for LRRK2 in the maturation of myeloid cells that offer host
protection from infection (Gardet et al., 2010; Hakimi et al.,
2011). This suggests that LRRK2 plays a role in innate im-
mune responses not only in the nervous system but also in the
periphery. The exact role of LRRK2 in the inflammatory re-
sponse has not been characterized but these and other recent
studies converge toward the observation that LRRK?2 kinase
inhibition or LRRK?2 knockdown attenuates proinflamma-
tory signaling in vitro and in vivo (Kim et al., 2012; Ma et al.,
2015; Puccini et al., 2015; Russo et al., 2015).

The role of mutated LRRK?2 in inflammatory processes
has been recently shown. Kozina and colleagues demon-
strated that in transgenic mice overexpressing mutant
LRRK2, intraperitoneal injection of LPS is able to trigger a
long-term inflammation associated with neurodegeneration
of DA neurons in the SNpc, which is not the case in mice
overexpressing the human wild type LRRK2 or wild type
mice (Kozina et al., 2018). This change produced by mutant
LRRK2 is not directly linked to activation of innate brain
cells but may be linked to a type II interferon immune re-
sponse in peripheral cells. However, this does not rule out the
possible role of LRRK2 in the regulation of brain immune
cells, in particular microglia.

Microglial cells are resident innate immune cells and pro-
fessional phagocytes of the brain, as well as the first line of de-
fense against pathogens. In neurodegenerative disorders, there
are roles in clearing aggregated proteins and the clearance
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of dead cells and other debris. Microglia can switch from
a resting state (ramified phenotype) into an activated state
(ameboid phenotype) through signaling molecules that medi-
ate activation (e.g., MAPK subtypes p38, JNK, and ERK). A
failure in the appropriate and proportional activation process
of microglia can have dramatic consequences. Excessive ac-
tivation can lead to an abundant secretion of inflammatory
mediators and reactive oxygen species that are cytotoxic to
neurons. LPS (lipopolysaccharide) treatment, in vitro or in
vivo, is known to induce a TLR4-mediated inflammatory re-
sponse and microglial activation. In primary microglial cells,
LPS exposure can induce the switch between the resting phe-
notype to the activated phenotype with an extension of pro-
cesses into the environment and eventually a retraction into
an ameboid morphology. In cultured microglial cells isolated
from tg mice overexpressing R1441G-LRRK2 or WT litter-
mates, LPS treatment induces an increase in LRRK2 protein
expression that is not reflected at the mRNA level, suggest-
ing that LPS treatment can impact the turn-over of LRRK2
(Gillardon, Schmid, & Draheim, 2012; Moehle et al., 2012).
In addition, R1441G-LRRK2 expression increases expression
and secretion of proinflammatory cytokines (TNF) compared
to WT microglia in culture (Gillardon et al., 2012). LRRK2
inhibitors, LRRK2-IN-1 and sunitinib, were found to atten-
uate the release and transcriptional induction of TNF and
reduce phospho-p38 protein levels. Similarly, knockdown of
LRRK2 by a lentivirus coding for a shRNA targeting LRRK2
has the same effect, except for the phosphorylation of p38 that
remains unchanged by LRRK2 shRNA. More interestingly,
in the presence of LRRK2 inhibitors or LRRK2 shRNA, the
LPS treatment fails to induce the switch between the resting
phenotype to the activated phenotype (Moehle et al., 2012).
The knockdown of LRRK?2 in the microglial cell line BV-2
by lentiviral vectors encoding a shRNA significantly reduces
the secretion of TNFa and IL-6 with an increase of NO pro-
duction as compared to control conditions. Treatment with
LPS in these knockdown cells induces a decrease in the level
of the phosphorylated form of p38 and induces a significant
reduction of nuclear factor kappa B (NF-kB) transcriptional
activity while JNK and ERK are unaffected (Kim et al.,
2012). LRRK2 enhances the association of NFAT1 with pro-
teins that seem to block the NFAT transport to the nucleus
and thus inhibits the transcription of immune response genes
(Liu et al., 2011). Microglia isolated from LRRK2 KO mice
have an increased a-syn uptake and clearance when treated
with recombinant a-syn, compared to WT mice microglia
(Mackawa et al., 2016). In these studies, primary microglia
and cell lines in culture adopt a macrophage-like phenotype
on a transcriptional and functional level, necessitating stud-
ies in vivo with a preserved dynamic innate immune system
(Butovsky et al., 2014).

In LRRK2 knockout rats as well as LRRK2 knock-
out mice, LPS and Tat-induced neuroinflammation
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(respectively) are dramatically dulled compared to WT ro-
dents (Daher et al., 2014; Puccini et al., 2015). The absence
of LRRK2 protects from neurodegeneration induced by an
AAV coding for a-syn (Daher et al., 2014). Like LPS, in-
jections of viral vectors coding a-syn are known to induce
microglial activation. In this study, the number of CD68-
positive cells recruited in response to o-syn expression
is reduced in LRRK2 KO rats compared to WT rats. The
morphology of IBAl-positive cells shifts to the ameboid
(activated) phenotype in WT rats injected with a-syn that
was not observed in LRRK2 KO rats also injected with a-
syn. In addition, treatment with PF-06447475 attenuates
the neuroinflammation in G2019S-LRRK2-BAC Tg rats
when compared to untreated animals and to non-Tg rats ex-
pressing WT rat LRRK2 after the injection of AAV-a-syn
(Daher et al., 2015). Overall, it seems likely that LRRK?2
modulates the inflammatory response induced by a-syn. It
could be imagined that G2019S-LRRK?2 could increase the
neuroinflammation induced by a-syn, therefore aggravating
the deleterious effects of this neuroinflammation. Selective
LRRK?2 mutant expression or knockdown within cells of
the immune system has not yet been described, limiting in-
terpretations of mechanisms.

Many studies have correlated a-syn aggregates with ac-
tivated microglia, MHC-II expression, and neuroinflam-
mation. Studies in human postmortem PD brain show that
MHC-II detection of microglia is as good as detection of
phosphorylated a-syn for staging the severity of PD brains
pathology (Imamura et al., 2003). o-Syn fibrils, perhaps
all fibrillized amyloid proteins, are substrates of TLR2 ex-
pressed in cells of the innate immune system, and can acti-
vate MyD88 pathways similar to TLR4 agonists (e.g., LPS).
a-Syn fibrils and aggregates may bind to and activate both
TLR2 and TLR4 (Codolo et al., 2013; Daniele et al., 2015;
Gustot et al., 2015; Kim et al., 2013). The implication is that
abnormal o-syn activates an immune response that may be
potentiated by mutant LRRK2 expression. Alternatively,
LRRK2 activity may initiate an abnormal immune response
that causes a-syn to aggregate in neurons, with the immune
response further potentiated in perpetuity with a-syn aggre-
gates interacting with toll-like receptors. Future studies can
dissect these possibilities.

47 |

Among all the pathways plausibly affected by a-syn and
LRRK2, one possibility is that a common protein interactor
could weave together the two proteins in a cell in response to
specific stimuli. The 14-3-3 chaperone-like protein family is
known to interact robustly with both a-syn and LRRK2, as
well as becomes entrapped in LBs in PD (Berg, Holzmann,
& Riess, 2003; Kawamoto et al., 2002; Nichols et al., 2010).
In 2002, Xu and collaborators showed that 14-3-3 proteins

LRRK2, a-syn, and 14-3-3s

interact with a-syn in a 54-83-kD complex (Xu et al., 2002).
14-3-3 sequestration in LBs, plausibly mediated by an in-
teraction with a-syn, may cause loss of 14-3-3 function and
lowered antiapoptotic activity and lead to toxicity and cell
death. Moreover, expression of 14-3-3 theta is significantly
decreased in tg mice overexpressing human WT-a-syn under
the platelet-derived growth factor beta promoter (Yacoubian
etal., 2008). In dopaminergic cells, the level of tyrosine
hydroxylase can be modulated both with a-syn and 14-3-3
expression. 14-3-3 proteins are known to interact with phos-
phorylated TH to enhance its activity and to promote dopa-
mine synthesis. a-Syn in turn may bind to unphosphorylated
TH to reduce its activity (for more details see Review from
Berg et al., 2003). This is a compelling example of how 14-
3-3 and a-syn binding to each other may manipulate cell phe-
notypes associated with a rate-limited enzyme (TH) critical
for neuronal phenotypes.

As with a-syn and LRRK?2, 14-3-3 proteins themselves are
subject to phosphorylation. In 2015, Slone and collaborators
found that modulation of 14-3-3 phosphorylation reduced
their neuroprotective potential (Slone, Lavalley, McFerrin,
Wang, & Yacoubian, 2015). 14-3-3 binding to LRRK2 is
mediated by the LRRK2 Ser910 and 935 phosphorylation
sites (Gloeckner et al., 2010; Nichols et al., 2010; West et al.,
2007). Oxidative stress may promote dephosphorylation of
LRRK?2 causing a loss of 14-3-3 binding to LRRK2 (Mamais
et al., 2014). Disruption of 14-3-3 binding to LRRK2 alters
LRRK2 localization in the cell and potentially affects LRRK2
kinase activity and membrane-related functions, such as exo-
some release (Dzamko et al.,, 2010; Mamais et al., 2014).
14-3-3 binding to LRRK2 could prevent the dephosphoryla-
tion of LRRK?2 and may stabilize LRRK2 structure. In 2017,
Civiero and collaborators showed in vitro that the serine/thre-
onine kinase PAK6 bound and phosphorylated 14-3-3gamma
at its Ser59 residue, thus promoting 14-3-3 gamma/LRRK2
complex dissociation. In neurons, the activation of this kinase
rescues G2019S-LRRK?2 neurotoxicity (Civiero et al., 2017).
Other recent work concluded that 14-3-3 binding to LRRK2
could control LRRK?2 kinase activity (Lavalley et al., 2016).
14-3-3 binding to LRRK?2 prevents LRRK2 kinase activity
and autophosphorylation, whereas a loss of 14-3-3 expression
and binding result in hyperactivated LRRK?2 and exacerbate
LRRK2 neurotoxicity. In a cell autonomous manner, a-syn-
mediated sequestration of 14-3-3 proteins may hyperactivate
LRRK?2 kinase activity, encourage proapoptotic pathways,
and reduce levels of dopamine synthesis needed for proper
basal ganglia function.

4.8 | oa-Syn, LRRK2, and mitochondria

Mitochondria have been a favorite organelle for study in
PD-related research stemming back to postmortem descrip-
tions of a complex I deficiency in the striatum (Mizuno et al.,
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1989) and in the SNc (Schapira et al., 1990) of PD patients.
Mitochondrial complex I inhibitors (e.g., rotenone or MPTP)
can also induce parkinsonism in exposed people as well
as in rodents (Langston & Ballard, 1983; Schapira, 2008).
Mutations in the genes encoding PARKIN, DJ-1, and PINK1
cause autosomal recessive forms of PD, and these proteins
are all involved in mitochondrial quality control (reviewed
in Dawson, Ko, & Dawson, 2010). In rodents, endogenous
as well as exogenously administered a-syn (WT or A53T)
localizes in part to mitochondria (Chinta, Mallajosyula,
Rane, & Andersen, 2010; Li et al., 2007; Martin et al., 2006;
Nakamura et al.,, 2008; Subramaniam, Vergnes, Franich,
Reue, & Chesselet, 2014; Zhang et al., 2008). a-Syn may
directly interact with TOM20 (translocase of the outer mi-
tochondrial membrane) and inhibit mitochondrial protein
import (Di Maio etal., 2016). Moreover, partial homol-
ogy to mitochondrial targeting sequence was found in the
N-term portion of a-syn. a-Syn binding to mitochondrial
membranes appears particularly high in the striatum, in the
SNc and in the cortex of PD brains, regions highly affected
in PD pathology (Devi, Raghavendran, Prabhu, Avadhani,
& Anandatheerthavarada, 2008). a-Syn import to mitochon-
dria may depend on intracellular pH (Cole, DiEuliis, Leo,
Mitchell, & Nussbaum, 2008) and on mitochondrial mem-
brane potential and the ATP pool (Devi et al., 2008). In vitro,
about 10% of total LRRK2 protein localizes to a mitochon-
drial enriched protein fraction (West et al., 2005), although
a lower percentage is probably associated with the outer
mitochondrial membrane without significant levels detected
inside mitochondria (Biskup et al., 2006).

Studies in model systems with increased or abnormal
a-syn expression, or mutant LRRK?2, have demonstrated
compromised mitochondrial function such as decreased mi-
tochondrial membrane potential and ATP production and
increased oxidative stress (Butler et al., 2012; Erustes et al.,
2017; Martin et al., 2006; Martinez et al., 2018; Melo, van
Zomeren, Ferrari, Boddeke, & Copray, 2016; Mortiboys
etal., 2015; Mortiboys, Johansen, Aasly, & Bandmann,
2010; Papkovskaia etal., 2012; Parihar, Parihar, Fujita,
Hashimoto, & Ghafourifar, 2008; Sarafian et al., 2013; Su
& Qi, 2013; Wang et al., 2012). While a-syn null mice are
protected against MPTP toxicity, and tg mice overexpressing
human a-syn may be more sensitive to MPTP-induced tox-
icity (Dauer et al., 2002; Klivenyi et al., 2006; Song, Shults,
Sisk, Rockenstein, & Masliah, 2004), LRRK2 knockout mice
do not appear protected from MPTP (Andres-Mateos et al.,
2009). However, mice overexpressing G2019S-LRRK?2 ap-
pear more sensitive to MPTP (Karuppagounder et al., 2015).
Thus, at least through MPTP, both a-syn and LRRK?2 appear
to have a functional role in mitochondria-dysfunction that
can cause neurodegeneration.

While the mechanism of how LRRK?2 interacts with mi-
tochondria is speculative at this time, several studies may

349
EJN ' Eropean joumar o Newoscence - FENS WI LEYJ—

shed light on a-syn interaction with mitochondria. a-Syn
KO mice present with reductions of mitochondria respiration
and linked CI/III activity (Ellis et al., 2005), and tg mice ex-
pressing a-syn A53T in DA neurons present an age-related
mitochondrial CI inhibition (Chinta et al., 2010). Devi and
collaborators have identified in 2008, a large decrease in
CI activity associated with abnormal a-syn, both in human
fetal primary cortical neuronal cultures overexpressing a-syn
and in mitochondria isolated from the ST and SN of autopsy
brain hemispheres from PD subjects (Devi et al., 2008) and
these results have been reproduced in other in vitro models
(Loeb, Yakunin, Saada, & Sharon, 2010; Reeve et al., 2015).
Mitochondria isolated from Wistar rats exposed to different
concentrations of recombinant human o-syn also show a
dose-dependent decrease in CI activity (Liu et al., 2009).
Potentially corroborating these results, Tg mice express-
ing A53T-a-syn display dysmorphic mitochondria (Martin
et al., 2006). Double tg mice a-syn/parkin KO have marked
alterations of mitochondrial architecture, especially in the
SN and cortex (Stichel et al., 2007). Similarly, tg AS3T mice
show changes in mitochondrial morphology and decreased
mitochondrial interconnectivity (Xie & Chung, 2012) and
even fragmented mitochondria that appear before DA neu-
ron loss (Chen, Xie, Turkson, & Zhuang, 2015). In vitro,
a-syn knockdown increases the number of cells presenting
elongated mitochondria (Kamp et al., 2010) and overexpres-
sion of both WT and A53T-a-syn induced the fragmentation
of mitochondria (Butler et al., 2012; Devoto et al., 2017,
Guardia-Laguarta et al., 2014; Martinez et al., 2018) that
precedes any disturbance in mitochondrial function and cell
death (Nakamura et al., 2011). This effect of a-syn on mi-
tochondrial fragmentation was also shown in DA neurons
derived from patients with the A53T mutation (Ryan et al.,
2018). Moreover, this a-syn-dependent mitochondrial frag-
mentation requires a direct interaction with the outer mito-
chondrial membrane in iPS overexpressing a-syn (Devoto
etal., 2017). In primary mouse cortical cultures, astrocytes
internalize o-syn oligomers causing mitochondrial frag-
mentation after a 24-hr exposure (Lindstrom et al., 2017).
In particular, Grassi and collaborators recently identified a
conformationally distinct phosphorylated a-syn species (re-
sulting from the incomplete degradation of fibrillar a-syn)
that associates with mitochondria to induce mitochondrial
dysfunction (Grassi etal., 2018). More precisely, signifi-
cant reductions of Mnfl and 2 proteins were observed in tg
AS53T mice with no changes in Drpl or OPA1 (Xie & Chung,
2012). Drpl mostly locates in the cytoplasm, but is stimu-
lated after fission stimuli to migrate to the mitochondria. In
Drpl KO mice, the overexpression of WT-a-syn still induces
significant fragmentation of mitochondria, even though it is
still less important than in the WT mice, implying that a-syn-
induced mitochondrial fragmentation might go through an
effect on Drpl, but that it would not be the only mechanism
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(Nakamura et al., 2011). Thus, these findings suggest that the
fragmentation of mitochondria caused by a-syn aggregation
and expression decreases mitochondrial fusion, rather than
an increase in fission.

LRRK2 may interact with Drpl to enhance Drpl mi-
tochondrial translocation, and the blockage of Drpl inhib-
its mitochondrial fragmentation and dysfunction (Niu, Yu,
Wang, & Xu, 2012; Su & Qi, 2013; Wang et al., 2012).
G2019S-LRRK2 might phosphorylate Drp1 leading to mito-
chondrial fragmentation (Su & Qi, 2013). Through this path-
way, LRRK?2 kinase activity could activate Drpl and enhance
its localization to mitochondria, therefore tipping the balance
in favor of mitochondrial fission. Supporting this hypothe-
sis, LRRK2 (and not its dead kinase mutant) enhances ROS
production, which is known to lead to increased fission (Niu
et al., 2012). However, Saez-Atienzar and collaborators ob-
served the opposite effects: in their in vitro study, it was the
pharmacological inhibition of LRRK2 that led to a Drp-1-
dependent increase in mitochondrial fission (Saez-Atienzar
et al., 2014). Similarly, there is no conclusion as to the effect
of LRRK2 expression or activity on mitochondrial morphol-
ogy. In a tg fly model, the expression of G2019S-LRRK2
is associated with mitochondrial deformity (Mortiboys et al.,
2015). In vitro, in cell lines, the expression of WT-LRRK2,
and even more that of G2019S or R1441C-LRRK?2 induces
mitochondrial fragmentation (Su & Qi, 2013; Wang et al.,
2012). Interestingly, this effect seems to be kinase-dependent,
which is consistent with the fact that the G2019S mutant has
more pronounced effects on mitochondria (Su & Qi, 2013;
Wang et al., 2012). However, two other studies demonstrated
the opposite results in fibroblasts derived from PD patients
carrying the G2019S mutation, one observing an increased
mitochondrial fragmentation, pointing toward a misbalance
in favor of mitochondrial fission (Niu et al., 2012), and the
other enhanced mitochondrial elongation and interconnectiv-
ity, pointing toward a misbalance in favor of mitochondrial
fusion (Mortiboys et al., 2010). Further, the direct effect of
LRRK?2 on mitochondrial respiration is not clear. In HEK
cells, the expression of WT-LRRK?2, and to a further degree
G2019S, decreases both CI and CIV activities (Su & Qi,
2013). In other model systems, tg flies expressing G2019S,
G2385R, or I12020T-LRRK?2 are more sensitive to rotenone-
induced toxicity (Ng et al., 2009; Venderova et al., 2009), and
in Caenorhabditis elegans, WT-LRRK2 but not G2019S-
LRRK?2 expression protects against rotenone-induced toxic-
ity (Saha et al., 2009).

Taken together, these studies may imply that LRRK?2 and
a-syn can have a direct effect on the mitochondrial respira-
tory chain, leading to mitochondrial dysfunction and altered
energy production. However, second hypothesis that links
LRRK2 and a-syn with the disruption of the equilibrium
between mitochondrial fission and fusion also seems plau-
sible. All the data showing an effect of a-syn and LRRK?2

on the toxicity of complex I inhibitors point toward a poten-
tial effect of a-syn and LRRK2 on mitochondrial respiratory
chain, more precisely on CI activity. These complex I defects
can lead to oxidative stress, a decrease in ATP production or
in mitochondrial respiration (Devi et al., 2008; Loeb et al.,
2010; Reeve et al., 2015). All of these events ending up in
mitochondrial dysfunction could therefore be a relevant ex-
planation for the mitochondrial deficits induced by a-syn and
LRRK?2. As mitochondrial homeostasis is a finely regulated
process with a precise equilibrium between fission (involv-
ing the proteins Drpl (Dynamin-related protein 1), Fisl and
GDAP1I) and fusion (involving the proteins Mfn 1 and 2 and
OPA1), mitochondrial fragmentation can reflect an increase
in mitochondrial fission or a decrease in mitochondrial fu-
sion. Overall, these results suggest that a-syn and LRRK?2
have the potential for a common effect on two major aspects
of mitochondrial homeostasis: the energy production and the
dynamics of mitochondria. However, there is a tight rela-
tionship between the structure and the energy function of the
mitochondrial network, and an alteration of one aspect has
repercussions on the other. It is therefore difficult to know
which effect comes first, but newer model systems with con-
ditional manipulation of LRRK2 and a-syn may shed light
onto the relationship between these proteins, mitochondrial
respiratory chain function and fusion and fission events.
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Proteins can be removed by the ubiquitin—proteasome system
(UPS) as well as the autophagy-lysosome pathway (ALP),
and both have been extensively evaluated with respect to
LRRK2 and a-syn in PD models. a-Syn degradation via the
UPS was observed and UPS dysfunction was predicted to
lead to a-syn accumulation in early studies (Bennett et al.,
1999; McNaught et al., 2002; Tofaris, Layfield, & Spillantini,
2001; Webb, Ravikumar, Atkins, Skepper, & Rubinsztein,
2003). However, other groups failed to show an involvement
of the proteasome machinery in this process (Ancolio, Alves
Da Costa, Uéda, & Checler, 2000; Rideout, Larsen, Sulzer, &
Stefanis, 2001; Rideout & Stefanis, 2002; Vogiatzi, Xilouri,
Vekrellis, & Stefanis, 2008) suggesting another pathway to
a-syn degradation such as ALP (Petroi et al., 2012). Given
the close overlap between LRRK2 and a-syn in other path-
ways we describe here, LRRK?2 function may shed light on
this controversy.

Autophagy clears cytoplasmic components through three
distinct pathways depending of the way substrates reach
the lysosomal lumen and the types of substrates supported:
chaperone-mediated autophagy (CMA), macroautophagy,
and microautophagy (Cuervo, 2004; Levine & Klionsky,
2004). In contrast, the UPS mainly drives short-lived pro-
tein degradation, typically via polyubiquitin chains, whereas
autophagy is responsible for long-lived proteins, larger

a-Syn, LRRK2, and autophagy
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protein aggregates, and cytoplasmic organelles (Zhang,
Dong, Xu, & Xu, 2012). CMA involves chaperone proteins
(especially hsc70) which bind target proteins containing a
KFERQ peptide motif. These chaperones address the pro-
teins to lysosomes where they interact with the lysosomal
receptor, LAMP2a, the rate-limiting step in CMA (Cuervo
& Dice, 1996; Majeski & Fred Dice, 2004; Massey, Kiffin,
& Cuervo, 2004). At the membrane, LAMP2a multimerizes
to allow substrate translocation inside the lysosome with the
help of lys-hsc70, an intraluminal chaperone (Agarraberes,
Terlecky, & Dice, 1997; Cuervo, Dice, & Knecht, 1997).
Macroautophagy involves the creation of a double membrane
structure, named phagophore, engulfing proteins and organ-
elles. Closure completion of the phagophore forms the auto-
phagosome which will fuse with lysosomes to generate the
autolysosome, where substrates are degraded. Mitophagy is
a subtype of macroautophagy which leads to dysfunctional
mitochondria degradation (Shintani & Klionsky, 2004). The
molecular machinery participating in macroautophagy is
composed of different types of proteins, including Atg pro-
teins and Beclin. Microautophagy involves the engulfment
and internalization (pinocytosis) of small quantities of cyto-
sol components directly by lysosomes (Massey et al., 2004;
Miiller et al., 2000). In PD brains, autophagic characteris-
tics were shown through immunohistochemistry (Anglade,
Vyas, Hirsch, & Agid, 1997) and impairment of autophagy
(defective clearance of autophagosomes and lysosomal de-
pletion) was observed in PD patient brains (Dehay et al.,
2010). Additionally, LAMP2a and HSC70 protein levels in
the SNc of PD patient brains were decreased (Alvarez-Erviti
et al., 2010).

The potential degradation of a-syn by CMA is sug-
gested since the protein contains a CMA recognition motif
(95-VKKDQ-99; Cuervo, Stefanis, Fredenburg, Lansbury,
& Sulzer, 2004; Fred Dice, 1990). First evidence confirm-
ing this hypothesis was depicted incubating a-syn with
isolated liver lysosomes showing its degradation in a CMA-
dependent manner (Cuervo et al., 2004). Evidence of a-syn
degradation by CMA is also demonstrated in cell lines and
neurons using lysosomal inhibitors which lead to a-syn
accumulation (Lee, Khoshaghideh, Patel, & Lee, 2004;
Paxinou et al., 2001; Webb et al., 2003). In 2004, Cuervo
and collaborators also demonstrated that the mutant forms of
a-syn (A53T and A30P) can bind to lysosome membranes but
cannot be engulfed and degraded efficiently by lysosomes.
In fact, mutant a-syn interacts more strongly with LAMP2a,
blocking CMA (Cuervo et al., 2004). In different cell lines
and in primary neuronal cells, mutant a-syn interaction with
LAMP2a and impairment of CMA are also demonstrated
(Vogiatzi et al., 2008). More recently, decreasing LAMP2a
expression through a strategy of shRNA-AAV injections in
rat brain results in intracellular accumulation of a-syn and au-
tophagic vacuoles (Xilouri et al., 2016). Additionally, when
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the recognition motif 95-VDKKQ-99 is mutated, CMA is
dysfunctional and compensatory mechanisms occur with the
activation of macroautophagy (Vogiatzi et al., 2008; Xilouri,
Vogiatzi, Vekrellis, Park, & Stefanis, 2009). In cell culture,
LAMP2a silencing blocks CMA but upregulates macroau-
tophagy and sensitizes cells to oxidative stress suggesting
also a compensatory mechanism (Massey, Kaushik, Sovak,
Kiffin, & Cuervo, 2006). a-Syn overexpression inhibits mac-
roautophagy through blockade of autophagosome formation.
However, cells expressing a-syn in contact with preformed
a-syn aggregates leads to the formation of autophagosomes
but their clearance is blocked (Tanik, Schultheiss, Volpicelli-
Daley, Brunden, & Lee, 2013). In Atg7 knockout mice,
macroautophagy impairment leads to ubiquitinated proteins,
a-syn and p62 increased (Ahmed et al., 2012). In another
model of Atg7 knockout targeting TH-positive cells, accumu-
lation of a-syn in dopaminergic neurons, especially midbrain
dopaminergic dendrites which exhibit numerous varicosities
containing massive ubiquitinated inclusions, was identified
(Friedman et al., 2012). Mechanistically, a-syn compromises
autophagy via Rabla inhibition and causes mislocalization
of the autophagy protein Atg9. Atg9 is implicated in the ini-
tiation of autophagosome formation (Winslow et al., 2010).
Additional experiments are needed in order to decipher the
molecular mechanisms implicated in macroautophagy in a-
syn toxicity.

While fewer studies have explored LRRK2 function in
the UPS and ALP, LRRK2 contains several CMA-targeting
motifs suggesting its possible degradation by CMA. The role
of LRRK?2 in CMA has been partially elucidated in a study
from Orenstein in 2013. In this study, LRRK2 is degraded
by CMA as knockdown of LAMP2a increases intracellular
levels of LRRK2. Degradation of LRRK2 reaches 50% of
normal levels in LAMP2a knockdowns whereas G2019S-
LRRK?2 is limited suggesting impairment of CMA through
mutant LRRK2 activity (Orenstein et al., 2013). Degradation
of LRRK2 through macroautophagy is supported through
experiments in Atg5 KO and Atg7 KO mice showing ac-
cumulation of LRRK2 in cells and tissue (Friedman et al.,
2012). Moreover, a fraction of LRRK?2 is localized to mem-
branes (Berger, Smith, & Lavoie, 2010; Biskup et al., 2006)
and more specifically to autophagic vacuoles, amphisomes,
and autolysosomes and lysosomes (Alegre-Abarrategui et al.,
2009; Dodson, Zhang, Jiang, Chen, & Guo, 2012; Higashi
et al., 2009; Orenstein et al., 2013). However, contradictory
results were obtained on the role of LRRK?2 in macroauto-
phagy. On the one hand, several groups observe a positive
regulation of autophagy by LRRK?2. Saha and collabora-
tors demonstrate that expression of human LRRK?2 or dead
kinase LRRK2 in C. elegans increases autophagy (Saha
et al., 2015). In macrophages and microglial cells, LRRK2
knockdown significantly decreases the autophagic capac-
ity (reduction of LC3 conversion), and LRRK2 inhibitors
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FIGURE 1 Cellular dysfunction and neurodegeneration through several distinct but nonmutually exclusive mechanisms. LRRK2 could have

an impact on a-syn release (gray numbers) as well as on its relocalization (black numbers) leading to a cell-cell transmission of the pathology

and to an increase of the aggregation through an excess of a-syn in the cytosolic pool (gray part). Three mechanisms seem to be impacted: the
mitochondrial biology (blue part), the autophagic system (orange part), and the inflammation (violet part). Both LRRK?2 and a-syn are known to
play a role in mitochondrial biology through Drpl (blue number) in favor of a mitochondrial fragmentation leading to mitophagy and cell death.
Inside the cell, a-syn aggregates are mainly degraded by the autophagic—lysosomal pathway, which is one of the major protein breakdown systems
(orange part). LRRK2 was found to decrease the activity of Rab7, which is implicated in the maturation of the autophagosome and thus blocking
the degradation of the a-syn aggregates. Outside the cell, a-syn aggregates are captured by microglia to be degraded. One hypothesis is that LRRK2
could alter the machinery of phagocytosis leading to an accumulation of extracellular aggregates

(GSK2578215A or LRRK2-IN-1) block protein aggregate
clearance (Schapansky, Nardozzi, Felizia, & LaVoie, 2014).
In 2010, Tong and collaborators showed that LRRK2 KO
mice present accumulation of lipofuscin granules and p62
protein and a decrease of LC3-II conversion in renal tubule
cells of aged mice (Tong et al., 2010), suggesting slowdown
of autophagy in those cells. In flies, knockout of the LRRK?2
ortholog dLRRK leads to an impairment of autophagy with
enlarged early endosomes, accumulation of autophagosomes
which involves amodulation of Rab9 activity (Dodson, Leung,
Lone, Lizzio, & Guo, 2014). On the other hand, knockdown
of LRRK2 by siRNA produces an induction of autophagy
suggesting LRRK?2 acts as a negative regulator of autophagy
(Alegre-Abarrategui et al., 2009). In astrocytes, inhibition of
LRRK2 stimulates macroautophagy in an mTor-independent

manner that requires Beclin (Manzoni et al., 2016). Bravo-
San Pedro et collaborators observed an increase of autophagy
induction (increase of LC3, LAMP2, Beclinl and decrease
p62) in G2019S-LRRK2 skin fibroblasts from PD patients
via a MAPK/ERK-dependent pathway resulting in a highest
sensitization to cell death (Bravo-San Pedro et al., 2013). As
usual, the apparent discrepancies between these different
studies may originate from different experimental conditions
and cell types used, but as yet there is no clear consensus of
LRRK2 effect on ALP.

To go deeper in our understanding of the possible link
between a-syn, LRRK2 and ALP, an interesting point is the
role of Rab proteins and particularly Rab7. In fact, as men-
tioned above, Rab7 interacts with LRRK2 and plays a role
in autophagosome and lysosome trafficking, positioning,
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and fusion events. Rab7 promotes clearance of a-syn aggre-
gates (Dinter et al., 2016). Rab7 is also a key regulator of
late endosome maturation and autophagosome-lysosome fu-
sion (Jager, 2004). Therefore, it is conceivable that the link
between LRRK?2 and a-syn in producing autophagy defects
would be through Rab-dependent action, for example Rab7,
at the membrane of autophagosomes. This modulation could
interfere with trafficking of autophagosomes, which need to
reach the soma to fuse with lysosomes to have an efficient
autophagy.

S | CONCLUSION AND FUTURE
DIRECTIONS

A compelling and growing body of evidence points to-
ward a functional interaction between a-syn and LRRK2.
Intriguingly, in many studies, larger effects are observed
by knocking down LRRK2 expression or activity com-
pared to overexpressing mutated LRRK2, giving hope
that LRRK?2-targeting therapeutics may offer benefit to all
PD patients rather than just those that have LRRK2 muta-
tions. Yet, the underlying mechanisms that dictate LRRK?2
and a-syn interaction in PD are not clear. Based on our
current understanding of both proteins in disease, cell au-
tonomous and non-cell-autonomous pathways are likely
relevant in linking the proteins together in pathogenesis
and disease progression. When expressed in the same cell,
in disease, a-syn and LRRK?2 likely interact in response
to mitochondria disruption, in autophagy pathways in the
endolysosomal system, as well as in normal interactions
with common protein partners like 14-3-3 that maintain
homeostasis of a number of systems. While a-syn expres-
sion in the brain is highly restricted to neurons, LRRK?2
is also expressed in the immune system, particularly in
cells known to respond to amyloid forms of a-syn, and
LRRK?2 appears to exacerbate damaging proinflammatory
responses caused by a-syn. Considering current knowl-
edge, none of the mechanisms we discussed in this review
appear to be more prominent than the others. These inter-
actions will all take time and more advanced model sys-
tems and experiments to fully resolve. In the meantime,
therapeutic targeting of both LRRK2 and a-syn, if our un-
derstanding of these proteins in disease is at least partially
correct, should provide the best opportunities to intervene
in the disease process.
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Hypotheses de travail et objectifs de I'étude

Chapitre |. Prérequis

I. Article 1: le domaine C-terminal de LRRK2 avec la mutation G2019S est suffisant pour induire la

dégénérescence des neurones dopaminergiques in vivo (Cresto, Gaillard, Gardier et al. 2019 - Annexe 1)

Il est globalement accepté que la toxicité de LRRK2 G2019S serait due a I'augmentation de son activité
kinase, et que I'abolition de cette activité kinase empécherait cette toxicité (Greggio et al. 2006; Smith et al.
2006; Xiong et al. 2017). Cependant, on ne sait pas si le domaine kinase de LRRK2 est suffisant a cette toxicité,
ou sila totalité de la protéine est nécessaire. Plusieurs domaines semblent essentiels. Le domaine COR permet
la dimérisation de LRRK2 (Daniéls, Baekelandt, et Taymans 2011; Gotthardt et al. 2008). Le domaine KIN
contient la boucle d’activation, avec un motif caractéristique DYG (qui devient DYS avec la mutation G2019S)
qui servirait de switch conformationnel pour controler I'activation de la protéine (Schmidt et al. 2019). Le
domaine GTPase (ROC) aurait une influence sur I'activité kinase de LRRK2, bien que sa nature ne soit pas bien
connue (Martin et al. 2014). L'ensemble de ces domaines de LRRK2 (ROC, COR, KIN) serait donc nécessaire a
son activité kinase, et il a été montré gu’une protéine constituée uniquement de ces domaines était capable
de se dimériser et de s'autophosphoryler en I'absence du fragment N-ter (Greggio et al. 2008; Jaleel et al.
2007). Afin d’étudier si ce domaine C-ter était suffisant a induire une toxicité de LRRK2 G2019S in vivo, Noémie
Cresto a étudié pendant sa thése I'effet de sa surexpression dans la SNpc de rats. Ce fragment, que nous
appellerons ALRRK2, est constitué des domaines ROC, COR, KIN et WD40. Tout d’abord, elle a confirmé in vitro
gue ALRRK2 présentait bien une activité kinase, et que cette derniere était augmentée par la mutation G2019S
(Figure 25A, B). En effet, une méthode permettant d’évaluer I'activité kinase d’une protéine est de mesurer
I'incorporation de 3P sur un substrat en sa présence. Pour cela, ALRRK2 (WT ou G2019S) a été
immunoprécipité a partir de lysats totaux de HEK transfectés, et la protéine purifiée a été incubée en présence
de 32P-y-ATP et du substrat MBP (Myelin Basic Protein), puis un western blot a été réalisé. L'incorporation de
32p sur le MBP a permis de montrer que ALRRK?2 était capable de phosphoryler ce substrat. La forme G2019S
phosphorylait plus efficacement MBP que la forme WT, indiquant que ALRRK2 G2019S avait bien une activité
kinase plus importante que ALRRK2 WT. De plus, cette expérience a permis de montrer que ALRRK2 G2019S
était capable de s’autophosphoryler, ce qui est une caractéristique importante de la protéine LRRK2 (Greggio

et al. 2008).
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Figure 25. Caractérisation biochimique des fragments C-ter de LRRK2. Des cellules HEK293T ont été
transfectées avec les plasmides codant pour ALRRK2 WT ou G2019S, et les protéines totales ont été extraites
48h plus tard. Les fragments ont ensuite été purifiés par immunoprécipitation grace a leur tag HA, et incubés
avec du 32P-y-ATP et du MBP comme substrat. Aprées incubation, ALRRK2 et le MBP ont été séparés par SDS-
PAGE et les protéines marquées au 32P ont été détectées avec un Phosphorimager. (A) Image représentative
de l'incorporation de 32P sur le MBP apres incubation avec les fragments WT ou G2019S purifiés. (B)
Quantification de l'incorporation de 32P sur le MBP. ** p<0,01 test t de Student.
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Par la suite, du PBS ou des AAV permettant I'expression de ALRRK2 WT ou G2019S ont été injectés dans
la SNpc de rats. Aprés 25 semaines, I'expression de ALRRK2 G2019S, mais pas ALRRK2 WT induisait une perte
significative des neurones DA de la SNpc (~¥30%) par rapport aux animaux ayant été injectés avec du PBS (Figure
26A, B). Cette étude a donc permis de montrer que le fragment C-ter de LRRK2 possédait une activité kinase
qui était augmentée par la mutation G2019S, et que ALRRK2 G2019S était suffisant pour induire une perte

neuronale chez le rat aprés 6 mois d’expression.
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Figure 26. Evaluation histologique de I'effet de ALRRK2 WT et G2019S dans la SNpc, 25 semaines post-
injection. Des AAVs codant pour ALRRK2 ou du PBS comme controle ont été injectés de maniere bilatérale
dans la SNpc. (A) Immunohistochimie de la TH dans la SNpc. Le nombre de neurones TH+ a été évalué par
stéréologie dans la totalité de la SNpc. (B) Immunohistochimie de VMAT dans la SNpc. Le nombre de neurones
VMAT+ a été évalué par stéréologie dans la totalité de la SNpc. n=9 animaux/groupe. * p<0,05 ANOVA a un
facteur, post-hoc de Bonferroni. Echelle 750um.
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. Article 2 : la surexpression du fragment C-terminal de LRRK2 présentant la mutation G2019S dans la SNpc

augmente la neurotoxicité de I’asyn A53T in vivo (Cresto, Gardier et al. En préparation - Annexe Il)

De nombreux éléments semblent indiquer I'existence d’une interaction fonctionnelle entre LRRK2 et
I'asyn (Cresto, Gardier, et al. 2019). Aprées avoir montré que ALRRK2 G2019S était suffisant a induire une
dégénérescence de la SNpc chez le rat, son effet sur la toxicité de I'asyn a été étudié. L'étude a été réalisée
avec I'asyn A53T, car d’apres la littérature et les données du laboratoire, elle permettrait I'induction d’une
mort des neurones DA en quelgues semaines, contre plusieurs mois pour la forme sauvage (Laura A. Volpicelli-
Daley et al. 2016).

Pour ces expériences, ALRRK2 a été optimisé, en y rajoutant les AA nécessaires pour y inclure la S1292
(AA 1283-2527). En effet, ce site d’autophosphorylation semble important dans la toxicité de LRRK2 car sa
substitution par une alanine réduit la toxicité de la mutation G2019S, et sa phosphorylation est proportionnelle
a I'activité kinase de LRRK2 (Sheng et al. 2012). Ce ALRRK2 optimisé a donc été généré sous différentes formes
permettant de moduler son activité kinase : sauvage (WT), G2019S, et G2019S5/D1994A (DK). La mutation
supplémentaire de la forme DK permet de bloquer I'activité kinase de la protéine. L'expression de ces
différents variants de ALRRK2 dans la SNpc n’induisait pas de mort neuronale aprés 15 semaines.

Des vecteurs AAV-ALRRK2 et AAV-asyn A53T ont donc été co-injectés dans la SNpc de rats afin d’étudier
I'impact des différents variants de LRRK2 sur la mort neuronale induite par I'asyn A53T, a des temps auxquels
I'expression de ALRRK2 seul n’était pas toxique. Cette approche permettait une expression des deux protéines
sélectivement dans les neurones, et environ 70% d’entre eux co-exprimaient ALRRK2 et I'asyn. 6 semaines
post-injection, I'asyn A53T induisait déja une perte des neurones DA. Cette neurodégénérescence était
significativement plus forte chez les animaux exprimant également ALRRK2 G2019S par rapport a ceux co-
exprimant ALRRK2 DK, ce qui semblait indiquer un mécanisme dépendant de I'activité kinase de LRRK2 (Figure

27A-D).
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Figure 27. Evaluation histologique de I'effet de ALRRK2 G2019S et DK sur la toxicité de I'asyn A53T dans la
SNpc, 6 semaines post-injection. Des AAVs codant pour I'asyn A53T et ALRRK2 G2019S/DK ou du GFP comme
contrble ont été injectés de maniere unilatérale dans la SNpc. (A) Immunohistochimie de la TH dans la SNpc.
(B) Le nombre de neurones TH+ a été évalué par stéréologie dans la totalité de la SNpc. (C) Immunohistochimie

de la pS129 asyn dans la SNpc. (D) Le nombre de neurones pS129+ a été évalué par stéréologie dans la totalité
de la SNpc. n=10 animaux/groupe. * p<0,05 ANOVA a un facteur, post-hoc de PLSD. Echelle 400 et 750um.
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Apres 15 semaines d’expression, la perte des neurones DA de la SNpc induite par I'asyn A53T était plus
forte (~ 38%), et elle était augmentée par la co-expression de ALRRK2 G2019S (~ 55%) (Figure 28A, B). Cette
perte neuronale était associée a une diminution significative des fibres TH+ striatales, mais sans différences
entre les animaux co-exprimant I"asyn A53T avec ALRRK2 G2019S ou avec la GFP. Le nombre de neurones
présentant un marquage positif pour I'asyn pS129 était également plus faible chez les animaux asyn
AS53T/ALRRK2 G2019S que chez les animaux exprimant I'asyn A53T seule, ce qui était cohérent avec la
dégénérescence accrue des neurones chez ces animaux (Figure 28C, D). Malheureusement cette expérience
a 15 semaines n’a pas pu étre réalisée avec ALRRK2 DK, mais les résultats obtenus a 6 semaines laissent

supposer que son expression pourrait réduire la perte neuronale induite par I'asyn A53T.
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Figure 28. Evaluation histologique de I'effet de ALRRK2 G2019S et DK sur la toxicité de I'asyn A53T dans la
SNpc, 15 semaines post-injection. Des AAVs codant pour I'asyn A53T et ALRRK2 G2019S ou du GFP comme
contrble ont été injectés de maniéere unilatérale dans la SNpc. (A) Immunohistochimie de la TH dans la SNpc.
(B) Le nombre de neurones TH+ a été évalué par stéréologie dans la totalité de la SNpc. (C) Immunohistochimie
de la pS129 asyn dans la SNpc. (D) Le nombre de neurones pS129+ a été évalué par stéréologie dans la totalité
de la SNpc. n=10 animaux/groupe. * p<0,05, ** p<0,01, ANOVA a un facteur, post-hoc de PLSD. Echelle 50 et
200pum.

Ces résultats ont donc montré que ALRRK2 G2019S pouvait augmenter la toxicité de I'asyn A53T pour
les neurones DA in vivo, et que cet effet serait potentiellement dépendant de I'activité kinase de ALRRK2,

confirmant I'existence d’une interaction fonctionnelle entre ces deux protéines.

Dans ces deux études, j'ai participé a la caractérisation biochimique de I'expression et de I'activité kinase

de ALRRK2.
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Chapitre Il. Objectifs de la thése

Le travail de Noémie Cresto a donc permis de montrer que ALRRK2 G2019S augmentait la mort des
neurones DA induite par I'asyn A53T, dans un modele de rat 15 semaines apres |'injection dans la SNpc de
vecteurs AAV permettant I'expression de ces 2 protéines. Au cours de ma these, nous avons souhaité étudier
plus précisément le mécanisme de cette interaction fonctionnelle entre les deux protéines. Les effets conjoints
de LRRK2 et de I'asyn au niveau de la mitochondrie ont été relativement peu étudiés d’apres la littérature.
Ainsi, nous avons décidé de nous intéresser plus particulierement a cette organelle. En améliorant notre
compréhension du réle de ces 2 protéines sur la mitochondrie, nous espérons participer a élucider les
mécanismes complexes responsables du dysfonctionnement neuronal et de la mort cellulaire observés dans

la MP.
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Etude in vitro de |'interaction fonctionnelle entre LRRK2 et I'asyn — focus sur la

mitochondrie

Chapitre |. Choix du modeéle

Afin de pouvoir étudier les mécanismes de l'interaction fonctionnelle entre ALRRK2 et I'asyn, nous avons
décidé de travailler dans un modele in vitro, plus précisément des cultures primaires de neurones de rat, afin
de rester au plus prés du contexte des études in vivo réalisées précédemment. Cependant, nous avons réalisé
des cultures de neurones corticaux, plutét que de mésencéphale. Ce choix a été motivé par le fait que dans
les cultures de mésencéphale on ne retrouve in fine que 10 a 20% de neurones DA TH+ (Gaven, Marin, et
Claeysen 2014). Cette faible proportion de neurones DA rend I'étude d’effets liés a un environnement
dopaminergique difficile. De plus, d’autres régions cérébrales sont atteintes dans la MP, dont le cortex dans
lequel sont observés des CL aux stades les plus avancés de la maladie (Braak et al. 2003). L'utilisation de ce
type cellulaire n’est donc pas sans pertinence dans le contexte de la MP. De plus, les cultures de cortex sont
plus homogenes et plus reproductibles que les cultures de mésencéphale. L'ensemble de ces arguments nous
a donc amené a travailler avec des cultures primaires de cortex de rats.

Nous avons gardé I'approche virale employée précédemment pour obtenir une expression maximale de
I'asyn et de ALRRK2. Cependant, dans I'idée de pouvoir par la suite travailler avec la forme entiére de LRRK2,
nous avons décidé d’utiliser des lentivirus (LV) plutot que des AAV. En effet, ils ont un fort tropisme neuronal
(Delzor et al. 2012) et ils ont une large capacité de clonage, contrairement aux AAV.

Nous avons donc mis en place un modele de culture primaire de neurones corticaux dans lesquels nous

avons utilisé des vecteurs lentiviraux pour induire I'expression de I'asyn et de ALRRK2.
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Chapitre Il. Matériels et méthodes

HEK 293T et transfection
Les cellules HEK 293T ont été cultivées dans du DMEM (Dubelcco’s modified Eagle Medium, Gibco),

supplémenté avec 10% de sérum de vaux feetal (SVF), dans un incubateur a 37°C avec une atmosphere humide
et 5% de CO2. 350 000 cellules ont été ensemencées par puits dans des plagues 6 puits. Une fois les cellules a
30-40% de confluence, elles ont été transfectées par la méthode du phosphate de calcium avec 4ug d’ADN.

Elles ont été lysées 48h aprés transfection.

Cultures primaires de neurones et transduction
Les procédures ont été effectuées en accord avec la régulation francgaise (Directive EU 86/609 - French

Act Rural Code R 214-87 to 131).

Les rattes gestantes ont été commandées chez Charles River. Au 17¢™ jour de gestation, elles ont été
profondément anesthésiées a I'isoflurane, puis sacrifiées avec une dose |étale de phénobarbital. Les embryons
ont rapidement été récupérés et les cortex disséqués dans de I'HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
supplémenté avec 10 mM d’HEPES (HBSS + HEPES). Les tissus ont été digérés pendant 10 min a 37°C dans une
solution de trypsine a 0,025% dans de 'HBSS+HEPES. La trypsine a ensuite été inactivée en ajoutant 1mL de
SVF. Aprés 3 lavages dans 5 mL d’HBSS+HEPES, les cortex ont été dissociés mécaniquement par 10 allers-
retours a la pipette de 10 mL.

Les neurones dissociés ont été comptés avec un compteur LUNA (Logos Biosystems) et mis en culture
dans du milieu Neurobasal™ (ThermoFisher) supplémenté avec 2% de B27 (ThermoFisher), 1% de
pénicilline/streptomycine (ThermoFisher) et 1% de GlutaMax (ThermoFisher) (N+B27), dans des plaques de
culture recouvertes de poly-L-lysine (PLL) (Sigma) a 1 mg/mL. Les cellules ont été maintenues a 37°C dans un
incubateur avec une atmosphere humide et 5% de CO2. A 7 DIV (Days In Vitro), la moitié du milieu a été
remplacée par du N+B27 frais.

Pour les cellules cultivées dans du BrainPhys™ (Stem Cell Technologies), la moitié du milieu a été
remplacée a 5 et 8 DIV du BrainPhys™ supplémenté avec 2% de SM1 (Stem Cell Technologies) (Bardy et al.
2015).

La densité cellulaire était : 1 000 000/puits pour les plagues 6 puits, 500 000 cellules/puits pour les

plagues 12 puits et 60 000 cellules/puits pour les plagues 96 puits.

Transduction par les lentivirus: a 1 DIV, les cellules ont été co-transduites avec un LV-CBA-asyn
WT/A53T (10ng/100 000 cellules) + LV-PGK-ALRRK2 WT/G2019S/DK (20ng/100 000 cellules). A 4 DIV, la totalité
du milieu a été remplacée par du N+B27 fraichement préparé. Les cellules ont ensuite été entretenues comme

il a été décrit ci-dessus.
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Production des lentivirus
Les lentivirus ont été produits dans des cellules HEK 293T, via un systeme a 4 plasmides, comme il a été

décrit précédemment (Hottinger et al. 2000). Les vecteurs VIH-1 ont été pseudotypés avec la protéine VSV-G.
Les virus ont été concentrés par ultracentrifugation, puis resuspendus dans du PBS (phosphate-buffer saline)
avec 1% de BSA (bovine serum albumin). Le contenu en particules virales de chaque lot a été déterminé par

une mesure des antigénes p24 (RETROtek, Gentaur). Les stocks ont été gardés a -80°C.

Traitements aigus
La roténone (Calbiochem) a été mise en solution dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a la concentration

de 10mM, et gardée a -20°C. A 13-14 DIV, les cellules ont été traitées avec la dose indiquée de roténone ou
avec du DMSO pendant 24h pour les études de viabilité cellulaire, et 6h pour les mesures de la quantité d’ATP

et du potentiel de membrane mitochondrial.

Traitements chroniques
Les cellules cultivées dans du N+B27 ont été traitées 5 fois avec la dose indiquée de roténone ou du

DMSO comme contrdle. Le premier traitement a été fait a 2 DIV. Le deuxieme a 4DIV en méme temps que le
changement de milieu post-transduction. Les 3 autres traitements ont été réalisés a 7, 9 et 11 DIV.
Contrairement aux autres expériences, le milieu des cellules soumises a ces traitements chroniques n’a pas
été changé a 7 DIV afin ne pas impacter la concentration de roténone dans les puits.

La culture des cellules dans du BrainPhys™ nécessitait deux changements de milieu a 4 et 8 DIV. Les
traitements chroniques ont donc d( étre adaptés et réduits a 3 traitements : les deux premiers en méme
temps que les changements de la moitié du milieu a 4 et 8 DIV, le 3¥™ & 11 DIV sans changement de milieu

(Figure 29).

Mise en

Cellules culture 1DIV  2DIV 4DV 7 DIV 9 DIV 11DIV 14 DIV
cultivées en } t 4 : . } } 4 4 4 4 L 4 + |

N+B27 I

Changement
Transduction milieu

Mise en

Cellules  cylture 1DIV 4DV 5DIV 8 DIV 110V 140V
cultivées en t 4 + + i t + t t + t 1
BrainPhys™

Changement

Transduction milieu

BrainPhys™ BrainPhys™
Figure 29. Design expérimental des traitements chroniques, pour les cellules cultivées dans du N+B27 ou dans
du BrainPhys™. Représentation chronologique des différentes étapes de la culture cellulaire, depuis la mise
en culture des neurones primaires jusqu’a I'arrét des cultures a 14 DIV. La téte de mort représente les
moments ou les cellules ont été traitées avec de la roténone.
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Immunocytochimie
A 14 DIV, les cellules sur des lamelles de verre ont été fixées pendant 20 min dans 3,7% de formaldéhyde

+ 5% de sucrose, puis lavées deux dois dans le PBS. Les cellules fixées ont été incubées dans un tampon de
blocage (PBS + 0,1% Triton™ X-100 (PBS-T) + 3% NGS) pendant 30 min a température ambiante (TA). Les
lamelles en verre ont été incubées pendant 2h a TA avec les anticorps primaires indiqués (voir Tableau 4 pour
plus de détails concernant les différents anticorps utilisés) dans du tampon de blocage, puis elles ont été lavées
3 fois dans du PBS-T. Elles ont ensuite été incubées pendant 1h a TA avec des anticorps secondaires conjugués
a des fluorochromes Alexa (1/000) préparés dans du tampon de blocage. Apres 3 lavages dans le PBS, les
lamelles ont été montées dans du Mowiol®. Les images ont ensuite été acquises en microscopie a

fluorescence.

Western blots
A 14 DIV, les cellules ont été lavées 1 fois dans du PBS froid, puis les proteins ont été extradites dans un

tampon de lyse [10 mM de Tris (pH 8.0), 150 mM de NaCl, 1% de NP40, 1 mM d'EDTA, 1% de cocktail
d’inhibiteurs de protéases (Sigma), 1% de cocktail d’inhibiteurs de phosphatases (Sigma), et ImM de PMSF].
Les homogénats ont été centrifugés a 15 000g pendant 10 min a 4°C, et le surnagent a été récupéré. Les
concentrations de protéines ont été déterminées grace au kit BCA (ThermoFisher). 20 ug d’extraits protéiques
totaux ont été séparés dans un gel de 4-20% de SDS-polyacrylamide (Bio-Rad). Le transfert a été effectué sur
une membrane de nitrocellulose pendant 10 min avec le systéme de transfert turbo Trans-Blot® (Bio-Rad). Le
méme protocole a été suivi pour les HEK 293T, sauf que les protéines ont été extraites dans 1% de Triton-X
100 au lieu du NP40. Les membranes ont ensuite été bloquées pendant 1h a TA, dans du TBS + 0,1% de Tween
20 (TBS-T) + 5% de lait écrémé en poudre. Elles ont ensuite été incubées sur la nuit a 4°C avec les anticorps
primaires indiqués (voir tableau 4). Apres 3 lavages dans le TBS-T, les membranes ont été incubées pendant
1h a TA avec les anticorps secondaires conjugés a I'HRP adaptés (voir tableau 4). Les membranes ont ensuite
été lavées 3 fois dans du TBS-T, puis incubées avec du réactif ECL (Clarity Western ECL Substrate, Biorad), selon

les instructions du fournisseur. Les protéines ont été détectées avec un systeme Chemidoc (Bio-Rad).

Tableau 4. Liste des anticorps utilisés en western blot (WB) et en immunofluorescence (IF).

Anticorps Ref Espéece Dilution - WB Dilution - IF

Actine A2066 (Sigma) | Lapin 1/3000 X

pS129 asyn AB51253 Lapin 1/1000 1/200
(Abcam)

asyn AB5038 Lapin 1/1000 1/1000
(Biolegend)
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pS616 DRP1 4494 (Cell | Souris 1/1000 X
Signaling)

DRP1 611112 (BD) Souris 1/1000 X

Fisl ALX-210-1037 Lapin 1/250 X
(Enzo)

pS953 LRRK2 AB133450 Lapin 1/1000 X
(Abcam)

pS1292 LRRK2 AB203181 Lapin 1/1000 X
(Abcam)

LRRK2 13046 (Cell | Lapin 1/1000 1/200
Signaling)

MAP2 4403 (Sigma) | Ms X 1/200

Mfn2 9482 (Cell | Souris 1/1000 X
Signaling)

NeuN-Alexa MAB377X X X 1/500

Fluor 488 | (Chemicon)

Conjugated

Anti-Ms lgG | A11001 Chévre X 1/1000

alexa Fluor 488 | (ThermoFisher)

Anti-Rb lgG | A11008 Chévre X 1/1000

alexa 488 (ThermoFisher)

Anti-Rb lgG | A21428 Chévre X 1/1000

alexa 555 (ThermoFisher)

Anti-Ms IgG | A11005 Chevre X 1/1000

alexa 594 (ThermoFisher)

Anti-Ms IgG | A21050 Chevre X 1/1000

alexa 633 (ThermoFisher)

HRP A16011 Ane 1/5000 X

conjugated-anti | (ThermofFisher)

Ms

HRP A16023 Ane 1/5000 X

conjugated-anti

Rb

(ThermoFisher)
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Viabilité cellulaire, taux d’ATP et potentiel de membrane mitochondrial
Les cellules ont été cultivées dans des plaques 96 puits a bords blancs (pour I’ATP) ou noirs. Pour

mesurer la viabilité cellulaire a 14 DIV, de la résazurine (Sigma) a été utilisée. C'est un composé bleu faiblement
fluorescent qui est réduit par les cellules métaboliguement actives en résorufine, qui elle fluoresce fortement
dans le rouge. La résazurine a été ajoutée au milieu et aprés 2h d’incubation, la fluorescence a été mesurée
avec un lecteur de microplaques (Safas), Aex = 560nm et Aem = 590nm.

Les taux d’ATP totaux ont été mesurés grace au kit CellTiter-Glo® 2.0 (Promega). Ce kit contient un
détergent, ainsi que de la luciférine et de la luciférase. Le détergent permet de lyser les cellules et de libérer
leur contenu en ATP. La luciférase catalyse une réaction de bioluminescence en oxydant la luciférine en
présence d’ATP, ce qui résulte dans I’émission d’un photon. La quantité de lumiére émise est ainsi directement
proportionnelle a la quantité d’ATP présente dans les puits. 100uL de réactif a été ajouté dans chaque puits et
la plague a immédiatement été soumise a une agitation orbitale pendant 2 min pour induire la lyse des cellules.
La luminescence a été mesurée avec un luminometre (Glomax, Promega) aprés 10 min d’incubationa TA (1 s
de temps d’intégration par puits).

Le potentiel de membrane mitochondrial a été mesuré grace a la sonde TMRE (Sigma). C’est une sonde
fluorescente sensible au potentiel de membrane. Elle est perméante aux cellules, et peut s’accumuler dans la
mitochondrie en fonction de son potentiel de membrane. Lorsque ce dernier diminue, la mitochondrie ne
peut plus retenir le TMRE qui diffuse alors hors de la mitochondrie, ce qui entraine une diminution de la
fluorescence mesurée. 200 nM de TMRE ont été ajoutés par puits. Apres 30 min d’incubation, les cellules ont
été lavées une fois dans de I'EBSS (Sigma) et la fluorescence a été mesurée grace a un lecteur de microplaques

(Safas), Aex = 540nm and Aem = 595nm.

Analyse statistique
Les données sont représentées par la moyenne +/- erreur standard de la moyenne (SEM). La normalité

de la distribution des données a été évaluée par un test de Schapiro-Wilk et ’'hnomogénéité des variances par
un test de Levene, en utilisant le logiciel Statistica 13.0. Toutes les données exprimées en pourcentage ont été
transformées en Q = arcsin(VP/100) et I'analyse statistique a été effectuée sur la variable Q. Quand les
conditions de normalité et d"homogénéité des variances étaient remplies (données brutes ou transformées),
une ANOVA a un facteur a été effectuée, suivie d’un test post-hoc de Tukey. Lorsque les conditions de
normalité et/ou d’homogénéité des variances n’étaient pas remplies, des tests non paramétriques ont été

appliqués : Mann-Whitney et Kruskall-Wallis pour la comparaison de 2 groupes ou plus, respectivement.
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Chapitre Ill. Résultats et Article 3

|. Résultats

A. Expression de I'asyn et de différentes formes de LRRK2 dans les neurones primaires

Afin d’exprimer nos protéines d’intérét dans les cultures primaires de neurones, nous avons généré des
LV codant pour I'asyn WT et A53T (Figure 30A), ainsi que pour ALRRK2 WT, G2019S, et G2019S/D1994A (DK,
pour Dead Kinase) (Figure 30B). La mutation D1994A a été rajoutée dans la boucle catalytique afin de bloquer
I'activité kinase de ALRRK2 G2019S (Greggio et al. 2006; Smith et al. 2006; West et al. 2007). Les constructions
de ALRRK2 contiennent toutes un tag HA, qui permet de les identifier grace a un anticorps dirigé contre ce tag.
Nous avons décidé de travailler a la fois avec les formes WT et A53T de I'asyn, car la forme sauvage peut étre
toxique lorsqu’elle est surexprimée mais la mutation A53T aggrave cette toxicité. Nous espérions ainsi
observer des effets accrus avec I'asyn A53T par rapport a I'asyn WT.

Nous avons donc vérifié que les LV permettaient |'expression de I'asyn et de ALRRK2, 13 jours apreés la
transduction lentivirale des cultures. Par western blot, nous avons confirmé que les cultures exprimaient bien
I'asyn et ALRRK2, quelles que soient les variants (Figure 30C). L'expression de ALRRK2 ne modifiait pas celle
de I'asyn. Nous avons ensuite vérifié la localisation cellulaire de ces deux protéines par immunofluorescence,
en utilisant des anticorps dirigés contre I'asyn et HA (pour ALRRK2), et aussi MAP2 pour identifier les neurones.
L'asyn présentait une plus forte expression dans les prolongements neuronaux que dans le soma, alors que
ALRRK2 était majoritairement exprimée dans les corps cellulaires (Figure 30D). Environ 70% des neurones
exprimant ALRRK2 exprimaient aussi I'asyn (non montré). Cette approche lentivirale permet donc une bonne

expression neuronale de I'asyn et de ALRRK2.

B. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et I'homéostasie mitochondriale

Nous avons transduit les cellules a 1 DIV pour induire I'expression des différentes protéines, puis mesuré
la viabilité cellulaire, le taux d’ATP et le potentiel de membrane mitochondrial a 13 DIV. Pour chaque
parametre, nous avons comparé les valeurs a celles des cellules exprimant I'asyn WT + ALRRK2 WT. En effet,
I'objectif de cette étude était d’évaluer I'effet de I'expression de ALRRK2 sur la toxicité mitochondriale induite
par I'asyn. L'asyn A53T étant supposée étre plus toxique que I'asyn WT, nous avons donc pris cette derniéere
comme référence. De plus, la forme sauvage ALRRK2 n’étant pas pathogene chez I’homme, nous I'avons donc
également prise comme référence. Dans ces conditions, nous pouvions étudier si I’asyn A53T était plus toxique
que I'asyn WT dans notre modeéle, et si cette toxicité était aggravée par I'augmentation de I'activité kinase de

ALRRK2 (ALRRK2 G2019S), et annulée par 'abolition de cette activité kinase (ALRRK2 DK).
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Figure 30. Expression de I'asyn et de ALRRK2 dans les neurones primaires. Représentations schématiques (A)
de l'asyn et (B) de ALRRK2 et de leurs différents domaines. Adaptés de De Wit et al. 2018 et de Hunn et al.
2015 respectivement. Des neurones primaires de cortex de rat ont été co-transduites a 1 DIV avec des LV
codant pour I'asyn A53T et pour ALRRK2 WT, G2019S ou DK, et LacZ (Ct) comme contréle. (C) A 14 DIV, les
protéines totales ont été extraites et des westerns blot ont été effectués pour vérifier le niveau d’expression
de I"asyn et de ALRRK2, avec I'actine comme contréle de charge. Wester blot représentatitif, N=3. (D) A 14
DIV, les cellules ont été fixées et immunomarquées avec des anticorps reconnaissant MAP2, I'asyn et HA (pour

ALRRK?2), afin de vérifier leur localisation cellulaire. Images représentatives prises au microscope confocal.
N=3, grossissement 40X.
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Nous avons dans un premier temps évalué sila co-expression de ALRRK2 avec I'asyn modifiait |a viabilité
cellulaire. L'observation microscopique de nos cultures ne nous a pas permis d’identifier de conditions dans
lesquelles les neurones semblaient souffrir. Nous avons confirmé ces observations par un test de viabilité
cellulaire a la résazurine, qui a permis de conclure que I'expression de I'asyn WT ou A53T n’induisait pas de
mort cellulaire, et qu’il n’y avait pas non plus d’effet de ALRRK2 (Figure 31A). La mesure du taux d’ATP et du
potentiel de membrane mitochondrial n’a pas non plus mis en évidence d’atteinte de la mitochondrie par
I'asyn WT ou A53T, ni de modulation par ALRRK2 (Figure 31B, C).

Dans ces conditions expérimentales, nous n’avons donc pas pu détecter d’effet toxique de I'asyn A53T

par rapport a I'asyn WT, ni de modulation par la co-expression de ALRRK2 avec I'asyn.
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Figure 31. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et la bioénergétique mitochondriale. Des
neurones primaires de cortex de rat ont été co-transduites a 1 DIV avec des LV codant pour I'asyn WT/A53T
et pour ALRRK2 WT, G2019S ou DK. (A) A 14 DIV, la viabilité cellulaire a été évaluée en mesurant la
transformation de résazurine en résorufine fluorescente. n=5, N=3. (B) La quantité d’ATP a été évaluée par le
test CellTiter-Glo® 2. n=5, N=4. (C) Le potentiel de membrane mitochondrial a été évalué grace a la sonde
TMRE. n=5, N=3. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.

C. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et 'homéostasie mitochondriale aprés un stress

mitochondrial aigu

Comme il a été expliqué précédemment, pour diverses raisons nous avons fait le choix de travailler dans
des cultures de cortex de rat par rapport a des cultures de mésencéphale. Dans la MP, il est supposé que
I'atteinte préférentielle des neurones DA de la SNpc, par rapport a d’autres régions cérébrales, serait due a
divers facteurs, notamment le métabolisme de la DA qui induirait un niveau de stress oxydant basal plus élevé
gue dans les autres structures cérébrales (voir Introduction, chapitre |, partie I1.B.3). Nous avons supposé que
I'absence de toxicité de I'asyn et de ALRRK2 dans les cultures de cortex pourrait étre due a I'absence de ce
stress oxydant. La roténone est une toxine mitochondriale qui peut induire un syndrome parkinsonien chez

I"lnomme en inhibant le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale (Goldman 2014). Nous avons donc
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essayé de reproduire ce stress mitochondrial sous-létal en traitant les neurones matures avec une dose aigué
de roténone. Nous avons réalisé une étude avec des doses croissantes de cette toxine mitochondriale et
mesuré la production d’ATP 1h, 3h et 6h post-traitement, ainsi que la viabilité cellulaire aprés 24h d’exposition.
La viabilité cellulaire (Figure 32A) et la quantité d’ATP (figure 32B) étaient diminuées de maniere dose-
dépendante, confirmant la toxicité de la roténone pour les neurones. Nous avons décidé d’utiliser la dose de
25nM de roténone, entrainant une diminution des taux d’ATP d’environ 50% a 6h et une diminution de la
viabilité cellulaire d’environ 30% a 24h, afin de recréer une condition de stress pour les cellules rappelant celui

qui est retrouvé dans les neurones DA.
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Figure 32. Mise au point du traitement aigu a la roténone. Des neurones primaires de cortex de rats ont été
traités a 13-14 DIV avec des doses croissantes de roténone diluée dans du DMSO. (A) Apres 24h de traitement,
la viabilité cellulaire a été évaluée en mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente.
n=10, N=6. ** p<0,01 par rapport au contrdle traité par le véhicule seul, test de Mann-Whitney. (B) Aprés 1, 3
ou 6h de traitement, la quantité d’ATP a été évaluée par le test CellTiter-Glo® 2. n=7, N=4. * p<0,05 par rapport
au controle traité par le véhicule seul pendant 1h. # p<0,05 par rapport au contréle traité par le véhicule seul
pendant 3h. $ p<0,05, $S p<0,01 par rapport au controle traité par le véhicule seul pendant 6h. Test de Mann-
Whitney. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.
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Les cellules transduites avec les LV ont donc été traitées avec 25nM de roténone pendant 24h, puis la
viabilité cellulaire a été évaluée par un test a la résazurine. Dans toutes les expériences qui vont suivre, les
valeurs ont été rapportées a 100% par rapport aux cellules asyn WT + ALRRK2 WT non traitées. Nous avons
tout d’abord évalué I'effet du traitement sur les cellules transduites, afin de voir s’il y avait globalement une
différence de viabilité cellulaire entre les cellules transduites non traitées et celles traitées avec de la roténone.
Pour cela, nous avons réalisé la moyenne de la viabilité cellulaire dans toutes les conditions non traitées, et la
moyenne dans toutes les conditions traitées, et nous avons comparé les valeurs obtenues. Cette méme
démarche a, par la suite, été appliquée pour chaque parametre mesuré. Ainsi, nous avons pu constater qu’il y
avait une diminution globale de la viabilité cellulaire non significative d’environ 10% dans les cellules traitées
avec de la roténone par rapport aux cellules non traitées (Figure 33A). Dans les cellules non transduites, la
diminution de la viabilité cellulaire a cette dose était plutét de I'ordre de 25%, ce qui signifie soit que les cellules
transduites sont moins sensibles a la toxicité de la roténone, soit que la tranduction par les LV est elle-méme
toxique et abaisse donc un peu la viabilité des cellules, méme non traitées. D’expérience, nous avons pu
constater que la transduction lentivirale était |égérement toxique pour les cellules, ce qui irait plutét dans le
sens de la seconde hypothése.

Nous avons ensuite étudié plus en détails I'effet de la co-expression de I'asyn et de ALRRK2 sur la
sensibilité des cellules a la roténone. Nous n’avons cependant pas observé de différence de viabilité cellulaire
entre les différentes conditions de co-transduction (Figure 33B).

Nous avons également évalué |'effet de la co-expression de I'asyn et de ALRRK2 sur la sensibilité a la
roténone par la mesure du taux d’ATP et du potentiel de membrane mitochondrial. Un temps plus court (6h)
a été utilisé par rapport a I'évaluation de la viabilité cellulaire car ces phénomeénes sont plus rapides et plus
transitoires. De la méme maniere que précédemment, nous avons d’abord évalué |'effet global du traitement
par la roténone sur le taux d’ATP des cellules transduites. Le traitement des cellules transduites par 25nM de
roténone pendant 6h induisait une diminution significative d’environ 10% du taux d’ATP par rapport aux
cellules transduites non traitées (Figure 33C). Plus précisément, nous avons pu observer que les cellules co-
exprimant ALRRK2 DK avec I'asyn A53T présentaient un taux d’ATP significativement plus élevé que le controéle,
ce qui pourrait signifier que ces cellules seraient moins sensibles a la toxicité de la roténone que les autres
(Figure 33D). L’étude du potentiel de membrane mitochondrial ne nous a pas permis d’observer d’effet de la
roténone sur les cellules transduites, ni de différence entre les différentes conditions (Figure 33E, F).

Dans ces conditions expérimentales, I'asyn A53T n’augmente donc pas la sensibilité des neurones a la
roténone par rapport a I'asyn WT, et la co-expression de ALRRK2 ne module pas non plus cette sensibilité, en

dehors d’un léger effet protecteur de ALRRK2 DK lorsqu’il est co-exprimé avec I'asyn A53T.
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Figure 33. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et la bioénergétique mitochondriale, aprées un
traitement aigu a la roténone. Des neurones primaires de cortex de rat ont été co-transduits a 1 DIV avec des
LV codant pour I'asyn WT/A53T et pour ALRRK2 WT, G2019S ou DK. A 13 DIV, ils ont été traitées avec 25nM
de roténone ou le véhicule en contréle. (A,B) Aprés 24h de traitement, la viabilité cellulaire a été évaluée en
mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente. n=5, N=3. (A) Comparaison de la viabilité
cellulaire moyenne (toutes conditions confondues) des cellules traitées avec celle des cellules non traitées. (B)
Variation de la viabilité cellulaire des cellules traitées ou non traitées en fonction des différentes conditions de
co-transduction. (C-F) A 14 DIV, les cellules ont été traitées avec 25nM de roténone ou le véhicule en controle.
Apres 6h de traitement, le taux d’ATP (n=5, N=4) et le potentiel de membrane mitochondrial (n=5, N=3) ont
été évalués par le test CellTiter-Glo® 2 et la sonde TMRE, respectivement. (C) Comparaison du taux d’ATP et
(E) du potentiel de membrane moyens (toutes conditions confondues) des cellules traitées avec ceux des
cellules non traitées. (D) Variation du taux d’ATP et (F) du potentiel de membrane des cellules traitées ou non
traitées en fonction des différentes conditions de co-transduction. * p<0,05 par rapport au contréle, ANOVA
a 1 facteur, post-hoc de Tukey. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.
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D. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et 'homéostasie mitochondriale aprés un stress

mitochondrial chronique

La MP est une maladie chronique, et la toxicité de la roténone chez ’lhomme résulte d’une exposition
prolongée a cette toxine. De plus, dans les études réalisées au laboratoire, ALRRK2 n’était toxique qu’apres
une trés longue période d’incubation. Si I'effet de ALRRK2 était modéré in vivo, il est possible qu’il faille
soumettre les cellules a un stress plus important in vitro pour potentiellement voir un effet de ALRRK2.

Nous avons donc posé |I'hypothese qu’un stress aigu ne serait pas suffisant pour révéler un effet
différentiel, ni de I'asyn A53T par rapport a I'asyn WT, ni des différentes formes de ALRRK2 sur 'asyn. De la
méme maniere qu’avec le traitement aigu, nous avons réalisé une étude avec des doses croissantes de
roténone. Nous avons traité les cellules tous les 2-3 jours jusqu’a 14 DIV (5 traitements au total), puis nous
avons comparé l'effet de ces différentes doses sur la viabilité cellulaire et le taux d’ATP. Pour la viabilité
cellulaire, nous n"avons réalisé cette expérience que deux fois et navons donc pas pu effectuer d’analyse
statistique. Cependant, nous n’avons observé de diminution de la viabilité cellulaire (~*20%) qu’a la dose
maximale utilisée (Figure 34A). En ce qui concerne le taux d’ATP, une réelle diminution n’a également été
observée qu’a la plus forte dose (~75%) (Figure 34B). Le traitement chronique semble donc induire une toxicité
avec un seuil marqué entre 3 et 10 nM. Afin de ne pas nous placer dans des conditions de toxicité trop

importante, nous avons donc choisi d’employer la dose de 3nM.
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Figure 34. Mise au point du traitement chronique a la roténone. Des neurones primaires de cortex de rats ont
été traités a 2,4, 7,9 et 11 DIV avec des doses croissantes de roténone diluée dans du DMSO. (A) A 14 DIV, la
viabilité cellulaire a été évaluée en mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente. n=10,

Quantité d'ATP
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8 o
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b

N=3. (B) La quantité d’ATP a été évaluée par le test CellTiter-Glo® 2. n=10, N=2. * p<0,05 par rapport aux
cellules traitées avec 0,1 a 3nM de roténone. # p<0,05 par rapport aux cellules traitées avec 1nM de roténone.
Test de Mann-Whitney. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.

Les cellules ont donc été traitées tous les 2-3 jours avec 3nM de roténone, ou du DMSO comme
contréle. Pour la viabilité cellulaire et le taux d’ATP, nous n’avons observé aucun impact du traitement sur les
cellules transduites (Figure 35A,C), ni aucune différence de sensibilité au traitement entre les différentes

conditions (Figure 35B,D). En revanche, le traitement chronique a la roténone induisait une augmentation
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significative d’environ 5% du potentiel de membrane mitochondrial par rapport aux cellules traitées avec le
véhicule (Figure 35E). Aucune différence de sensibilité a ce traitement n’a cependant été observée entre les

différentes conditions (Figure 35F).
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Figure 35. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et la bioénergétique mitochondriale, avec ou
sans traitement chronique a la roténone. Des neurones primaires de cortex de rat ont été co-transduits a 1
DIV avec des LV codant pour I'asyn WT/A53T et pour ALRRK2 WT, G2019S ou DK. Ils ont ensuite été traitées 5
fois avec 3nM de roténone ou le véhicule comme controle (A,B) A 14 DIV, la viabilité cellulaire a été évaluée
en mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente. n=4, N=3. (A) Comparaison de la
viabilité cellulaire moyenne (toutes conditions confondues) des cellules traitées avec celle des cellules non
traitées. (B) Variation de la viabilité cellulaire des cellules traitées ou non traitées en fonction des différentes
conditions de co-transduction. (C-F) Le taux d’ATP et le potentiel de membrane mitochondrial ont été évalués
par le test CellTiter-Glo® 2 et la sonde TMRE, respectivement. (C) Comparaison du taux d’ATP et (E) du
potentiel de membrane moyens (toutes conditions confondues) des cellules traitées avec ceux des cellules
non traitées. n=4, N=3. (D) Variation du taux d’ATP et (F) du potentiel de membrane des cellules traitées ou
non traitées en fonction des différentes conditions de co-transduction. * p<0,05 par rapport au controle,
ANOVA a 1 facteur, post-hoc de Tukey. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.
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Il semblerait donc que I'asyn A53T n’induise pas de toxicité par rapport a I'asyn WT dans notre modeéle,
et qu’il n’y ait pas d’effet non plus de la co-expression de ALRRK2 sur les paramétres étudiés, que ce soit en

conditions « basales » ou en présence d’un stress mitochondrial aigu ou chronique.

E. Effet de "asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et le taux d’ATP aprés un stress mitochondrial

chronigue, dans des cellules cultivées dans du BrainPhys™

En 2015, Bardy et collaborateurs ont montré que des neurones humains dérivés d’iPS avaient une
fonctionnalité neuronale altérée lorsqu’ils étaient cultivés dans du milieu Neurobasal. lls ont donc développé
un nouveau milieu de culture, le BrainPhys™, qui permet d’augmenter la fonction neuronale synaptique (Bardy
et al. 2015). lls ont également confirmé que ce milieu permettait bien aux neurones primaires de rat de
développer des réseaux neuronaux actifs. L'asyn est une protéine pré-synaptique, et jouerait notamment un
réle dans la transmission synaptique. Une faible activité électrique des neurones cultivés dans du neurobasal
pourrait donc expliquer le faible effet de I'asyn, mais aussi de ALRRK2, car 'absence d’activité neuronale
pourrait empécher des mécanismes nécessaires a la pathologie. Nous avons donc décidé de changer notre
milieu de culture (N+B27) pour du BrainPhys™, afin de nous placer dans des conditions plus physiologiques
(concentration en glucose et osmolarité).

Tout d’abord, nous avons vérifié que les LV permettaient également une bonne expression de I'asyn et
de ALRRK2 en BrainPhys™, et en effet I'expression et la localisation de 'asyn et de ALRRK2 n’étaient pas

modifiées par le BrainPhys™ (Figure 36).
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Figure 36. Expression de 'asyn et de ALRRK2 dans les neurones primaires cultivés avec du BrainPhys™. Des
neurones primaires de cortex de rat ont été co-transduits a 1 DIV avec des LV codant pour I'asyn A53T et pour
ALRRK2 WT, G2019S ou DK, et LacZ comme contrdle. A5 et 8 DIV, la moitié du milieu a été remplacée par du
BrainPhys™. A 14 DIV, les cellules ont été fixées et immunomarquées avec des anticorps reconnaissant I'asyn
et HA (pour ALRRK?2), afin de vérifier leur localisation cellulaire. Images représentatives prises au microscope
confocal. Grossissement 40X.
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Nous avons ensuite repris I'approche du traitement chronique a la roténone, car cette approche nous
semblait étre la plus pertinente dans le contexte de I'étude d’'une maladie chronique. Nous avons réalisé une
nouvelle étude en dose réponse avec la roténone, afin vérifier si le nouveau milieu de culture modifiait la
sensibilité des neurones a cette toxine. Avec le milieu N+B27, il n’y avait pas d’effet des doses jusqu’a 3nM sur
la quantité d’ATP, puis une chute a la dose de 10nM (Figure 34A, B). Nous avons donc cette fois-ci choisi des
concentrations permettant de couvrir cet intervalle. Pour des raisons technigues, nous avons également d{
diminuer le nombre de traitements a 3. En effet, le BrainPhys™ nécessite de changer la moitié du milieu de
culture deux fois, a 5 et a 8 DIV. Nous avons donc couplé les traitements a ces changements de milieu afin de
bien maitriser au mieux la concentration de roténone ajoutée aux cultures.

'exposition des neurones primaires a des concentrations croissantes de roténone induisait une
diminution dose-dépendante, a la fois de la viabilité cellulaire (Figure 37A) et du taux d’ATP (Figure 37B). Nous
avons donc décidé d’utiliser deux doses différentes sur les cultures co-transduites : la dose de 7,5nM, induisant
peu de mort cellulaire (~5%) et une diminution d’environ 30% de I'ATP, et la dose de 10nM, plus toxique (~15%

de mort cellulaire et ~45% de perte en ATP).
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Figure 37. Mise au point du traitement chronique a la roténone pour des cellules cultivées avec du BrainPhys™.
Des neurones primaires de cortex de rats cultivés dans du BrainPhys™ ont été traités a 4, 8 et 11 DIV avec des
doses croissantes de roténone diluée dans du DMSO. (A) A 14 DIV, la viabilité cellulaire a été évaluée en
mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente. n=10, N=4. *** p<0,001 par rapport au
contrble. ANOVA a 1 facteur, post-hoc de Tukey. (B) La quantité d’ATP a été évaluée par le test CellTiter-Glo®
2. n=10, N=3. * p<0,05 par rapport au controble, test de Mann-Whitney. Les résultats sont représentés par la
moyenne +/- SEM.
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De la méme maniere que pour les expériences précédentes, nous nous sommes donc posé la question
de savoir si I'expression de I'asyn A53T augmentait la sensibilité des cellules a un stress mitochondrial
chronique par rapport a I'asyn WT, et si ALRRK2 modulait cet effet.

Nous avons tout d’abord pu constater que les cellules transduites répondaient bien a la roténone. En
effet, les cellules co-transduites présentaient en moyenne une diminution de 10% de la viabilité cellulaire et
de 15% de I’ATP aprées une exposition chronique a 7,5nM de roténone (Figure 38A, C). Ces diminutions étaient
d’environ 35% et 70% pour la viabilité cellulaire et I'ATP respectivement, apres une exposition chronique des
cellules a 10nM de roténone (Figure 38A, C).

L'étude plus en détail de 'effet de I'expression de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire (Figure
38B) et le taux d”’ATP (Figure 38D) n’a cependant pas permis de révéler de toxicité de I'asyn A53T par rapport

a l'asyn WT, ni d’effet de la co-expression de ALRRK2.
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Figure 38. Effet de I'asyn et de ALRRK2 sur la viabilité cellulaire et la bioénergétique mitochondriale, avec ou
sans traitement chronique a la roténone, dans des cellules cultivées avec du BrainPhys™. Des neurones
primaires de cortex de rat ont été co-transduits a 1 DIV avec des LV codant pour "asyn WT/A53T et pour
ALRRK2 WT, G2019S ou DK. A5 et 8 DIV, la moitié du milieu a été remplacée par du BrainPhys™. lls ont ensuite
été traitées 3 fois avec 7,5 ou 10nM de roténone ou le véhicule comme controle (A,B) A 14 DIV, la viabilité
cellulaire a été évaluée en mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente. n=8, N=3. (A)
Comparaison de la viabilité cellulaire moyenne (toutes conditions confondues) des cellules traitées avec celle
des cellules non traitées. (B) Variation de la viabilité cellulaire des cellules traitées ou non traitées en fonction
des différentes conditions de co-transduction. (C) Comparaison du taux d’ATP moyens (toutes conditions
confondues) des cellules traitées avec ceux des cellules non traitées. n=8, N=3. (D) Variation du taux d’ATP
des cellules traitées ou non traitées en fonction des différentes conditions de co-transduction. *** p<0,001
par rapport au contréle. ### p<0,001 par rapport a la dose de 7,5nM de roténone. ANOVA a 1 facteur, post-
hoc de Tukey. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.
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F. Comparaison de ALRRK2 et de LRRK2

Notre objectif était d’étudier in vitro le mécanisme de I'interaction fonctionnelle observée entre I'asyn
A53T et ALRRK2 G2019S chez le rat (Cresto et al. En préparation). Aucune des études que nous avons réalisées
ne nous a permis d’observer un quelconque effet de la co-expression des différentes formes de ALRRK2 sur la
toxicité de I'asyn. Le fait de travailler avec des LV nous offrait 'opportunité d’étudier in vitro I'effet de la
protéine LRRK2 entiére, car il est possible d'y insérer des fragments d’ADN de grande taille, par rapport aux
AAV utilisés dans les études in vivo. Nous avons donc construit des plasmides codant pour la protéine LRRK2
entiere (WT, G2019S ou DK). Nous avons transfecté des HEK avec ces plasmides ou avec ceux codant pour les
différentes formes de ALRRK2, puis réalisé un western blot sur les extraits protéiques totaux afin de comparer
I'expression du fragment avec celle de la protéine entiére. Nous avons ainsi remarqué que, si les 3 formes de
ALRRK2 ont le méme niveau d’expression, il y avait des différences entre les différentes formes de la protéine
entiére. En effet, LRRK2 DK s’exprimait moins que LRRK2 WT et G2019S (Figure 39A, partie supérieure). Nous
avons également évalué différents indicateurs de I'activité kinase de LRRK2. La S935 n’est pas présente sur
ALRRK2, donc nous n’avons pas utilisé ce paramétre pour comparer 'activité du fragment et celle de la
protéine entiére. Par contre, comme il a été expliqué dans la partie Il, le fragment a été optimisé afin de
contenir la $1292. Nous avons donc évalué par western blot la phosphorylation sur ce résidu. Nous avons ainsi
pu constater que LRRK2 était phosphorylé en ce site d’une maniére proportionnelle a son activité kinase. Par
contre, nous n’avons pas pu mettre en évidence de phosphorylation de la $1292 de ALRRK2 (Figure 398, partie
supérieure). Nous avons également évalué la phosphorylation de Rab10, un substrat avéré de LRRK2. En
présence de LRRK2 WT, nous avons bien pu détecter ce substrat phosphorylé. Cette phosphorylation était
augmentée avec la mutation G2019S, et fortement diminuée avec la forme DK de LRRK2. pRab10 était aussi
faiblement augmenté avec ALRRK2 G2019S, bien gu’a un niveau beaucoup plus faible qu’avec la protéine
LRRK2 entiere, et il était aboli avec la forme DK de ALRRK2 (Figure 39A). Il semblerait donc qu’a la fois ALRRK2
et LRRK2 soient capables de phosphoryler Rab10. Cependant, ALRRK2 est moins efficace que LRRK2.

Ces données ont confirmé que nos constructions permettaient I'expression d’une protéine LRRK2
présentant une activité kinase modulée parles mutations G2019S et G2019S/D1994A. La suite des expériences

a donc été réalisée avec ces constructions et nous avons rédigé une publication a partir de ces résultats.
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Figure 39. Comparaison de ALRRK2 et LRRK2 dans des cellules HEK. (A,B) Des cellules HEK293T ont été
transfectées avec un plasmide codant pour un pcDNA (Ct) comme contréle, ou les formes WT, G2019S ou DK

de ALRRK2 ou de LRRK2. Les protéines totales ont été extraites 48h plus tard. NT = non transfecté. Western
blot représentatifs montrant (A) I'expression de ALRRK2/LRRK2 totales, la phosphorylation de Rab10 et
I'expression de Rab totale, (B) la phosphorylation de la S1292 de ALRRK2/LRRK2 par rapport a I'expression de
la protéine totale, avec I'actine comme controle de charge. N=2.
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G. Effet de I'asyn et de LRRK2 entiére sur la viabilité cellulaire et le taux d’ATP aprés un stress

mitochondrial aigu

Nous n’avions pas vu de différence dans I'effet de I'asyn et de ALRRK2 en présence d’une sensibilisation
par une toxine mitochondriale, mais il est possible que cela soit d(i a I'absence de toxicité de ALRRK2 in vitro.
Nous avons donc réalisé une étude pilote sur des cellules a 13 DIV co-exprimant I'asyn A53T et LRRK2 WT ou
G2019S entiere, que nous avons traitées avec des doses croissantes de roténone pendant 24h, puis nous avons
mesuré la viabilité cellulaire par un test a la résazurine et le taux d’ATP. Si la roténone induisait bien une
diminution dose-dépendante de ces deux parametres, nous n’avons en revanche pas observé de différence

de sensibilité entre les cellules co-exprimant I'asyn A53T avec LRRK2 WT ou G2019S (Figure 40A, B).
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Figure 40. Effet de la co-expression de I'asyn A53T et LRRK2 sur la sensibilité aigué a des doses croissantes de
roténone. Des neurones primaires de cortex de rat ont été co-transduits a 1 DIV avec des LV codant pour I'asyn
A53T et pour LRRK2 WT ou G2019S. A5 et 8 DIV, la moitié du milieu a été remplacée par du BrainPhys™. A 13
DIV, elles ont été traitées avec des doses croissantes de roténone ou de véhicule comme controle. A 14 DIV,
apres 24h de traitement, (A) la viabilité cellulaire (n=5, N=3) et (B) le t'aux d’ATP (n=6, N=4) ont été évalués en
mesurant la transformation de résazurine en résorufine fluorescente et avec le test CellTiter-Glo® 2,
respectivement. Les résultats sont représentés par la moyenne +/- SEM.
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. Article 3 : Le mutant G2019S de LRRK2 augmente la phosphorylation de I'asyn dans des neurones

primaires, sans induire de toxicité mitochondriale margquée

A. Objectifs et synthése de |'article

Nous avons donc montré que le fragment C-ter de LRRK2 n’avait pas d’effet sur la toxicité de I'asyn in
vitro, dans des cultures primaires de neurones. Nos études biochimiques ne nous ont pas permis de montrer
de phosphorylation de la $1292 de ALRRK2, et seulement une tres faible phosphorylation du substrat Rab10
en présence de ALRRK2 G2019S, par rapport a la protéine entiére. Nous avons donc postulé que, si le fragment
C-ter de LRRK2 était suffisant pour observer une toxicité de la mutation G2019S in vivo, in vitro I'absence du
contexte cérébral et de certains interacteurs pourrait limiter ses effets.

Nous avons donc pris la décision de recommencer notre travail en utilisant la forme entiére de LRRK2.
Pour cette étude, nous n’avons travaillé qu’avec I'asyn A53T, car nous n’avons pas vu de différence avec la
forme sauvage dans les études précédentes, et afin de diminuer le nombre de conditions différentes et donc
d’obtenir un nombre de répliquats plus importants mais aussi de faciliter I'analyse statistique puisqu’il y a
moins de conditions a comparer. N'ayant pas observé de différence de sensibilité a la roténone de cellules
exprimant I'asyn A53T avec LRRK2 WT ou LRRK2 G2019S, nous avons fait le choix de nous placer dans les
conditions les plus simples possibles, afin de limiter les manipulations des cellules et de ce fait la variabilité.
Nous avons continué a cultiver les cellules dans du BrainPhys™ car il nous semblait plus pertinent de travailler
dans un contexte le plus physiologique possible, et car ces cultures étaient de trés bonne qualité, et plus
reproductibles dans ce milieu par rapport a ce que nous avions pu expérimenter avec du N+B27.

De la méme maniére que précédemment, nous avons donc cherché a évaluer I'effet de I'asyn sur la
mitochondrie, et si cet effet pouvait étre modulé par I'activité kinase de LRRK2. Pour cela, nous avons construit
3 plasmides différents. Un permettant I'expression de LRRK2 WT (la forme physiologique), un autre
permettant I'expression du mutant pathogene G2019S. Le dernier présente a la fois la mutation G2019S et |a
mutation D1994A, et permet d’obtenir I’'expression d’une protéine sans activité kinase (DK). Aprés avoir validé
dans des cellules HEK, ainsi que dans les cultures primaires neuronales, que ces 3 formes de LRRK2
présentaient une activité kinase modulée par les différentes mutations, nous avons étudié leur impact sur la
phosphorylation de I'asyn dans les neurones. En effet, 90% de I'asyn retrouvée dans les CL est phosphorylée
au niveau de la S129 (Anderson et al. 2006; Fujiwara et al. 2002). Nous avons ainsi pu montrer que I'expression
de LRRK2 G2019S augmentait significativement le nombre de neurones contenant de I'asyn pS129 par rapport
aux neurones co-exprimant I"asyn avec LRRK2 WT ou DK, sans modifier la viabilité cellulaire.

Apres avoir validé que I'expression de LRRK2 pouvait moduler la pathologie liée a I'asyn d’une maniere
dépendante de son activité kinase, nous avons étudié si cela était associé a un dysfonctionnement

mitochondrial. Nous n’avons pas observé de modification du taux d’ATP ni du potentiel de membrane
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mitochondrial entre les différentes conditions, ce qui semble indiquer que les mitochondries étaient capables
de maintenir leur homéostasie. Cependant, nous avons détecté des différences dans la production d’ATP
mitochondrial ainsi que dans la distance moyenne parcourue par les mitochondries dans les prolongements
neuronaux lorsque les formes de LRRK2 enzymatiquement actives étaient co-exprimées avec I'asyn A53T.

Il semblerait donc que LRRK2, via son activité kinase, soit capable de moduler la phosphorylation de
I'asyn et que la co-expression de ces deux protéines induirait un léger stress mitochondrial dans ces conditions

expérimentales, qui serait cependant insuffisant pour induire une mort cellulaire.
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Abstract

Alpha-synuclein (asyn) and Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2) proteins are likely to play crucial roles both
in sporadic and familial forms of Parkinson’s disease (PD). The most prevalent mutation in LRRK2 is the G2019S
substitution, which induces neurotoxicity through an increase of its kinase activity. It has been suggested that
asyn and LRRK2 could act together to induce the selective loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra
pars compacta (SNpc) in the pathogenesis of this disease. We have previously shown that G2019S LRRK2 could
increase the dopaminergic cell loss induced by asyn in the SNpc of rats, confirming the existence of a functional
interaction between the two proteins. Here, we aimed at studying the mechanism of this functional
interaction, focusing on mitochondrial dysfunction. We used lentiviral vectors to express A53T asyn and
different LRRK2 variants in primary rat neurons, and showed that G2019S LRRK2, but not the wild type (WT)
form nor the dead kinase mutant (DK), significantly increased the number of neurons expressing a pathological
form of asyn (phospho-5129) without inducing any cell loss. At the cellular and molecular levels, there was a
significant decrease in the mitochondrial ATP production rate in cells co-expressing LRRK2 (WT, G2019S and
even more pronounced with DK) with asyn, without any change in total ATP levels. The mean distance travelled
by mitochondria along neurites was higher in neurons co-expressing asyn and LRRK2 than in neurons only
expressing asyn. To summarize, we set up an in vitro model in which LRRK2 increases the somatic accumulation
of a pathologic form of asyn, in a kinase-dependent manner. In these conditions, mitochondria were able to
maintain their homeostasis, in particular by adapting their ATP production rate, which seems to indicate a

moderate mitochondrial stress induced by the co-expression of asyn and LRRK2.
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Abbreviations

asyn alpha-synuclein

ANK Ankyrine

ARM Armadillo

ATP Adenosine TriPhosphate

COR C-terminal of ROC

DA Dopaminergic

DIV Days In Vitro

DK Dead Kinase

DRP1 Dynamin-Related Protein 1

HBSS + HEPES  Hank’s Balanced Salt Solution supplemented with 10mM HEPES
IF Immuno-fluorescence

KIN Kinase

LB Lewy Bodies

LN Lewy Neurites

LRR Leucine-Rich Repeat

LRRK2 Leucine-Rich Repeat Kinase 2

LV Lentivirus

Mfn2 Mitofusin 2

N+B27 Neurobasal™ medium supplemented with 2% B27, 1% penicillin/streptomycin and 1% GlutaMax
PBS Phosphate Buffer Saline

PBS-T Phosphate Buffer Saline with 0,1% Triton™ X-100
PD Parkinson's disease

PLL Poly-L-Lysine

ROC Ras-of-complex protein

ROS Reactive Oxygen Species

SNpc Substantia Nigra pars compacta

TBS-T Tris Buffer Saline with 0,1% Tween 20

WB Western blot

WT Wild Type
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Introduction

Parkinson’s Disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disorder after Alzheimer’s
Disease, with around 5 million people affected worldwide (Dorsey et al., 2007). It is a multifactorial disease,
which most likely results from a complex interaction between both genetic and environmental factors. It is
characterized by the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and the
formation of Lewy Bodies (LB) and Lewy Neurites (LN) composed of many elements, including fragmented
membranes, organelles and vesicles, as well as the pre-synaptic protein a-synuclein (asyn) (Shahmoradian et
al., 2019; Spillantini et al., 1997). asyn is a 140 amino acids protein especially involved in vesicular trafficking
and neurotransmitter release (reviewed in Bendor et al., 2013). In the normal brain, only around 4% of asyn
is phosphorylated at its serine 129 (Ser129), whereas it goes up to around 90% in LB (Anderson et al., 2006;
Fujiwara et al., 2002).

PD is mostly a sporadic disease, but approximately 5% of the cases can be linked to a genetic cause, and
at least 16 loci and 11 genes have been associated with PD (reviewed in Poewe et al., 2017). Mutated genes
can be transmitted in an autosomal dominant or recessive manner. The first mutated gene to be identified in
familial PD was SNCA, which encodes asyn (Polymeropoulos et al., 1997). Different substitutions (such as A30P,
E46K, A53T) or the duplication or triplication of SNCA have since been linked to genetic forms of PD (Chartier-
Harlin et al., 2004; Ibafiez et al., 2004; Polymeropoulos et al., 1997; Singleton et al., 2003). Even though it is
extremely rare, the A53T asyn mutant is often used to study PD because of its accelerated toxicity compared

to WT asyn.

Another gene, LRRK2, is found mutated very frequently in PD. It codes for the Leucine-Rich Repeat
Kinase 2 protein (LRRK2). LRRK2 is a 2527 amino acids protein that has both a kinase and a GTPase domain,
flanked by protein-protein interaction domains (Fig. 1A). It is thought to play a role in autophagy, as well as in
synaptic vesicles trafficking and cytoskeleton dynamics (reviewed in Roosen and Cookson, 2016). The G2019S
mutation, situated in the activation loop of the kinase domain, is the most frequent genetic cause of PD and
is also found in 1% of sporadic PD cases (Gilks et al., 2005). It induces a 2-3 fold increase in LRRK2's kinase
activity (Anand et al., 2009; Greggio et al., 2006; West et al., 2005) that has been found to be toxic in vitro
(Greggio et al., 2006; MacLeod et al., 2006; Smith et al., 2005, 2006) as well as in vivo (Dusonchet et al., 2011,
Lee et al., 2010). Their phosphorylation is not increased by the G2019S mutation (Li et al., 2011; Nichols et al.,
2010), but quite surprisingly they are significantly decreased by the inhibition of LRRK2's kinase activity
(Vancraenenbroeck et al., 2014). On the contrary, the autophosphorylation site $1292, at the end of the LRR
domain, is well correlated with LRRK2's kinase activity and this has been confirmed in vivo (Longo et al., 2017
Sheng et al., 2012). LRRK2 has also been shown to phosphorylate a subset of Rab GTPases (Steger et al., 2016).

Especially, the phosphorylation of Rab10 directly correlates with LRRK2's kinase activity and is used as a marker
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of the latter (Fan et al., 2018). It has recently been shown that LRRK2 was activated in the SNpc of sporadic PD
patients (increased pSer1292 and pRab10), highlighting that LRRK2 may play a general role in PD pathogenesis,
including sporadic cases (Di Maio et al., 2018).

The discovery in 2009 that G2019S LRRK2 increased the cell loss induced by A53T asyn in the striatum
(ST) of CAMKII tet-off inducible double transgenic mice first suggested that LRRK2 could modulate asyn’s
toxicity through its kinase activity (Lin et al., 2009). This was confirmed by Dawson’s team in 2017, who showed
an increased aggregation of endogenous asyn in CAMKII tet-off inducible transgenic mice overexpressing
G2019S LRRK2, but not in mice overexpressing a dead kinase (DK) mutant of LRRK2 (Xiong et al., 2017).
Similarly, the AAV-mediated overexpression of human asyn (WT or A53T) in the SNpc induced significantly
more dopaminergic cells loss in transgenic G2019S LRRK2 mice than in WT mice, and this effect was prevented
by the pharmacological inhibition of LRRK2's kinase activity (Daher et al., 2015; Novello et al., 2018). Even if
some papers do not corroborate this hypothesis (Daher et al., 2012; Herzig et al., 2012), it still seems highly
probable that the modulation of LRRK2's kinase activity could impact asyn-induced pathology.

Mitochondria have been extensively studied in the context of PD since the discovery that the selective
chemical inhibition of mitochondrial respiratory chain complex | could induce parkinsonian syndromes in
exposed people (Langston and Ballard, 1983; Langston et al., 1984). This was followed by the post-mortem
description of a selective deficit in this same complex in the ST (Mizuno et al., 1989) and SNpc (Schapira et al.,
1990) of PD patients. Exogenous or endogenous asyn can partially be localized to mitochondria in rodents
(Chinta et al., 2010; Li et al., 2007; Martin et al., 2006; Nakamura et al., 2008; Subramaniam et al., 2014; Zhang
et al,, 2008) and could interact with the outer mitochondrial membrane translocase TOM20 to inhibit
mitochondrial protein import (Di Maio et al.,, 2016). In vitro, about 10% of LRRK2 was found in the
mitochondrial enriched protein fraction (West et al., 2005). Independently, asyn and LRRK2 have been shown
to alter mitochondrial homeostasis, through a yet unknown mechanism, even though numerous articles
pointed towards potential effects on the mitochondrial respiratory chain and/or on the fusion/fission
equilibrium (reviewed in Cresto et al., 2019). Lin and collaborators have shown an increased proportion of
dense mitochondria with widened cristae in double transgenic A53T asyn/G2019S LRRK2 mice as well as a
surplus of mitochondrial superoxide release to the matrix compared to A53T asyn mice (Lin et al., 2009). In
primary astrocytes of G2019S LRRK2 transgenic mice exposed to recombinant asyn, an increase in the number
of fragmented mitochondria, in mitochondrial ROS levels and a decrease in mitochondrial membrane potential
compared to non-transgenic astrocytes have been described (Lee et al., 2019). Overall, the literature suggests
that both asyn and LRRK2 could affect mitochondrial bioenergetics and/or mitochondrial dynamics but the
data concerning the effect of the functional interaction of both protein on mitochondria are scarce.

Therefore, we investigated how LRRK2 can modulate asyn pathology in primary rat neurons. For this
purpose, we infected the neurons with lentiviruses to express A53T asyn and 3 different forms of LRRK2: WT,
G2019S, or the dead kinase (DK) mutant G2019S5/D1994A. We found that G2019S LRRK2 increased the number
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of positive neurons for pS129 asyn and that the co-expression of LRRK2 and asyn disrupted mitochondrial

energy metabolism.

Materials and methods

HEK 293T cells and transfection

HEK293T cells were cultured in Dubelcco’s modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) and 2mM of glutamine. Cells were grown in an incubator at 37°C in a humidified 5%
CO2 atmosphere. HEK 293T cells were plated at a density of 350,000 cells/well in 6-well plates. When cells
reached 30-40% confluence, they were transfected by the calcium phosphate method with 4ug of DNA. Cells

were lysed 48h after transfection to ensure optimal protein expression.

Lentiviral vectors production

Lentiviral vectors were produced in HEK 293T cells, using a four-plasmid system, as previously described
(Hottinger et al.,, 2000). The HIV-1 vectors were pseudotyped with the VSV-G protein. Viruses were
concentrated by ultracentrifugation, then resuspended in phosphate-buffer saline (PBS) with 1% bovine serum
albumin (BSA). The viral particle content of each batch was determined by p24 antigen enzyme-linked

immunosorbent assay (RETROtek; Gentaur). The stocks were kept at -80°C until use.

Primary neuronal cultures and transduction

The procedures were performed in accordance with the French regulations (EU Directive 86/609 — French Act
Rural Code R 214-87 to 131).

Timed-pregnant Sprague-Dawley rats were purchased from Charles River. At 17 days of gestation, animals
were deeply anesthetized with isoflurane, then killed with a lethal dose of pentobarbital. The embryos were
quickly removed and cortices were dissected in cold Hank’s Balanced Salt Solution supplemented with 10mM
HEPES (HBSS + HEPES). Tissue digestion was performed during 10min at 37°C in a solution of trypsin (0.025%
in HBSS + HEPES). The trypsin was inactivated by addition of 1mL of FBS. After 3 washes in 5mL of HBSS +
HEPES, cortices were mechanically dissociated via 10 up-and-down movements.

Dissociated cortical neurons were counted with a LUNA cell counter (Logos Biosystems) and plated in
Neurobasal™ medium (ThermoFisher) supplemented with 2% B27 (ThermoFisher), 1% penicillin/streptomycin
(ThermoFisher) and 1% GlutaMax (ThermoFisher) (N + B27) on culture plates coated with poly-L-lysine (PLL)
(Sigma) at 1 mg/ml. Cells were maintained at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. At 5 Days In Vitro
(DIV) and 8 DIV, half of the medium was replaced with BrainPhys™ medium (Stem Cell Technologies)
supplemented with 2% SM1 (Stem Cell Technologies) (Bardy et al., 2015)
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Density of plating was: 1,000,000/ well for 6 well plates, 500,000 / well for 12 well plates, 250,000 / well for
24 well plates, 60,000 / well for 96 well plates, 250,000 / well for 8 well Ibidi chambers and 17,500 / well for

seahorse plates.

For mitochondrial morphology analyzes, 5 millions of cells in suspension were electroporated with 2ug of
DsRed2-Mito plasmid with the rat cortical neuron Neurcleofector® kit according to the instructions supplied
(Lonza). Electroporated cells were diluted with non-electroporated cells (1:3) before plating on PLL coated
culture plates. The totality of the medium was changed 3h after plating with fresh N + B27. The cells were then

maintained as described above.

Lentiviral transduction: at 1 DIV, cells were infected with LV-PGK-nls-LacZ (30ng/100,000 cells) as a control or
co-infected with LV-CBA-asyn A53T (10ng/100,000 cells) + LV-PGK-nls-LacZ (20ng/100,000 cells) or LV-CBA-
GFP (20ng/100,000 cells) or LV-CBA-asyn A53T (10ng/100,000 cells) + LV-CBA-LRRK2 (20ng/100,000 cells). At
4 DIV, the medium was replaced with fresh N + B27. The cells were then maintained as described above.

This choice of cortical over midbrain cultures was motivated by the low proportion of dopaminergic neurons
in the midbrain, ending up in only 10 to 20% of cultured midbrain neurons being positive for TH (Gaven et al.,
2014). This low proportion of dopaminergic neurons in these cultures makes it difficult to really study
molecular mechanisms related to the dopaminergic environment. Moreover, other brain regions and neuronal
subtypes, other than DA neurons, are affected in PD. Notably, the cortex develops LB during the late stages of
the disease according to the Braak hypothesis (Braak et al., 2003). Together with the fact that cortical cultures
are more homogenous and more reproducible, these arguments led us to the decision to work in primary rat

cortical neurons.

Immunocytochemistry

At 14 DIV, cells on glass coverslips were fixed with 3.7% formaldehyde + 5% sucrose for 20min, then washed
twice with PBS. Fixed cells were incubated in a blocking buffer (PBS + 0.1% Triton™ X-100 (PBS-T) + 3% NGS)
for 30min at room temperature (RT). Glass coverslips were incubated for 2h at RT with the indicated primary
antibodies (see table 1 for details about the different antibodies used) in the blocking buffer followed by 3
washes in PBS-T. They were then incubated in alexa fluorochrome-conjugated secondary antibodies (1/1000)
prepared in the blocking buffer for 1h at RT. After three washes in PBS, coverslips mounted in Mowiol®. Images
were acquired with a laser confocal microscope (SP8, Leica) and analysis was performed using the Image)

software.
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Western-Blots

At 14 DIV, cells were washed once in cold PBS, and proteins were extracted in a lysis buffer [10 mM Tris (pH
8.0), 150 mM NaCl, 1% NP40, 1 mM EDTA, 1% protease inhibitor cocktail (Sigma), 1% phosphatase inhibitor
cocktail 2 (Sigma-Aldrich), and ImM PMSF]. The homogenates were centrifuged at 15,000g for 10min at 4°C,
and the supernatants were collected. Protein levels were determined with the BCA kit (ThermoFisher). 20 pg
of total protein extract were separated onto 4-20% TGX pre-casted SDS-polyacrylamide gels (Bio-Rad).
Transfert was performed onto a nitrocellulose membrane in 10 minutes with the Trans-Blot® turbo transfert
system (Bio-Rad). The exact same protocol was used with HEK293T cells, except that proteins were extracted
with a buffer containing 1% Triton-X 100 instead of NP40. Membranes were then blocked for 1hin TBS + 0,1%
Tween 20 (TBS-T) + 5% non-fat dry milk at RT, and then incubated overnight at 4°C with the indicated
antibodies (see tablel). After 3 washes in TBS-T, membranes were incubated for 1h with secondary HRP-
conjugated antibodies raised against the corresponding species of the primary antibodies (see tablel).
Membranes were then washed 3 times in TBS-T and incubated with ECL reagent (Clarity Western ECL
Substrate, Biorad), according to the supplier’s instructions. Proteins were detected with the Chemidoc system

(Bio-Rad). Quantifications were done using the Image Lab software (Biorad).

Table 1. List of all antibodies used in IF and WB. Rb = rabbit, Ms = mouse.

Antibody Ref Species Dilution Dilution
for WB for IF
Actin A2066 Rb 1/3000 X
(Sigma)
pS129 AB51253 Rb 1/1000 1/200
asyn (Abcam)
Asyn 807804 Ms 1/1000 1/200
(Biolegend)
pS616 4494 (Cell Rb 1/1000 X
DRP1 Signaling)
DRP1 611112 Ms 1/1000 X
(BD)
Fisl ALX-210- Rb 1/250 X
1037 (Enzo)
pS953 AB133450 Rb 1/1000 X
LRRK2 (Abcam)
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pS1292 AB203181 Rb 1/1000 X
LRRK2 (Abcam)
LRRK2 13046 Rb 1/1000 1/200
(Cell Signaling)
MAP2 4403 Ms X 1/200
(Sigma)
Mfn2 9482 (Cell Rb 1/1000 X
Signaling)
NeuN- MAB377X X X 1/500
Alexa Fluor 488 | (Chemicon)
Conjugated
Anti-Ms A11001 Goat X 1/1000
lgG alexa Fluor | (ThermoFisher)
488
Anti-Rb A11008 Goat X 1/1000
lgG alexa 488 (ThermoFisher)
Anti-Rb A21428 Goat X 1/1000
lgG alexa 555 (ThermoFisher)
Anti-Ms A11005 Goat X 1/1000
lgG alexa 594 (ThermoFisher)
Anti-Ms A21050 Goat X 1/1000
lgG alexa 633 (ThermoFisher)
HRP A16011 Donkey 1/5000 X
conjugated-anti | (ThermoFisher)
Ms
HRP A16023 Donkey 1/5000 X
conjugated-anti | (ThermoFisher)
Rb

Cell viability, ATP levels and mitochondrial membrane potential

Cells were plated on white wall (for ATP levels) or black wall 96 well plates. To measure cell viability at 14 DIV,
resazurin (Sigma) was added to the media and after 2h of incubation, fluorescent signal was quantified using

a microplate reader (Safas), Aex = 560nm and Aem = 590nm.
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Total ATP levels were measured with the CellTiter-Glo® 2.0 assay (Promega). 100uL of reagent was added to
each well and the plate was immediately placed on an orbital shaker for 2min to induce cell lysis. The
luminescent signal was measured with a luminometer (Glomax, Promega) after 10min of incubation at RT
(integration time of 1s per well).

Mitochondrial membrane potential was evaluated using the TMRE probe (Sigma). 200nM of TMRE were added
per well. After a 30min incubation, cells were washed once in EBSS (Sigma) and fluorescent signal was

quantified using a microplate reader (Safas), Aex = 540nm and Aem = 595nm.

Cellular respiration and Real-Time ATP rate Assay

On the day prior to the assay, the sensor cartridge was hydrated overnight in XF calibrant solution (Agilent), at
37°C. On the day of the assay, cell culture medium was replaced with pre-warmed homemade artificial
Cerebrospinal Fluid (aCSF), according to the manufacturer’s instructions (120mM NaCl, 3.5mM KCl, 1.3mM
CaCl2, 0.4AmM KH2PO4, 1mM MgCl2, 5mM HEPES, 10 mM glucose, 10 mM sodium pyruvate, pH 7.4), and the
cells were incubated at 37°C without CO2 for 1h. Reagents provided in the XFp Cell Mito Stress Kit (Agilent)
were resuspended and diluted to the appropriate concentrations in aCSF. Oxygen Consumption Rate (OCR)
was measured at 37°C using a Seahorse XFp Analyzer (Agilent). Three baseline measurements of OCR were
taken before the injection of mitochondrial modulators. The modulators used were (in chronological order)
1.5uM oligomycin, 1uM FCCP and 0.5uM rotenone/antimycin A. Three measurements were performed for
each drug. At the end of the experiment, cells were washed in PBS and proteins were extracted using a buffer
containing 50mM of Tris and 2% of SDS. The quantity of protein in each well was then measured via the Qubit
Protein Assay (ThermoFisher) and used to normalize to OCR data.

For the ATP Rate Assay (Agilent), the medium was changed again just before starting the measurements, and
only oligomycin (1.5uM) and rotenone/antimycin (0.5uM) were injected into the wells. Like for the respiration
assay, values were normalized by the quantity of proteins present in each well. The mito and glyco ATP
production rates were then calculated using the Seahorse XF Real-Time ATP Rate Assay Report Generator

(Agilent).

Time-lapse imaging

For time-lapse imaging, DsRed2-mito electroporated neurons were plated on 8-wells ibidi® chambered
coverslips coated with PLL, and transduced with the appropriate lentiviruses the next day. At 4-5 DIV, time
lapse movies were acquired with a 63X oil-immersion objective on an inverted Zeiss microscope equipped with
a heated chamber at 37°C and a system to maintain 5% CO2 on the cultures. Microscope was operated by the
Morpho Strider software interface (ExploraNova). Individual neurons were imaged for 2min with a 5sec
interval. Ten neurons were imaged per condition, in proximity to the soma to be able to distinguish between

retrograde and anterograde movements. Maximal projections was performed to identify the mitochondria’s’
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paths. Kymographs were generated from the movies with the “KymoToolBox” Imagel plugin (Zala et al., 2013)
to allow for visualization of mobile and stationary tracks. Kymographs were then analysed manually by drawing
the mitochondria’s trajectory. The plugin extracted the dynamic parameters directly from the trajectories. All
transport related parameters were calculated over the whole duration of each movie but by taking into

account only mitochondria that were actually moving were analysed. Cut off was set at the speed of 0.01um/s.

Statistical analysis

All data are expressed as mean+/- standard error of the mean (SEM). Normality of data distribution was tested
using the Shapiro-Wilk test and homogeneity of variance was tested with Levene’s test using the commercially
available software (Statistica, 13.0). All variables expressed in percentage (P) were transformed in Q =
arcsin(VP/100) and statistical analysis was performed on the Q variable. When normality and homogeneity of
variance were met (on raw or transformed data), one-way ANOVA was carried out, with Fisher’s post hoc test.
In the cases where assumption of normality and/or homogeneity of variance were not met, non-parametric

tests were applied: Mann-Whitney and Kruskall-Wallis for comparison of two and more groups, respectively.

Results

LRRK2 is functional and enzymatically active in HEK 293T cells.

To study the impact of LRRK2’s kinase activity on asyn, we generated three different constructs of full
length LRRK2. One coding for the WT protein, another for the G2019S pathogenic mutant. The third one
encodes a protein with both the G2019S mutation and the D1994A mutation, which blocks LRRK2’s kinase
activity by mutation of the conserved aspartic acid residue in the catalytic loop (Greggio et al., 2006; Smith et
al., 2006; West et al., 2007). We first checked the level of expression of these three proteins in HEK 293T cells
by western blot (Fig. 1B, D upper panels). We obtained a robust expression of both WT and G2019S LRRK2 at
the expected molecular weight of 286 kDa but DK LRRK2 had a lower level of expression than the other
constructs, even though we used the same amount of plasmid. We transfected HEK 293T cells with increasing
guantities of the plasmid to verify if DK LRRK2 could be better expressed. We could not obtain an expression
level similar to that of the other LRRK2 constructs whatever the quantity of transfected plasmid (data not
shown), as if the D1994A mutation somehow affected the expression or processing/stability of LRRK2.

Because the G2019S-induced increase of LRRK2's kinase activity is thought to be implicated in its
toxicity, we assessed the kinase activity of the three LRRK2 constructs in HEK 293T cells total protein extracts
by western blot. We looked at its autophosphorylation at $1292, expected to be increased in presence of the
G2019S mutation, and its phosphorylation at S935, described to be slightly decreased by the G2019S mutation
(Li et al., 2011; Nichols et al., 2010) (Fig. 1B, D). Quantification of the blots was performed and we analyzed
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the expression of pS1292 or pS935 relative to total LRRK2 as a loading control (Fig. 1C, E). We observed that
the G2019S mutation was associated with a significant increase in pS1292 levels (Fig. 1B, lower panel; Fig. 1C)
as well as a decrease of pS935 levels compared to WT LRRK2 (Fig. 1D, lower panel; Fig. 1E). On the contrary,
the double mutation G2019S/D1994A, which has been shown to decrease LRRK2’s kinase activity (DK),
significantly decreased both pS1292 and pS935 LRRK2 levels compared to WT and G2019S LRRK?2 (Fig. 1B-E).

These data confirmed that our constructs led to the expression of a functionally active LRRK2 protein.

Lentiviral transduction induces the expression of A53T asyn and an enzymatically active LRRK2 in primary

neurons

After confirming that our constructs could induce the expression of a LRRK2 protein with a relevant
kinase activity in a cell line, we checked that the co-transduction of primary neurons with lentiviruses coding
for A53T asyn and LRRK2 led to a good neuronal expression of both proteins. As expected from previous
experiments performed in our laboratory, co-transduction with LV led to a majority of neurons expressing
both transgenes (Benchoua et al., 2006, 2008). By western-blot, we observed that primary neurons did express
both human A53T asyn and LRRK2 at the expected molecular weight 13 days post-transduction (14 DIV) (Fig.
2A). As in HEK cells, in neurons WT and G2019S LRRK2 were expressed at a similar level, whereas DK LRRK2
was less abundant, even though the same quantity of lentiviruses was used (20ng/100,000 cells) (Fig. 2A). The
general goal of our study being the evaluation of the impact of LRRK2's expression on asyn’s toxicity, we
wondered if the level of expression of asyn would be modified by the co-expression of LRRK2. We did not
observe any modulation of A53T asyn expression when LRRK2 was co-expressed (Fig. 2A).

Next we assessed the co-localization of asyn and LRRK2 by immunofluorescence using antibodies
against human asyn and LRRK2 and also MAP2 to identify neurons. We observed a partial co-localization of
asyn and LRRK2 in neurons. It is important to point out that asyn was mainly located in cellular processes
whereas LRRK2 rather had a somatic expression (Fig. 2C), which is consistent with what has been described in
the literature (Biskup et al., 2006; Maroteaux et al., 1988) and explains the partial co-expression of these 2
proteins.

We then checked that the different LRRK2 constructs led to the expression of a functional protein in
primary rat neurons, such as seen in HEK cells, by detecting phosphorylated sites, pS1292 and pS935. We did
not detect pS1292 in this model in neurons, consistent with previous reports indicating that the
phosphorylation level of this site is known to be quite low (Lobbestael et al., 2013). However, we could detect
a clear signal for pS935 (Fig. 2A). Quantification of S935 over total LRRK2 was performed and confirmed the
results observed in HEK 293T cells. Indeed, we observed a slight decrease of pS935 with the G2019S mutant
compared to WT LRRK2, and a significant decrease with DK LRRK2 compared to the levels of phosphorylation

of WT and G2019S LRRK?2 (Fig. 2B).
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Overall, these results showed that our lentiviral approach led to a robust expression of A53T asyn and

the expression of a LRRK2 protein with a kinase activity that was abolished when the DK mutant was expressed.

Effect of LRRK2 on asyn’s phosphorylation

In the normal brain, around 4% of asyn is phosphorylated at its serine 129 (5129), whereas around 90%
is phosphorylated in LB in PD patients’ brains (Anderson et al., 2006; Fujiwara et al., 2002). Therefore, pS129
is often used as a marker of asyn pathology. In our model, we used a human asyn antibody and a pS129 asyn
antibody to assess by immunofluorescence the levels of total and phosphorylated asyn respectively. In
neurons expressing A53T asyn, we observed a diffuse somatic staining of pS129 with only few neurites stained.
On the contrary, total human asyn staining had a more neuritic localization with only few cell bodies stained.
We did not detect any asyn aggregates (Fig. 3A). We co-stained the cells with a NeuN antibody to identify
neurons and selectively count the number of neurons presenting a pS129 staining. We observed that the co-
expression of WT LRRK2 had no effect on the quantity of pS129 asyn-positive neurons compared to neurons
expressing A53T asyn with LacZ (used as a control for viral charge). However, the expression of G2019S LRRK2
significantly increased the quantity of pS129 asyn-positive neurons compared to neurons expressing A53T
asyn in combination with LacZ or WT LRRK2. The co-expression of DK LRRK2 with A53T asyn did not lead to
this increase in pS129 asyn-positive neurons which implies that the modulation of pS129 was probably linked
to LRRK2’s kinase activity (Fig. 3B). This phosphorylation of asyn was not associated with cell loss, as the
counted number of NeuN-positive neurons was stable across conditions (data not shown) and an assessment

of cell viability with resazurin did not reveal any toxicity in all these conditions (Fig. 3C).

Effet of A53T asyn and LRRK2 on mitochondrial bioenergetics.

To assess the impact of A53T asyn and LRRK2 on mitochondrial function, we evaluated different
parameters reflecting the state of mitochondrial bioenergetics.

First, we measured the mitochondrial membrane potential in our model using the TMRE probe. We did
not detect any variation between the different conditions of co-expression (Fig. 4A). We also evaluated the
effect of the co-expression of WT and G2019S LRRK2 with A53T asyn on cellular respiration using the Seahorse
XFp but did not observe any differences either in basal respiration or in the presence of different mitochondrial
toxins to challenge mitochondria (Fig. 4B). Next, we measured the total levels of intracellular ATP (Fig. 4C). We
did not observe any difference in the total levels of ATP between cells expressing A53T asyn + LacZ and cells
expressing A53T asyn + WT, G2019S or DK LRRK2.

We reasoned that, although total ATP levels remain rather stable in cells co-expressing A53T asyn and

LRRK2, there could be a difference in the “rate” and the “origin” of ATP synthesis. We therefore evaluated ATP
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production rates by the respiratory chain (mitoATP) and by glycolysis (glycoATP) using the Real-Time ATP Rate
Assay developed by Agilent (Seahorse). Overall, we observed significant differences in total ATP production
rates. The differences observed between the different experimental conditions were the result of a difference
in mitoATP production, since glycoATP production rate was the same across all conditions. Indeed, the cells
co-expressing A53T asyn and WT or G2019S LRRK2 had a significantly lower mitoATP production rate than
cells co-expressiong A53T asyn + LacZ. Moreover, cells co-expressing A53T asyn + DK LRRK2 had a significantly
lower mitoATP production rate than every other condition (Fig. 4D). These results show that even if neurons
were stressed, mitochondria managed to compensate and to maintain their homeostasis by adapting their

ATP production rate.

Effet of A53T asyn and LRRK2 on mitochondrial dynamics

Because mitochondria are dynamic organelles undergoing fusion and fission events that are essential
to their homeostasis, we evaluated by western blot the impact of A53T asyn and LRRK2 co-expression on
mitochondria-related proteins. Mitofusin 2 (Mfn2) plays a role in mitochondrial fusion whereas Dynamin-
Related Protein 1 (DRP1) and Fisl are involved in mitochondrial fission. Moreover, the phosphorylation of
DRP1 at its S616 increases its activity to induce mitochondrial fission (Campello and Scorrano, 2010). We did
not observe any difference in the expression of these mitochondrial proteins in all the different conditions,
meaning that A53T asyn, whether it is co-expressed with LRRK2 or not, does not impact mitochondrial fusion-
fission proteins in our model (Fig. 5A).

To characterize mitochondrial movements, we imaged neurons expressing a fluorescent mitochondrial
protein. In mature neurons (14 DIV), mitochondria were almost not moving (data not shown) as already
reported in the literature (Lewis et al., 2016). Thus we performed the velocity experiments at 4-5 DIV, a stage
at which LV already induced the expression of asyn and LRRK2 (data not shown). Around 60% of mitochondria
were mobile, with a mean speed of approximately 0.2um/s (Fig. 5C, D). Mitochondrial anterograde and
retrograde mean speeds were around 0.17um/s in every condition (Fig. 5E, F). Mitochondria were spending
approximately 45% of the time in anterograde and retrograde movement, and were in pause the remaining
10% of the time (Fig. 5G-I). For all the parameters cited above, no difference could be noted between all the
conditions of transduction. However, we found that the mean distance travelled by mobile neuronal
mitochondria (i.e. anterograde plus retrograde movements), showed a significant difference. In fact, neurons
co-expressing A53T asyn and WT or G2019S LRRK2 had mitochondria travelling more compared to A53T asyn
with LacZ (Fig. 5J).
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Discussion

To investigate the impact of A53T asyn and LRRK2’s co-expression on mitochondrial function in the
context of PD, we used a lentiviral approach to co-express the two proteins in primary rat cortical neurons.
This choice of cortical over midbrain cultures was motivated by the low proportion of dopaminergic neurons
in the midbrain, ending up in only 10 to 20% of cultured midbrain neurons being positive for TH (Gaven et al.,
2014). This low proportion of dopaminergic neurons in these cultures makes it difficult to really study
molecular mechanisms related to the dopaminergic environment. Moreover, other brain regions and neuronal
subtypes, other than DA neurons, are affected in PD. Notably, the cortex develops LB during the late stages of
the disease according to the Braak hypothesis (Braak et al., 2003). Together with the fact that cortical cultures
are more homogenous and more reproducible, these arguments led us to the decision to work in primary rat
cortical neurons. These primary cortical neurons were infected with lentiviral vectors to express human A53T
asyn with LacZ as a control or with LRRK2. To be able to decipher between kinase activity-dependent and
independent mechanisms, we worked with WT LRRK2, G2019S LRRK2 - which is supposed to have an increased
kinase activity - and a double mutant G20195/D1994A LRRK2 (DK), which is supposed to have a strongly
decreased kinase activity.

First, by western blot, we checked that our constructs induced the expression of full length LRRK2 at its
expected molecular weight of 286 kDa in HEK 293T cells and in neurons. Both WT and G2019S LRRK2 proteins
were expressed at a similar level. However, DK LRRK2 had a lower expression level even though we used the
same amount of plasmid/virus. We tried to increase it in HEK 293T cells but could not obtain a higher
expression level (data not shown), which could mean that the D1994A mutation alters LRRK2’s expression or
processing/stability. It has also been reported in vivo that transgenic mice expressing a kinase dead variant of
LRRK2 had reduced LRRK2 protein levels (Herzig et al., 2011), suggesting that kinase activity could be a
regulator of LRRK2 protein homeostasis. This is corroborated by the fact that a prolonged pharmacological
inhibition of LRRK2’s kinase activity induces a decrease in LRRK2 protein levels (Fuji et al., 2015; Herzig et al.,
2011; Lobbestael et al., 2016; Skibinski et al., 2014).

Next, we evaluated the kinase activity of the LRRK2 proteins both in HEK 293T cells and in the neuronal
model co-expressing A53T asyn and LRRK2. LRRK2 is known to be constitutively phosphorylated at its S935. In
both models, we observed a weak decrease in the phosphorylation of this site when G2019S LRRK2 is
expressed, and an important decrease with the DK mutant. This is in accordance with the literature, as it has
been shown that the phosphorylation of this site is slightly decreased by LRRK2 pathogenic mutants such as
G2019S (Li et al., 2011; Nichols et al., 2010) and very strongly by the treatment with pharmacological inhibitors
of LRRK2’s kinase activity and by DK mutants (Skibinski et al., 2014; Vancraenenbroeck et al., 2014). This implies
that a kinase active LRRK2 protein would be highly phosphorylated at this site (like WT and G2019S LRRK2 are
in our models), whereas a kinase inactive protein would be phosphorylated to a lesser extent (like DK LRRK2 is
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in our models). The phosphorylation of S935 has been shown to be necessary for the interaction of LRRK2 with
the 14-3-3 proteins, which control the subcellular localization of LRRK2 (Dzamko et al., 2010; Mamais et al.,
2014; Nichols et al., 2010). Disruption of this interaction has been established to induce the accumulation of
LRRK2 in cytoplasmic pools (Dzamko et al., 2010; Nichols et al., 2010) as well as to increase its ubiquitination
and degradation in cell lines (Zhao et al., 2015). In our model, an increased degradation of DK LRRK2 linked to
decreased pS935 could explain its lower expression level compared with WT and G2019S LRRK2, which are
both highly phosphorylated at this site.

In HEK 293T cells, we also evaluated the phosphorylation of S1292. We observed a significant increase
in G2019S LRRK2’s autophosphorylation at this site and a very strong decrease with DK LRRK2, which is in
accordance with what is described in the literature with LRRK2 mutants (Dzamko et al., 2010; Longo et al,,
2017, Sheng et al., 2012). We could not detect pS1292 in primary neurons, but this was not surprising since it
has been shown that the level of phosphorylation of this site is quite low (Lobbestael et al., 2013).

To conclude, we were able to obtain the expression of LRRK2 proteins that were phosphorylated at S935
and S1292 to a degree which was modulated as expected by the different LRRK2 mutations. These results are
consistent with the production of enzymatically active WT and G2019S proteins, and a far less active DK LRRK2

protein.

We next used a lentiviral approach to efficiently co-express these different LRRK2 constructs and A53T
asyn in primary neurons. No impact of LRRK2 expression on the levels of asyn could be noticed. As expected
due to their previously described cellular localization, asyn was mainly expressed in neurites (Iwai et al., 1995;
Maroteaux et al., 1988) whereas LRRK2 had a rather somatic localization (Smith et al., 2005; West et al., 2014),
limiting their effective co-localization inside the cells. We did not consider this as a limitation for the study of
the impact of LRRK2 on asyn-induced pathology since it is highly probable that this interaction goes through

an indirect functional interaction between the two proteins (Reviewed in Cresto et al., 2019).

Because the phosphorylation of asyn at its S129 is highly increased in PD, we used
immunocytochemistry to evaluate this parameter in primary neurons co-expressing A53T asyn and LRRK2. We
observed a significant increase in the pathological phosphorylation of asyn at its S129 in the presence of
G2019S LRRK2 but not with the WT or DK LRRK2, which suggests that the increased kinase activity of G2019S
LRRK2 could increase asyn’s phosphorylation and probably its pathogenicity. In animals expressing G2019S
LRRK2, there was a significant increase in pS129-positive inclusions in the SNpc, 1 month after the injection of
asyn fibrils (Volpicelli-daley et al., 2016). This result was also reproduced in primary neurons from G2019S
LRRK2 transgenic mice, indicating that G2019S LRRK2 could increase asyn-induced pathology (Bieri et al., 2019;
Volpicelli-daley et al., 2016). Moreover, another study confirmed these observations in primary hippocampal

neurons from G2019S LRRK2 transgenic mice compared to non-transgenic neurons, but conversely did not
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replicate this effect in primary midbrain cultures, which implies that the cellular environment has a strong
impact on asyn pathology (Henderson et al., 2018). In our model, after 13 days of expression, asyn stained
with the pS129 asyn antibody had a rather somatic expression compared to human A53T asyn, which had a
higher expression level in the neurites than in the soma. It has been suggested that this post-translational
modification could play a role in asyn’s addressing to the degradation machinery (Machiya et al., 2010).
Additionally, it has been shown in neurons that during the degradation process by autophagy, cargoes are
retrogradely transported by autophagosomes along axons to reach the soma where they fuse with lysosomes
to be degraded (Maday and Holzbaur, 2016). Therefore, the phosphorylation of asyn (pS129) could be a
targeting signal for its degradation, which results from a somatic re-localization in neurons. The fact that we
see an accumulation of pS129 asyn in the neuronal soma could either mean that the degradation process is
not completed yet or that it is dysfunctional. Indeed, it is known that both A53T asyn and G2019S LRRK2 can
impair autophagy (Cuervo et al., 2004; Orenstein et al., 2013).

We did not observe asyn or pS129 asyn aggregates per se. Different hypothesis could explain this
observation: (i) a longer incubation could be necessary to observe aggregation, (ii) maybe there is an element
missing in cortical neurons compared to DA neurons that is necessary for asyn-induced aggregation, (iii) in
vitro cultures could lack the complex cerebral environment that would influence asyn’s aggregation, (iv)
rodent physiologically expresses the A53T asyn variant without developing LB pathology over-time. As a result,
rodents might be less sensitive to A53T asyn’s toxicity, and endogenous asyn less prone to aggregation.
Expressing human A53T asyn in a rodent background could therefore mitigate mutant asyn’s toxicity by
reducing its seeding ability. This hypothesis has already been addressed in transgenic A53T asyn mice in a KO
asyn genetic background (Cabin et al., 2005).

Despite the lack of aggregates, the phosphorylation of asyn at S129 (a pathologic site), its somatic
localization, and its modulation by LRRK2’s kinase activity suggest a pathologic mechanism activated in our

model even though it might probably not be strong enough to induce asyn aggregation and cell death.

As we explained in introduction, both LRRK2 and asyn have been shown to induce mitochondrial defects
in various models (reviewed in Cresto et al.,, 2019). To evaluate if this increase in the pathological
phosphorylation of asyn was associated with mitochondrial toxicity, we measured mitochondrial membrane
potential, respiration and ATP levels, but did not see any impact of A53T asyn and LRRK2 on these parameters.
Some teams have previously shown that the overexpression of asyn in primary neurons could lead to a
significant decrease in ATP levels and cell viability, which we did not reproduce. These discrepancies could
result from technical issues: (i) transfection vs transduction, (ii) duration of transgene expression and (iii)
differences in neuronal maturity (Choubey et al., 2011; Liu et al., 2017). However another paper, in a model
similar to ours, using lentiviruses to overexpress A53T asyn in rat primary cortical neurons, did not report any

toxicity 6 days post transduction, which is more in agreement with our data (Butler et al., 2012).
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Moreover, maintaining stable levels of ATP and mitochondrial membrane potential is thought to be a
prerequisite for normal cell functioning. This suggests that a prolonged perturbation could lead to cell loss
(Zorova et al., 2018). It is therefore possible that cells would maintain these parameters stable at all cost, and
we did not observe any mortality, meaning that they succeeded. Our findings that indicate significant
differences in mitochondrial ATP production rates in the presence of asyn and LRRK2 are consistent with this
hypothesis. More precisely, when we distinguished between mitochondrial and glycolytic ATP production
rates, results revealed that it was mitoATP production rate that was significantly altered. This might result from
a higher energetic demand of A53T asyn-expressing cells or a lower ATP consumption by A53T asyn + LRRK?2 -
expressing cells. It is tempting to speculate that in our experimental conditions, this does not have major
deleterious consequences. In the long term however, it is conceivable that change in ATP production rates

may lead to a difference in mitochondrial ROS production, which in turn could have detrimental effects.

Another important part of mitochondrial homeostasis that has been shown to be impacted by both asyn
and LRRK2 is mitochondrial dynamics. Mitochondria form a dynamic network that is undergoing constant
fusion and fission events. We therefore measured by western blot the expression of some of the proteins
involved in these events (DRP1, Mfn2, Fis1) but could not detect any differences between conditions.
However, looking more closely at mitochondrial dynamics, we observed that mitochondria from neurons co-
expressing A53T asyn + WT/G2019S LRRK2 travelled longer distances than mitochondria from neurons
expressing A53T asyn + LacZ.

In primary cortical neurons from A53T transgenic mice electroporated to express DsRed-mito, Li and
collaborators showed that mitochondrial velocity was very strongly decreased at 7 DIV and 14 DIV compared
to WT neurons (Li et al., 2013). We tried these analyzes at the same time points in our transduced model but
mitochondria were barely moving (data not shown). Maybe this difference is due to the fact that we transduce
neurons with lentiviruses, or the fact that we use BrainPhys™ medium instead of Neurobasal alone. Indeed,
BrainPhys has been shown to ameliorate synaptic activity in cultured neurons (Bardy et al., 2015) and it has
been shown that mitochondria motility was dramatically reduced in mature cortical neurons and that this
event coincided with increased localization to presynaptic sites (Lewis et al., 2016). Therefore, by using a
medium that increases the functionality of synapses we could also increase mitochondrial sequestration at
presynaptic sites, therefore strongly decreasing their motility in mature neurons. Lewis and collaborators
showed that in primary mouse cortical neurons around 40% of mitochondria were stationary at 3 DIV, and
around 50% at 7 DIV (Lewis et al., 2016). Based on these observations and ours, we studied mitochondrial
motility at 4-5 DIV. asyn and LRRK2 were already expressed at this stage (data not shown). Among the moving
mitochondria, the average speed was of 0.2um/s. In opposition to the study by Li and collaborators (Li et al.,
2013), we could not detect any impact of A53T asyn on mitochondrial velocity, and we did not see any

difference in anterograde or retrograde movement in cells expressing A53T asyn alone with or without WT or
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G2019S LRRK2. However, we did find that cells expressing A53T asyn and WT or G2019S LRRK2 had a significant
increase in the distance travelled by each mitochondria compared to cells expressing A53T asyn and LacZ as a
control. It has been shown that G2019S LRRK2 delayed mitochondrial arrest subsequently to the stabilization
of Miro, an outer mitochondrial membrane protein that anchors the molecular motors to mitochondria in
dopaminergic neurons derived from iPS cells (Hsieh et al., 2016). In accordance with this study, we observed
that mitochondria travelled further when LRRK2 was co-expressed with A53T asyn, suggesting a prolonged
anchoring of mitochondria to molecular motors and microtubules but without changing the mean

mitochondrial speed.

To summarize, we showed that LRRK2 G2019S leads to an increased number of pS129 asyn-positive
neurons in a kinase-dependent manner. Even though there was no asyn aggregation or cell loss, this indicates
the activation of a pathological mechanism specific to G2019S LRRK2. We investigated if this pathological
alteration was associated with mitochondrial dysfunction. Although mitochondria were globally able to
maintain their homeostasis, differences in mitochondrial ATP production rate and mean distance travelled by
mitochondria were observed when enzymatically active LRRK2 was co-expressed with A53T asyn. This could
be indicative of a moderate mitochondrial stress, consistent with the absence of cell death. It would be
interesting to see if LRRK2 inhibitors could reverse this phenotype, which would prove their efficacy in our
model of early degeneration/dysfunction linked to both proteins known to play a central role in PD

pathogenesis.
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Figure 1. LRRK2 is functional and enzymatically active in HEK 293T cells. (A) Schematic view of LRRK2 depicting
its different domains and the phosphorylation sites we used to assess kinase activity. Adapted from De Wit et
al., 2018. (B-E) HEK293T cells were transfected with a plasmid coding for pcDNA (Ct) as a control or WT,
G2019S (GS) or DK LRRK2 and total proteins were extracted 48h later. NT = non transfected. Representative
immunoblots showing (B) LRRK2’s autophosphorylation at $1292 (pS1292) or (D) LRRK2’s phosphorylation at
S935, total LRRK2 and the loading control actin. Quantification of (C) pS1292 or (E) pS935 LRRK2 over total
LRRK2. The phosphorylation level of LRRK2 in cells expressing WT LRRK2 was set as the baseline level of the
experiment. N=5. Mean + SEM. ** p<0,01 compared to LRRK2 WT, # p<0.05, ## p<0,01 compared to G2019S
LRRK2, Mann-Whitney test.
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Figure 2. Lentiviral transduction induces the expression of A53T asyn and an enzymatically active LRRK2 in
primary neurons. Primary rat cortical neurons were co-infected at DIV1 with lentiviruses coding for A53T asyn
and WT, G2019S (GS) or DK LRRK2, and GFP or LacZ (LZ) as a control. (A) At DIV14, total proteins were extracted
and wester blots were performed to verify the levels of expression of asyn and LRRK2 and the phosphorylation
of LRRK2 at its S935, with actin as a loading control. (B) Quantification of pS935 LRRK2 over total LRRK2. The
phosphorylation level of LRRK2 in cells expressing A53T asyn + WT LRRK2 was set as the baseline level for the
experiment. N = 4. (C) At DIV14, cells were fixed and immunolabelled with MAP2, asyn and LRRK2 antibodies
to check their cellular localization. Representative immunofluorescence confocal images, N=3. Scale bar =
50um. Mean + SEM. * p<0.05 compared to A53T asyn + WT LRRK2, # p<0.05 compared to A53T asyn + G2019S
LRRK2, Mann-Whitney test.
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Figure 41. Mutant G2019S LRRK2 induces a significant increase in pS129 asyn-positive neurons without
causing any cell loss. Primary rat cortical neurons were co-infected at DIV1 with lentiviruses coding for A53T
asyn and WT, G2019S (GS) or DK LRRK2, and LacZ as a control. At DIV14, cells were fixed and immunolabelled
with pS129 asyn and NeuN antibodies. (A) Representative confocal images showing the expression of asyn
and pS129 asyn in neurons (identified by a NeuN staining). Scale bar = 50um (B) Fold change of the number
pS129 asyn+ cells over the number of NeuN+ cells. The pS129 asyn neurons/total neurons ratio in cells
expressing A53T asyn + LacZ was set as the baseline level for the experiment. 11 fields counted per condition
(approximately 500 neurons), N=4. (C) At DIV14, cell viability was assessed by measuring the transformation
of resazurin into fluorescent resorufin. n=12-15, N=4-8. Mean + SEM. * p<0.05 compared to A53T asyn + LacZ,
# p<0.05 compared to A53T asyn + G2019S LRRK2, Mann-Whitney test.
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Figure 4. Effect of A53T asyn and LRRK2 on mitochondrial bioenergetics. Primary rat cortical neurons were co-
infected at DIV1 with lentiviruses coding for A53T asyn and WT, G2019S (GS) or DK LRRK2, and LacZ as a
control. (A) At DIV14, we evaluated mitochondrial membrane potential using the TMRE probe (n=12-15, N=3-
4). (B) Mitochondrial energy metabolism was measured using a Seahorse Bioscience XFp analyser (Agilent).
During testing, cells were treated with 1.5uM oligomycin, 1uM FCCP and 0.5uM rotenone/antimycin A. OCR
data were normalized by the quantity of protein (ug/mL) present in each well. n=3, N=4. (C) Total ATP levels
were assessed using the CellTiter-Glo® 2.0 assay (n=12, N=4). (D) Mitochondrial and glycolysis ATP production
rates were measured using the Real-Time ATP Rate Assay and the Seahorse XFp analyser (Agilent) (n=3-6, N=3-
4). Mean = SEM. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0,001 compared to A53T asyn + LacZ. $ p<0,05 compared to
A53T asyn + WTLRRK2. # p<0.05 compared to A53T asyn + G2019S LRRK2. Symbols in black represent the
statistical analysis of total ATP production rate while grey symbols represent the statistical analysis of mitoATP
production rate. There was no significant variation of glycoATP production rate. One-way ANOVA followed by
Fisher post-hoc.
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Figure 42. Effect of A53T asyn and LRRK2 on mitochondrial dynamics. Primary rat cortical neurons were co-
infected at DIV1 with lentiviruses coding for A53T asyn and WT, G2019S (GS) or DK LRRK2, and LacZ (=LZ) as a
control. (A) Representative western blot analysis of different mitochondria-related proteins extracted at
DIV14. N=3. (B-J) At DIV4-5, individual DsRed2-mito electroporated neurons were imaged in time-lapse
fluorescent microscopy to follow mitochondrial movements. (B) Representative kymograph generated from
the 2min movie of a LacZ-expressing neuron. (C) Percentage of mobile mitochondria. (D) Mean speed, (E)
mean anterograde and (F) retrograde speed, (G) anterograde, (H) retrograde and (I) stationary mitochondria
percentage and (J) mean distance travelled by each mobile mitochondria. n=10 neurons/condition, N=4. Mean
+ SEM. * p<0.05, Mann-Whitney test.
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Chapitre IV. Discussion

Les résultats que nous avons obtenus dans le cadre de la présente thése confortent I'idée que les
déréglements neuronaux induits par la mutation G2019S de LRRK2 sont probablement subtiles. Ces
observations sont en accord avec le fait que tous les porteurs de la mutation ne développent pas une MP et
pour ceux qui développent la maladie, I'age d’apparition est assez tardif, comme pour les formes sporadiques.
Dans les modeles trés simples, utilisés pour cette these (cellules en culture, transduction virale chez le rat), la
protéine présentant la mutation est surexprimée a des taux bien supérieurs a ceux des niveaux endogenes, et
malgré cela les déficits cellulaires engendrés sont assez minimes et requierent in vivo des mois pour déclencher
une mort neuronale détectable. Il est par ailleurs possible que la mort induite par la surexpression de LRRK2
nécessite I'ajout de mécanismes liés au vieillissement cérébral normal.

Nous avons étudié comment la surexpression de différentes formes de LRRK2 [LRRK2 entiere, RCKWD40
et SRCKWD40 (ALRRK2)] associées ou non a I'asyn A53T induisait des atteintes cellulaires (en particulier au
niveau énergétique) ou rendait les cellules plus ou moins vulnérables a des stress mitochondriaux, mimant des
facteurs de risque environnementaux identifiés pour la MP. Notre objectif a donc été d’identifier des
mécanismes inhérents a la cellule (« cell-autonomous mechanisms ») en nous focalisant sur les mitochondries.

Nos résultats seront discutés sous un regard critique, en prenant en compte (i) les limites propres aux
constructions moléculaires/transgénes utilisés, (ii) les conditions expérimentales nécessairement différentes

suivant les questions posées, et (iii) les matériaux biologiques utilisés (HEK, neurones primaires, rats).

I. Activité et effet de I'expression de RCKWD40 et SRCKWD40 (ALRRK2) in vivo

L’objectif global de ce projet était d’étudier I'effet de la protéine LRRK2, et de ses différents domaines,
sur la toxicité de I'asyn. Une étude précédente du laboratoire comparant I'activité kinase de différents
fragments de LRRK2 avait permis de montrer que son domaine C-ter (ROC-COR-KIN-WD40) présentait une
activité kinase, qui était augmentée par la mutation G2019S (Figure 25). Cependant, il s’est avéré que ce
fragment n’était pas capable de phosphoryler Rab10, un substrat confirmé de LRRK2 (Steger et al. 2016), ce
qui suggere que le domaine N-ter de LRRK2 est nécessaire a I'interaction entre les deux protéines. Il est donc
important de noter que ce fragment permet I'étude de certains mécanismes liés au domaine C-ter de LRRK2,
mais qu’il ne se comporte pas comme la protéine entiere. Malgré tout, I'expression de ce fragment muté
G2019S dans la SNpc de rats était suffisante pour induire une perte significative des neurones DA, alors que
I'expression du fragment sauvage n’induisait pas de perte neuronale. Cette premiére étude a confirmé que le
domaine C-ter de LRRK?2 était suffisant a I'induction d’une toxicité dépendante de son activité kinase, aprés 25
semaines d’expression (Figure 26). Ainsi, la toxicité qu’il produirait in vivo mettrait en jeu son activité kinase

et plus particulierement le domaine WD40, domaine important pour les interactions protéine-protéine (Cresto
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et al. 2019). Avant d’aborder la question de l'interaction entre ce domaine C-ter de LRRK2 et I'asyn, notre
équipe avait optimisé ce fragment RCKWD40 en rajoutant les quelques AA nécessaires pour qu’il comporte la
S$1292 (S-ROC-COR-KIN-WD40). Cette S1292 est trés couramment utilisée pour suivre I'évolution de I'activité
kinase de LRRK2. En effet, sa phosphorylation est directement proportionnelle a I'activité kinase de LRRK2, et
elle est donc augmentée par la mutation G2019S et diminuée par I'abolition de son activité kinase (Longo et
al. 2017; Sheng et al. 2012). De plus, la substitution de cet AA diminue la toxicité du mutant G2019S, ce qui
suggere un réle important de cette S1292 dans la pathologie liée a LRRK2 (Sheng et al. 2012).

La co-expression de ce fragment optimisé, muté G2019S, avec I'asyn A53T dans la SNpc de rat induisait
une augmentation significative de la mort neuronale induite par I'asyn A53T apres 15 semaines d’expression
(Figure 28) (Cresto et al. En préparation). Une interaction fonctionnelle entre I'asyn et LRRK2 avait déja été
montrée dans la littérature (revue, Cresto et al., 2019). L’étude de notre équipe a permis de démontrer que le
domaine C-ter de LRRK2 était suffisant pour que cette interaction fonctionnelle ait lieu. Au cours de ma these,
nous avons abordé la question du mécanisme par lequel ALRRK2 G2019S potentialisait la mort cellulaire

induite par I'asyn, en nous concentrant en particulier sur les dysfonctionnements mitochondriaux.

1. Absence de toxicité de ALRRK2 et de I'asyn in vitro

Pour étudier in vitro le mécanisme de |'interaction fonctionnelle entre I'asyn et ALRRK2, nous avons
transduit des neurones primaires de cortex de rat avec des LV codant pour I'asyn WT/A53T et ALRRK2
WT/G2019S/DK. L'emploi de ces 3 formes différentes de ALRRK2 avait pour but de pouvoir distinguer si les
effets observés étaient liés a I'activité kinase du fragment ou pas. Apres avoir confirmé que cette méthode
permettait une bonne expression des deux protéines dans les neurones, nous avons évalué la viabilité
cellulaire ainsi que I’lhoméostasie mitochondriale par la mesure du taux d’ATP et du potentiel de membrane
mitochondrial. Nous n’avons cependant pu mettre en évidence, ni de toxicité de I'asyn A53T par rapport a
I'asyn WT, ni d’effet de la co-expression des différentes formes de ALRRK?2.

Nous avons supposé que cela pourrait étre di a I'absence du contexte dopaminergique dans nos
cultures. En effet, la dégénérescence préférentielle des neurones DA de la SNpc dans la MP pourrait
s’expliquer en partie par le fait que les neurones dopaminergiques sont particulierement exposés a des ROS
provenant du métabolisme de la DA cytosolique (Tabrez et al. 2012). Nous avons donc cherché a reproduire
artificiellement ce stress oxydant dans les neurones primaires de cortex, en nous basant sur I’'hypothése
mitochondriale de la MP. Cette derniére vient de plusieurs observations, notamment la démonstration d’un
déficit sélectif du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale chez des patients atteints de la MP
(Mizuno et al. 1989; Schapira et al. 1990). De plus, chez I'homme, I'inhibition sélective de ce complexe | par
des toxines mitochondriales comme le MPTP ou la roténone induit une dysfonction mitochondriale, et

notamment un stress oxydant, induisant la dégénérescence sélective des neurones DA de la SNpc et un
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syndrome parkinsonien (Langston et Ballard 1983; Schapira 2008). Ces toxines mitochondriales sont donc un
tres bon outil pour reproduire in vitro un stress oxydant pertinent dans le contexte de la MP.

Le MPTP nécessitant la présence du transporteur dopaminergique pour pénétrer dans les cellules
(Goldman 2014), nous avons décidé d’utiliser de la roténone. Cependant ni un stress aigu ni un stress
chronigue nont permis de révéler de sensibilité différentielle, ni de I'asyn A53T par rapport a I'asyn WT, ni de
ALRRK2. Nous pensions observer a minima une toxicité de I'asyn A53T par rapport a I'asyn WT. En effet, en
2012, Butler et collaborateurs avaient employé un modele similaire au notre pour étudier la toxicité de I'asyn
in vitro. lls avaient surexprimé I'asyn A53T dans des cultures primaires de neurones corticaux de rat, en les
infectant a 1 DIV avec des LV. Apres 6 jours d’expression, I'asyn A53T n’induisait pas de mort cellulaire. lls
avaient donc traité les cellules avec 1uM de roténone pendant 16h, et avaient observé une diminution
significative de la viabilité cellulaire dans les cellules co-exprimant I'asyn A53T et le GFP par rapport a des
cellules exprimant uniquement du GFP (Butler et al. 2012). Cependant, leur étude a été réalisée dans des
neurones non matures (< 10 DIV), et la concentration de roténone gu’ils ont utilisée était tres élevée. Entre
nos mains, une exposition de 24h a 100nM de roténone était déja suffisante pour induire une trés forte mort
cellulaire (~75%). La différence de maturité entre nos deux modéles pourrait peut-étre expliquer cette
différence de sensibilité a la roténone et a I'asyn A53T. Notre choix de travailler dans des neurones matures
était motivé par la volonté de nous placer dans les conditions les plus proches possibles de la physiologie du
cerveau adulte. Il a en effet été montré que les neurones primaires matures présentaient des différences
fonctionnelles avec les neurones immatures, notamment qu’ils utilisaient des mécanismes moléculaires
différents pour I'apoptose (Lesuisse et Martin 2002). Il y aurait aussi des différences dans la fonctionnalité
synaptique en fonction de la maturité neuronale. Dans des cultures primaires de neurones corticaux de rats,
I'expression de la synaptophysine (marqueur pré-synaptique) et de PSD-95 (marqueur post-synaptique) est
bien plus faible lorsqu’ils sont immatures (5 DIV) que lorsqu’ils sont matures (12 DIV) ce qui indique un
développement des synapses au cours de la maturation des neurones en culture (Chang et Reynolds 2006).
De plus, les neurones ne présentaient pas d’activité synaptique a 5 DIV alors qu’elle était apparente a 14 DIV
(Chang et Reynolds 2006). L'asyn étant une protéine pré-synaptique, il nous semblait plus pertinent d’étudier
sa toxicité dans des neurones présentant des synapses matures.

Dans des cultures primaires d’astrocytes de rats immortalisés, il a été montré que la surexpression de
I'asyn (par transfection) WT et A53T induisait une augmentation de I'expression de la protéine pro-
apoptotique Bax aprés 6h d’exposition a 50nM de roténone par rapport a des cellules controle exprimant la
GFP. Cependant I'asyn WT et A53T entrainaient la méme toxicité dans ce modeéle (Erustes et al. 2017). Une
autre étude a montré que I'asyn WT et A53T induisaient une diminution significative du nombre de neurones
TH+ dans des cultures primaires de mésencéphale de rat, mais sans aggravation par la mutation A53T par

rapport a la forme sauvage (Koch et al. 2015).
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Il est donc possible qu’in vitro, la toxicité de I'asyn ne soit due qu’a sa surexpression (de maniere
cohérente avec la toxicité induite par 'augmentation de I'expression de I'asyn chez les patients présentant
des triplications de SNCA (Singleton et al. 2003)) et que la toxicité accrue de la mutation A53T ne soit retrouvée
gue dans un contexte in vivo, ou I'environnement cérébral est plus complexe et les temps d’incubation bien
plus longs. En effet, si les cultures neuronales in vitro sont un excellent outil pour étudier divers mécanismes
cellulaires, elles présentent cependant l'inconvénient de ne pas reproduire la totalité de I'environnement
cérébral. Les neurones corticaux de rats ont une activité synaptique en culture, en particulier lorsqu’ils sont
cultivés dans du BrainPhys™ (Bardy et al. 2015), mais les synapses tripartites formées entre les neurones et
les astrocytes sont essentielles au fonctionnement synaptique normal. Bien qu’il y ait des astrocytes dans les
cultures primaires, il est possible gu’ils n’interagissent pas de maniére physiologique avec les neurones et
n’assurent pas leurs fonctions de maniere optimale. L’absence de structure 3D et de vaisseaux sanguins, ainsi
que des autres cellules gliales, modifie également la physiologie des cultures in vitro. Les neurones en culture
ne récapitulent donc pas la totalité des fonctions des neurones in vivo.

En ce qui concerne LRRK2, une étude a montré que des drosophiles transgéniques exprimant LRRK2
G2019S présentaient une plus forte sensibilité a la roténone que les drosophiles exprimant LRRK2 WT (Ng et
al. 2009), mais pour les raisons que |'on vient de citer, il est difficile de comparer les modeéles in vivo et in vitro,
d’autant plus que notre étude utilise le fragment C-ter de LRRK2 et non sa forme entiére.

Malgré les différentes conditions expérimentales testées (avec ou sans roténone, traitements aigus
ou chroniques, changement de milieu pour des conditions de culture plus proches de la physiologie), nous
n’avons pas réussi a retrouver in vitro I'laugmentation de la toxicité de I'asyn A53T induite par ALRRK2 G2019S
in vivo. Nous avons donc généré des constructions permettant I'expression de la protéine LRRK2 entiere, et

les avons comparées a ALRRK2 sur le plan biochimique, afin d’essayer de comprendre 'origine de ces résultats.

Il. Différences d’expression et d’activité entre ALRRK2 et LRRK2

A. Expression

Nous avons donc transfecté les différentes formes de ALRRK2 et de LRRK2 dans des cellules HEK, puis
nous avons réalisé des western blots sur les extraits protéiques totaux afin de comparer I'expression de
ALRRK2 a celle de la protéine entiéere, ainsi que de différents marqueurs liés a 'activité kinase de LRRK2.

Cette comparaison dans des cellules HEK (Figure 39), ainsi que nos données obtenues dans les cultures
primaires (Figure 2 du papier 3) nous ont permis de remarquer que, si ALRRK2 avait le méme niveau
d’expression quelle que soit sa mutation, en revanche la forme DK de LRRK2 entiére s’exprimait moins bien
que les formes WT et G2019S. Il a été montré in vivo que des souris exprimant un variant sans activité kinase

de LRRK2 présentaient une diminution de la protéine totale (Herzig et al. 2011), ce qui suggere que I'expression
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de LRRK2 pourrait étre régulée par son activité kinase. Un autre argument allant dans ce sens est le fait que
I'inhibition prolongée de I'activité kinase de LRRK2 induit une diminution de la protéine totale (Fuji et al. 2015;
Herzig et al. 2011; Lobbestael et al. 2016; Skibinski et al. 2014). Une explication possible serait que le blocage
de I'activité kinase de LRRK2 serait associé a la diminution de la phosphorylation de sa S935, ce que nous avons
montré pour LRRK2 DK a la fois dans les HEK et dans les neurones. Or la pS935 serait nécessaire pour
I'interaction de LRRK2 avec les protéines 14-3-3, qui controleraient la localisation cellulaire de LRRK2 (Dzamko
et al. 2010; Mamais et al. 2014; Nichols et al. 2010). Il a été montré que la perturbation de cette interaction
induirait I'accumulation de LRRK2 dans des « pools » cytoplasmiques (Dzamko et al. 2010; Nichols et al. 2010)
et augmenterait son ubiquitination et sa dégradation (Zhao et al. 2015). Il serait donc possible que la
diminution de I'expression de LRRK2 en présence de la double mutation bloquant son activité kinase soit liée
a une augmentation de sa dégradation. Cela pourrait expliquer que son niveau d’expression soit plus faible
que celui de LRRK2 WT et G2019S, qui sont toutes deux fortement phosphorylées au niveau de cette S935. De
plus, ALRRK2 DK, qui ne possede pas cette S935, a le méme niveau d’expression que ALRRK2 WT et G2019S,
dans les HEK comme dans les neurones, ce qui irait dans le sens d’un réle de la présence de ce résidu dans la
régulation de I'expression de LRRK2.

Cependant, il a aussi été montré que la substitution de la S935 par une alanine, empéchant sa
déphosphorylation, n’empéchait pas la diminution de I'expression de LRRK2 induite par linhibition
pharmacologique de son activité kinase (Lobbestael et al. 2016), ce qui signifie que le mécanisme de régulation
de I'expression de LRRK2 est probablement bien plus complexe que cela. Quoiqu’il en soit, la plus faible
expression de LRRK2 DK par rapport a LRRK2 WT et G2019S peut donc poser un probléme d’interprétation des
résultats, car il est difficile de discriminer entre des effets liés au niveau d’expression de la protéine et des
effets liés a la diminution de I'activité kinase. Il serait donc intéressant par la suite d’utiliser un autre controle
de I'activité kinase de LRRK2, en traitant les cellules transduites avec un inhibiteur, comme le MLi-2 par

exemple.

B. Activité/phosphorylation

En ce qui concerne I'activité kinase de ALRRK2 et de LRRK2, ces expériences nous ont permis de montrer
gue LRRK2 était effectivement phosphorylée sur sa S1292, et ce de maniére proportionnelle a son activité
kinase, mais nous n"avons pas détecté de pS1292 avec ALRRK2. Il est possible que la phosphorylation de LRRK2
sur cette sérine soit difficile a détecter car I'autophosphorylation de LRRK2 est relativement faible (Anand et
al. 2009; Christensen, Smith, et Williamson 2017). Il serait donc possible que la phosphorylation de ALRRK2
sursa S1292 soit en dessous du seuil de sensibilité de la technigue de western blot. Une autre hypothese serait
que la phosphorylation de cette sérine nécessiterait qu’elle soit incluse dans la totalité du domaine LRR de
LRRK2.
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Une autre méthode couramment utilisée pour étudier I'activité kinase de LRRK2 est la mesure de la
phosphorylation de son substrat Rab10, qui serait proportionnelle a son activité kinase (Fan et al. 2018) bien
gu’il y ait des résultats contradictoires (Liu et al. 2018). Dans |'article 1, nous avions montré que ALRRK2 ne
semblait pas interagir avec, et ne phosphorylait pas, Rab10 (Annexe |, Figure supplémentaire 2). En revanche,
le fragment optimisé avec la $1292 semble tres légérement phosphoryler Rab10, mais dans une bien moindre
proportion que la protéine entiere (Figure 39). Cela est cohérent avec la littérature, car il a été montré que
lorsque les S910 et 935 étaient déphosphorylées, I'interaction de LRRK2 avec Rab10 était plus faible et sa
phosphorylation n’avait pas lieu, ce quiimpligue que le domaine N-ter (manquant a ALRRK2) doit étre essentiel
a I'interaction avec Rab10 (Steger et al. 2017). ALRRK2 semble donc présenter une activité kinase (montrée
par I'étude au 32P du papier 1 et par la légére phosphorylation de Rab10), mais plus faible que celle de la
protéine entiére. Cela pourrait participer au fait que I'on ne retrouve pas la toxicité de ALRRK2 G2019S dans
les neurones in vitro. De plus I'absence du domaine N-ter induit la perte de l'interaction avec certains
partenaires, comme Rab10 et les protéines 14-3-3, et diminuerait alors le spectre de I'activité du fragment.
Couplé avec le fait que I'on travaille in vitro, tous ces parametres pourraient diminuer les effets de ALRRK2.

En effet, un autre facteur qui pourrait expliquer les disparités entre I'effet de ALRRK2 et LRRK2 in vivo
et in vitro est le fait que le contexte cérébral semble extrémement important dans la pathologie liée a LRRK2.
Il a été montré que I'expression cérébrale de LRRK2 était relativement faible par rapport a son expression dans
les reins ou les poumons (Roosen et Cookson 2016). Cependant, la pathologie induite par les mutations de
LRRK2 est restreinte au cerveau, et il a été montré que la protéine LRRK2 extraite du cerveau de souris
transgéniques BAC exprimant LRRK2 avait une activité kinase plus élevée que la protéine LRRK2 extraite des
poumons de ces mémes animaux (Li et al. 2007). Ces données suggerent une activité de LRRK2 spécifique dans
le cerveau par rapport aux autres organes, et soulignent I'importance du contexte cérébral dans la pathologie
lite a LRRK2. Il est donc possible que ALRRK2 G2019S ne soit toxique que dans un contexte cérébral complet
gue nous ne reproduisons pas in vitro. Dans ces conditions, I'étude in vitro de |'effet de ALRRK2 nous semblait
difficile, car nous ne saurions jamais si I'absence de toxicité était due a une innocuité du fragment ou a la perte
d’interacteurs essentiels a sa pathogénicité. Nous avons donc décidé de mettre un terme a |'étude in vitro de

ALRRK2 et de nous concentrer sur la protéine entiere.

IV. Effets in vitro de I'expression de LRRK2

A. LRRK2 et phosphorylation de I'asyn

Notre objectif était donc de voir si LRRK2 était capable de moduler la toxicité de I'asyn dans des
neurones in vitro. Nous voulions particulierement aborder les mécanismes mitochondriaux de cette toxicité,

car la mitochondrie est au centre de la physiopathologie de la MP.
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Apres avoir établi que nos constructions permettaient I'expression d’une protéine LRRK2 avec une
activité kinase modulée par les différents variants, nous avons utilisé des LV pour les co-exprimer avec I'asyn
A53T, en utilisant un LV-LacZ comme contréle de charge virale. Aprés 13 jours d’expression (14 DIV) nous
avons confirmé par western blot et par immunofluorescence que les deux protéines s’exprimaient bien dans
les neurones. LRRK2 avait plutdét une expression somatique, alors que l'asyn s’exprimait plutdét dans les
neurites. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature, puisque I'asyn est une protéine pré-
synaptique (lwai et al. 1995; Luc Maroteaux, Campanelli, et Scheller 1988) alors que LRRK2 est plut6t
somatique (Smith, Pei, et al. 2005; West et al. 2014b).

Comme la phosphorylation de I'asyn au niveau de sa S129 est fortement augmentée dans la MP, nous
avons ensuite évalué si nous pouvions détecter ce marqueur pathologique dans notre modeéle. Nous avons
ainsi pu observer par immunofluorescence que la surexpression de I'asyn A53T était associée a |'apparition
d’un marquage pS129+ neuronal diffus, préférentiellement au niveau somatique. Le comptage du nombre de
neurones positifs pour la pS129 par rapport au nombre de neurones total (identifiés par un marquage NeuN)
nous a permis de montrer que la proportion de neurones pS129+ était significativement augmentée par la co-
expression de LRRK2 G2019S. Cette augmentation n’était pas retrouvée avec la forme WT, et elle était bloquée
lorsque l'activité kinase de LRRK2 G2019S était inhibée par l'ajout de la mutation D1994 (DK). Cette
augmentation du marquage pour I'asyn pS129 n’était pas associée a de la mort cellulaire. Ces résultats
semblent indiquer que LRRK2 G2019S augmenterait, de maniere directe ou indirecte, la phosphorylation de
I'asyn. D’apres la littérature, il est cependant trés improbable que LRRK2 phosphoryle directement I'asyn.

De plus, plusieurs études ont montré un effet de LRRK2 G2019S sur la phosphorylation de I'asyn. Le
premier est celui de Lin et collaborateurs, publié en 2009. En effet, ils ont montré par western blot une
diminution significative de 'asyn pS129 totale dans les homogénats de cerveaux de souris double
transgéniques asyn A53T/ LRRK2 G2019S agées de 1 mois par rapport a des souris exprimant uniguement
I'asyn A53T. Cet article a également montré une augmentation de la relocalisation somatique de I'asyn dans
le ST des souris asyn A53T/ LRRK2 G2019S ainsi qu’une augmentation de I'asyn insoluble (Lin et al. 2009). Pour
résumer, ils ont montré que LRRK2 G2019S augmentait la redistribution somatique de I'asyn, favorisant son
agrégation et diminuant la quantité d’asyn pS129 soluble chez des animaux agés de 1 mois. Dans notre modeéle
de neurones in vitro, nous n’avons pas observé d’agrégats d’asyn. En revanche, nous avons observé une
augmentation du nombre de neurones présentant un marquage asyn pS129 diffus en présence de LRRK2
G2019S. Cette localisation somatique de la pS129 asyn, par opposition a I'asyn qui était plutot localisée dans
les neurites, semble indiquer une redistribution de I'asyn phosphorylée. Il est possible que le modéle de Lin et
collaborateurs soit plus sévere que le notre, puisqu’ils ont retrouvé une mort cellulaire significative chez les

animaux co-exprimant I'asyn A53T et LRRK2 G2019S. Si I'on considére que notre modéle est plutot précoce,
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alors I'accumulation somatique d’asyn pS129 pourrait précéder son agrégation, et ce phénomeéne entrainerait
la diminution de I'asyn pS129 soluble observée par Lin et collaborateurs car elle serait piégée dans les agrégats.

D’autres études ont également montré une augmentation de I'asyn pS129 en présence de LRRK2
G2019S. Chez des animaux exprimant LRRK2 G2019S, il a été montré gu’il y avait une augmentation
significative des inclusions positives pour I'asyn pS129 dans la SNpc, 1 mois aprés 'injection de fibres d’asyn
(Laura A. Volpicelli-Daley et al. 2016). Ces résultats ont également été reproduits dans des neurones primaires
issus de souris transgéniques exprimant LRRK2 G2019S (Bieri et al. 2019; Volpicelli-daley et al. 2016). De
maniere surprenante, une autre équipe a confirmé ces observations dans des neurones primaires
d’hippocampe de souris G2019S, mais pas dans des cultures primaires de mésencéphale, suggérant un réle
important de I'environnement cellulaire dans la pathologie liée a I'asyn (Henderson et al. 2018).

Le réle exact de la phosphorylation de I'asyn a sa S129 n’est pas trés bien compris, car des résultats
discordants ont été obtenus par différentes équipes (Buck et al. 2015; Oueslati et al. 2013; Sato et al. 2011).
Cependant, il a été suggéré que cette modification post-traductionnelle pourrait étre impliquée dans
I'adressage de I'asyn aux systémes de dégradation (Machiya et al. 2010). De plus, il a été montré que dans les
neurones, le processus de dégradation par autophagie passait par un transport rétrograde des
autophagosomes le long de I'axone jusqu’au soma, ou ils fusionnent avec les lysosomes pour que leur cargo
soit dégradé (Maday et Holzbaur 2016). Si la pS129 était bien un signal d’adressage de I’asyn aux systémes de
dégradation, alors cela pourrait expliquer la relocalisation somatique que nous avons observée dans les
neurones. En conditions pathologiques, une altération de la dégradation de cette asyn phosphorylée pourrait
mener a son accumulation et a la formation des CL caractéristiques. Il a en effet été montré qu’a la fois I'asyn
A53T et LRRK2 G2019S pouvaient bloguer le processus d’autophagie (Cuervo et al. 2004; Orenstein et al.
2013). Nous n’avons pas observé d’agrégats d’asyn dans les neurones a 14 DIV. Il est possible que ce
phénomene d’agrégation nécessite une période d’incubation plus longue pour se mettre en place. D’autres
éléments, que nous avons déja détaillés dans la discussion de larticle 3, pourraient expliquer cette
observation. Notamment, le fait que I'asyn de rongeur présente physiologiquement une thréonine en position
53 pourrait rendre cette espece moins sensible a la toxicité de I'asyn A53T humaine, et effectivement cette
derniére est plus toxique chez des animaux KO pour I'asyn que chez des animaux sauvages (Cabin et al. 2005).
De plus, comme nous I'avons expliqué précédemment avec ALRRK2, il est probable que I'absence de structure
tridimensionnelle, des vaisseaux sanguins et de la glie dans les cultures in vitro par rapport a I’'environnement
cérébral diminue la pathologie induite par I'asyn.

Quoiqu’il en soit, méme si I’'expression de I'asyn A53T et de LRRK2 dans des neurones primaires de rat
n’induit pas de mort cellulaire, la relocalisation somatique de I'asyn pS129 et le fait que LRRK2 G2019S
augmente d’'une maniere dépendante de son activité kinase le nombre de neurones pS129+ indique

I'existence d’un mécanisme pathogene influencé par LRRK2.
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B. LRRK2 et mitochondrie

Nous avons ensuite voulu savoir si cette augmentation de I'asyn pS129 était associée a une dysfonction
mitochondriale. Pour cela, nous avons évalué deux grands aspects de I'homéostasie mitochondriale : le
métabolisme énergétique et la dynamique.

En ce qui concerne le métabolisme énergétique, nous n’avons pas observé de différences dans le taux
d’ATP, le potentiel de membrane mitochondrial, ni la respiration. Pour mesurer la respiration cellulaire, nous
avons utilisé une machine, le seahorse (Agilent), qui permet la mesure du taux de consommation de I'oxygene
en temps réel par des cellules vivantes. La respiration basale est d’abord mesurée, puis des drogues
mitochondriales sont ajoutées une a une afin d’évaluer la contribution des différents composants de la chaine
respiratoire au taux de consommation de I'O,. Au cours de ma thése, nous avons eu accés a un seahorse XFp,
permettant la mesure de la respiration dans des plaques 8 puits. Nous sommes actuellement en train de
répéter ces études de respiration avec un seahorse XF96, permettant la mesure de la respiration dans des
plagues 96 puits, ce qui nous permet de comparer 3 conditions différentes en méme temps (asyn A53T + LacZ
vs asyn A53T + LRRK2 G2019S vs asyn A53T + LRRK2 DK). Pour plus de détails sur le fonctionnement du

seahorse, voir https://www.agilent.com/en/products/cell-analysis/how-seahorse-xf-analyzers-work.

Cependant, maintenir un taux d’ATP et un potentiel de membrane mitochondrial stables est vital pour
les cellules (Zorova et al. 2018). Il n"est donc pas surprenant qu’en I'absence de mort cellulaire, ces parametres
ne varient pas. Il a déja été montré que la surexpression de I'asyn dans des neurones primaires entrainait une
diminution significative du taux d’ATP, ce que nous ne reproduisons pas. Cependant, cette étude mesurait le
taux d’ATP 6 jours post-transfection (Choubey et al. 2011) alors que nous avons étudié 'homéostasie
mitochondriale apres 12 jours d’expression des transgenes. De plus, cette étude a été faite dans des neurones
non matures (< 10 DIV), ce qui rend la comparaison avec notre modele d’autant plus difficile, car cette
différence de maturité implique des différences des cellules dans la réponse aux stimuli. En particulier, il a été
montré que les mitochondries des neurones immatures avaient des propriétés différentes de celles des
neurones matures, afin de s’adapter a la forte demande énergétique induite par la synaptogenese
(augmentation de la vélocité et diminution de la taille) (Chang et Reynolds 2006).

En revanche, nous avons constaté que les cellules exprimant I'asyn A53T devaient produire plus d’ATP
mitochondrial, pour maintenir un taux d’ATP constant, que les cellules co-exprimant LRRK2 WT ou G2019S,
elles-mémes produisant plus d’ATP que les cellules co-exprimant I'asyn A53T et LRRK2 DK. Cela pourrait
indigquer que les cellules exprimant I"asyn A53T subiraient un stress, qui serait réduit par la co-expression de
LRRK2. Il serait possible que LRRK2 aide a maintenir ’lhoméostasie mitochondriale, et |le ferait de maniere plus
efficace quand son activité kinase est diminuée. Nous sommes partis du postulat que LRRK2 G2019S serait
toxique, alors que LRRK2 WT ne le serait pas. Le fait que nous utilisions un modele de surexpression est

cependant a prendre en compte dans cette réflexion. En effet, nous avons montré par des méthodes
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biochimiques que LRRK2 WT avait une activité kinase inférieure a celle de LRRK2 G2019S. Cependant, en
conditions de surexpression, |'activité cumulée de la protéine LRRK2 WT est potentiellement supérieure a celle
de la protéine endogéne. Cela pourrait altérer sa fonction physiologique et bloquer ou augmenter I'induction
de certaines voies de signalisation, d’'une maniéere qui pourrait se rapprocher de I'effet de la mutation G2019S.
Il est donc nécessaire d’envisager la possibilité que la surexpression de LRRK2 WT ne soit pas forcément
représentative de |'activité de la protéine en conditions physiologiques.

Le deuxiéme aspect de I'homéostasie mitochondriale que nous avons étudié est la dynamique des
mitochondries. En effet, dans les cellules les mitochondries forment un réseau et subissent en permanence
des phénomenes de fusion/fission. Il a notamment été montré que I'asyn A53T induisait une fission des
mitochondries (revue, Cresto et al., 2019) et une diminution de la protéine Mfn2 dans la moelle épiniére de
souris (Xie and Chung, 2012). Les données concernant |'effet de LRRK2 G2019S sur ces phénomenes de
fusion/fission sont en revanche plus contradictoires. En effet, LRRK2 serait capable de phosphoryler la protéine
DRP1, ce qui serait en partie responsable d’une fragmentation des mitochondries (Su et Qi 2013), et certains
papiers ont montré que LRRK2 G2019S augmentait I'expression de cette protéine (Ho et al. 2018; Wang et al.
2012). A linverse, d’autres études ont montré que LRRK2 interférait avec le recrutement de DRP1 a la
membrane mitochondriale externe (Bonello et al. 2019) et que c’était I'inhibition de son activité kinase qui
induisait une fission des mitochondries (Saez-Atienzar et al. 2014). L'effet de LRRK2 et de son activité kinase
sur la dynamique mitochondriale est donc débattu. Nous avons donc évalué par WB le niveau de
phosphorylation et d’expression de DRP1, ainsi que d’autres protéines impliquées dans les processus de fission
(Fis1) et de fusion (Mfn2) des mitochondries, mais nous n’avons observé aucune différence entre les
conditions. Bien que I'expression totale des protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale ne soit
pas altérée, il serait possible que l'asyn et LRRK2 aient quand méme un impact sur la dynamique
mitochondriale par d’autres mécanismes. En effet, il a également été suggéré que LRRK2 G2019S pourrait
augmenter la fission des mitochondries en augmentant la localisation de DRP1 a la mitochondrie sans modifier
son niveau d’expression (Niu et al. 2012; Y.-C. Su et Qi 2013). Nous sommes donc actuellement en train de
réaliser des comptages du nombre de neurones présentant des mitochondries fragmentées, afin d’étudier
I'effet de la co-expression de I'asyn A53T et de LRRK2 sur la morphologie des mitochondries. Comme les
données concernant I'effet de LRRK2 sur les phénomenes de fusion/fission des mitochondries sont
discordantes, il est possible que soit LRRK2 G2019S soit LRRK2 DK augmente la fission induite par I'asyn A53T.

Enfin, nous avons évalué la vitesse de déplacement des mitochondries dans des neurones jeunes (4-5
DIV), pour des raisons déja expliquées dans la discussion de I'article 3. Les mitochondries des neurones
immatures seraient plus mobiles afin de répondre aux plus fortes demandes énergétiques des neurones en
maturation, induites notamment par la synaptogenese (Chang et Reynolds 2006). Nous étions limités a I'étude
de 4 conditions différentes, et nous avions choisi de comparer la vitesse des mitochondries entre des cellules

transduites avec un LV LacZ comme contrble de I'effet de la transduction lentivirale, avec celles de cellules
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exprimant I’asyn A53T seule ou avec LRRK2 WT ou G2019S. Nous avons ainsi pu montrer que les mitochondries
des cellules co-exprimant LRRK2 (WT ou G2019S) avec I'asyn A53T se déplacaient en moyenne sur des
distances significativement plus grandes que celles des cellules exprimant seulement I'asyn A53T. Dans des
neurones dérivés d’iPS de patients, il a été montré que la mutation G2019S de LRRK2 retardait 'arrét des
mitochondries via une stabilisation de la protéine Miro (Hsieh et al. 2016). Cette derniére est une protéine de
la membrane mitochondriale externe qui permet I'ancrage des mitochondries aux moteurs moléculaires. Le
fait que les mitochondries se déplacent sur de plus grandes distances dans les cellules co-exprimant I'asyn
A53T et LRRK2 pourrait étre la conséquence de cet ancrage prolongé des mitochondries aux moteurs
moléculaires induit par LRRK2. Comme il a été expliqué précédemment, nous étions partis du postulat que
LRRK2 WT était le meilleur contrdle par rapport a LRRK2 G2019S, mais le fait qu’il soit surexprimé pourrait
quand méme induire des effets au-dela de sa fonction physiologique, et donc prolonger I'ancrage des
mitochondries aux moteurs moléculaires d’une maniere semblable a LRRK2 G2019S. Il a également été
suggéré que la toxicité de LRRK2 serait liée a son niveau d’expression plutdt qu’a son activité kinase (Skibinski
et al. 2014), ce qui serait cohérent avec le fait que LRRK2 WT et G2019S ont les mémes effets a la fois sur la
production d’ATP mitochondrial et la distance de déplacement des mitochondries.

Au regard de ces résultats obtenus sur la production d’ATP mitochondrial, il aurait sans doute été plus
intéressant de remplacer le groupe asyn A53T + LRRK2 WT par un groupe asyn A53T + LRRK2 DK. Nous sommes

donc actuellement en train de refaire cette expérience avec ces nouveaux groupes.
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Chapitre V. Conclusion

Nous avons donc montré que la surexpression du fragment C-ter de LRRK2, avec la mutation G2019S,
était suffisant a induire une toxicité in vivo, et qu’il pouvait également potentialiser la neurodégénérescence
induite par I'asyn A53T chez le rat. Nous n’avons cependant pas reproduit ces effets in vitro dans ces cultures
primaires de neurones corticaux de rats, ce qui suggére que, si le domaine C-ter est suffisant pour induire une
toxicité in vivo, ce n"est pas le cas dans le modéle in vitro que nous avons mis en place. La comparaison de
I'activité kinase de ALRRK2 avec celle de la protéine entiére nous a poussés a modifier notre étude afin de
travailler avec LRRK2 entiére.

Nous avons ainsi montré dans des neurones primaires de rat que LRRK2 G2019S augmentait
I'accumulation somatique d’asyn pS129 d’une maniere dépendante de son activité kinase, confirmant
I'existence d’une interaction fonctionnelle entre I'asyn et LRRK2 dans ce modeéle. Bien que ce stress n’induisait
pas de toxicité mitochondriale marquée, et que les mitochondries étaient globalement capables de maintenir
leur homéostasie, nous avons observé des différences dans le taux de production d’ATP et la distance
moyenne parcourue par les mitochondries, entre les cellules exprimant I'asyn A53T seule et celles co-
exprimant des formes enzymatiquement actives de LRRK2. Ces données semblent indiquer un stress
mitochondrial modéré, ce qui est cohérent avec l'absence de mort cellulaire. Ce modele, avec une
accumulation somatique d’asyn pS129 sans agrégation, et une compensation du stress par les mitochondries,
pourrait étre envisagé comme un modele précoce et peu sévére de la MP. |l serait trés intéressant d’étudier
plus en profondeur 'effet de I'asyn et de LRRK2 sur la mitochondrie, et d’étudier si ces effets sont réversibles
par l'inhibition de l'activité kinase de LRRK2. En effet, si cette derniere permettait de bloquer des effets
précoces de la co-expression de I'asyn et de LRRK2, alors cela renforcerait leur intérét dans la prise en charge

de la MP, des les stades les plus précoces.
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Chapitre VI. Perspectives

I. La mitochondrie : aller plus loin

Comme il a été dit dans la discussion, nous sommes actuellement en train de refaire les expériences de
mesure de la vélocité des mitochondries a 4-5 DIV, afin de comparer I'effet de LRRK2 DK sur la distance
parcourue par les mitochondries en présence d’asyn A53T, par rapport a LRRK2 G2019S ou a un contréle.
Notre hypothése est que les formes enzymatiquement actives de LRRK2 (WT et G2019S) pourraient retarder
I'arrét des mitochondries en stabilisant la protéine Miro, une protéine de la membrane mitochondriale externe
qui permet I'ancrage des mitochondries aux moteurs moléculaires. Si cet effet était dépendant de I'activité
kinase de LRRK2, il serait bloqué par la forme DK. Il serait également intéressant de réaliser un fractionnement
sur des lysats totaux de neurones et de regarder la présence de Miro dans la fraction enrichie en mitochondries
par rapport a la fraction cytosolique. Ce fractionnement nous permettrait également d’étudier plus en détails
I'expression de protéines impliquées dans les phénomenes de fusion/fission des mitochondries comme par
exemple DPR1. En effet, il semblerait que LRRK2 puisse impacter la localisation mitochondriale de DRP1
(Bonello et al. 2019; Niu et al. 2012; Su et Qi 2013). Nous sommes également en train de quantifier la
fragmentation des mitochondries dans des neurones a 14 DIV. D’apreés la littérature, la co-expression de I'asyn
et de LRRK2 devrait induire une fragmentation des mitochondries, qui pourrait étre diminuée par I'expression

de LRRK2 DK si cet effet était dépendant de I'activité kinase de LRRK2.

II. Autophagie

Comme nous |'avons expliqué en introduction, I'autophagie est un des grands mécanismes cellulaires
qui est altéré dans la MP. Nous avons observé une accumulation somatique d’asyn pS129 dans les neurones
surexprimant l'asyn A53T. Le nombre de neurones présentant ce marquage était augmenté par la co-
expression de LRRK2 G2019S, ce qui pourrait suggérer une altération des mécanismes de dégradation dans les
neurones, dépendante de I'activité kinase de LRRK2. Il serait donc intéressant d’étudier plus en détail
I'autophagie dans notre modele, afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothése. De plus, il serait intéressant
de reproduire cette expérience en traitant les cellules co-transduites avec un inhibiteur de I'activité kinase de
LRRK2, comme le MLi-2 (Fell et al. 2015), afin de confirmer I'implication de I'activité kinase de LRRK2 dans
I'augmentation du marquage asyn pS129. Comme il a été suggéré que la quantité de protéine LRRK2 pourrait
étre toxique, au-dela de son activité kinase, le lien entre asyn et LRRK2 pourrait étre lié a I"homéostasie
protéique plutot qu’a un mécanisme de phosphorylation, ce qui renforce I'intérét d’étudier le fonctionnement

de la machinerie de dégradation dans notre modele. Une autre thése est actuellement en cours sur ce sujet,
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avec pour objectif d’étudier I'effet de la co-expression de I'asyn et de LRRK2 sur le flux autophagique dans des

neurones primaires.

[Il. Expression de LRRK2 et interaction avec les protéines 14-3-3

L’observation de la plus faible expression de LRRK2 DK par rapport aux formes WT et G2019S nous a
beaucoup intéressé. Le fait que cette différence ne soit pas retrouvée avec ALRRK2 pourrait signifier que le
fragment N-ter serait impliqué dans la régulation de I'expression de LRRK2. Lorsque nous avions mis au point
les doses de LV a utiliser pour exprimer LRRK2, nous n’avions testé que deux doses (10 et 20ng de LV/100.000
cellules), sur la base des tests que nous avions réalisés précédemment avec ALRRK2. Nous avions ainsi pu
constater qu’a chacune de ces doses I'expression de LRRK2 DK était bien plus faible que celle des autres formes
de LRRK2. Il serait cependant intéressant de répéter ces expériences avec une plus large gamme de doses. De
plus, il semble exister un lien entre la pS935, I'interaction avec les protéines 14-3-3, et la localisation cellulaire
de LRRK2. Il serait donc intéressant de regarder plus en détail I'expression de ces protéines dans notre modele,
et essayer de comprendre si elles sont vraiment liées a la plus faible expression de LRRK2 DK ou si cette
protéine s’exprime moins bien pour d’autres raisons (mauvais repliement par exemple). La aussi, les
inhibiteurs de LRRK2 pourraient s’avérer utiles afin de confirmer ou d’infirmer nos hypotheses. Nos résultats
préliminaires (non montrés) semblent indiquer que le traitement des neurones primaires de rat co-exprimant
I'asyn et LRRK2 par 300nM de MLi-2 pendant 24h diminuerait I'expression de LRRK2 WT et G2019S. Le niveau
d’expression de LRRK2 DK par rapport aux cellules traitées par le véhicule ne semblait pas modifié, mais cela
est plus difficile a évaluer de par son plus faible niveau d’expression. Des expériences de co-
immunoprécipitation de LRRK2 et des protéines 14-3-3 pourraient également nous indiquer si la forme DK

interagit moins avec les protéines 14-3-3 et si cette interaction est modifiée par les inhibiteurs de LRRK2.

IV. Astrocytes

Les astrocytes sont de plus en plus étudiés dans le contexte des maladies neurodégénératives. Il a
notamment été montré par des études post-mortem qu’ils pouvaient accumuler de I'asyn dans la MP
(Wakabayashi et al. 2000). Il a récemment été montré dans des astrocytes dérivés d’iPS de patients porteurs
de la mutation G2019S de LRRK2 gu’il y avait une altération de I'autophagie et une acccumulation d’asyn par
rapport a des astrocytes controle. La co-culture de neurones DA dérivés d’iPS contréles avec ces astrocytes
G2019S entrainait le transfert de I'asyn anormale des astrocytes vers les neurones, et une diminution du
nombre de neurones DA, indiquant un rdle des astrocytes dans la pathologie liée a LRRK2 (di Domenico et al.
2019). Il serait donc intéressant d’étudier le réle des astrocytes dans I'augmentation de I'asyn pS129 observée
en présence de LRRK2 G2019S. Il serait possible de réaliser des cultures primaires d’astrocytes purs, de les
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infecter avec les LV-LRRK2 et de les mettre au contact de cultures de neurones purs transduits avec le LV-asyn
AS53T. Ce dispositif permettrait de comparer la phosphorylation de I'asyn en présence d’astrocytes exprimant
les différentes formes de LRRK2, et de voir si I'on retrouve 'augmentation du nombre de neurones positifs
pour la pS129 lorsque ce sont les astrocytes spécifiguement qui expriment LRRK2 G2019S. Des études

préliminaires sont actuellement en cours sur des cultures primaires d’astrocytes.

V. ALRRK2

Avec le recul, nous avons réalisé que les paramétres mesurés dans la premiere partie de notre étude,
qui n"étaient pas impactés par les différentes formes de ALRRK2, n’étaient pas modifiés non plus par les
différents mutants de la protéine entiere (viabilité cellulaire, taux d’ATP, potentiel de membrane
mitochondrial). La comparaison biochimique de I'activité de ALRRK2 avec celle de I'activité de LRRK2 nous
avait laissé penser que ces résultats négatifs étaient dus a la faible activité du fragment, et donc sa faible
toxicité en dehors d’un contexte in vivo. Cela est possible. Cependant, maintenant que nous savons que la
protéine entiere n’impacte pas non plus ces parametres, mais qu’elle modulerait en fait ’lhoméostasie
mitochondriale d’une maniére bien plus subtile, il serait trés intéressant de reprendre les expériences avec
ALRRK2 et de mesurer son impact (en présence d’asyn A53T) sur la production mitochondriale d’ATP et sur la
dynamique mitochondriale. Ces données permettraient de mieux caractériser le réle des différents domaines

de LRRK2.

VI. In vivo

Comme nous I'avons expliqué dans la discussion, le contexte cérébral semble essentiel a la toxicité de
ALRRK2. Il serait donc tres intéressant de retourner vers le modeéle AAV développé par Noémie Cresto afin
d’étudier chez le rat I'effet de ALRRK2 et de I'asyn A53T sur I'lhoméostasie mitochondriale et le processus
autophagique. Il serait aussi intéressant de réaliser des injections de ces AAV dans le ST afin de pouvoir
disséquer cette structure et d’en extraire les protéines totales, pour réaliser des western blot. Une étude
biochimique permettrait de vérifier I'impact de la coexpression de l'asyn et de ALRRK2 sur différents
parametres, notamment |'expression des différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale et des
marqueurs de I"'autophagie (comme LC3 ou p62). Cela permettrait aussi de s’intéresser a I'activité kinase de
ALRRK?2 in vivo. En effet, nous n’avons pas ou peu mesuré de phosphorylation de Rab10 par ALRRK2 in vitro,
et nous n’avons pas détecté la pS1292, mais il est possible que le contexte in vivo apporte des résultats
différents.

L'étude in vivo de la protéine LRRK2 entiere dans la SNpc est plus difficile par une approche virale, car

elle nécessite 'emploi de LV qui ne transduisent qu’environ 30% de la SNpc. Une injection dans le ST, avec un
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LV-GFP pour pouvoir disséquer la zone transduite, permettrait en revanche d’effectuer un punch de ST dont

on pourrait extraire des protéines afin de réaliser des études biochimiques.
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Contributions scientifiques

I. Publications

G2019S mutant LRRK2 increases a-synuclein phosphorylation in primary neurons without overt mitochondrial
toxicity. En préparation.
Camille Gardier, Noémie Cresto, Marie-Claude Gaillard, Noélle Dufour, Alexis-Pierre Bemelmans, Emmanuel
Brouillet, Géraldine Liot

The C-terminal domain of LRRK2 with the G2019S mutation is sufficient to produce neurodegeneration of
dopaminergic neurons in vivo. Neurobiology of Disease, 2019.

Noémie Cresto, Marie-Claude Gaillard, Camille Gardier, Francesco Gubinelli, Elsa Diguet, Déborah Bellet,
Laurine Legroux, Julien Mitja, Gwenaélle Auregan, Martine Guillermier, Charléne Josephine, Caroline Jan,
Noelle Dufour, Alain Joliot, Philippe Hantraye, Gilles Bonvento, Nicole Déglon, Alexis-Pierre Bemelmans, Karine
Cambon, Géraldine Liot, Emmanuel Brouillet

The Unlikely Partnership Between LRRK2 and a-Synuclein in Parkinson's Disease. The European Journal of
Neuroscience, 2019.
Noémie Cresto*, Camille Gardier*, Francesco Gubinelli, Marie-Claude Gaillard, Géraldine Liot, Andrew B West,
Emmanuel Brouillet

Overexpression of the C-terminal fragment of LRRK2 harboring the G2019S substitution in substantia nigra
dopaminergic neurons increases the neurotoxicity of mutant A53T a-synuclein in vivo. En préparation.
Noémie Cresto, Camille Gardier, Marie-Claude Gaillard, Francesco Gubinelli, Charléne Josephine, Gwenaélle
Auregan, Martine Guillermier, Suéva Bernier, Caroline Jan, Pauline Gipchtein, Philippe Hantraye, Gilles
Bonvento, Karine Cambon, Géraldine Liot, Alexis-Pierre Bemelmans, Emmanuel Brouillet

. Participations a des congrés — posters

Alpha-synuclein and LRRK2’s cooperation in mitochondrial dysfunctions in Parkinson’s Disease (PD).
- “World Parkinson Congress”, 2019 — Kyoto, Japon
- “LRRK2 biennal meeting”, 2018 — Padoue, Italie
- “HOPE 2018” — Lille, France
- “Meetochondrie” 2017 & 2018 — France

LRRK2 et a-synucléine: complices toxiques pour les neurones dopaminergiques? Journée France Parkinson,
2017 — Paris, France.
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Abstract

The G2019S substitution in the kinase domain of LRRK2 (LRRK262%1%%) is the most prevalent mutation associated
with Parkinson’s disease (PD). Neurotoxic effects of LRRK2529'% are thought to result from an increase in its
kinase activity as compared to wild type LRRK2. However, it is unclear whether the kinase domain of
LRRK26291% s sufficient to trigger degeneration or if the full length protein is required. To address this question,
we generated constructs corresponding to the C-terminal domain of LRRK2 (ALRRK2). A kinase activity that
was increased by G2019->S substitution could be detected in ALRRK2. However biochemical experiments
suggested it did not bind or phosphorylate the substrate RAB10, in contrast to full length LRRK2. The
overexpression of ALRRK262°1 in the rat striatum using lentiviral vectors (LVs) offered a straightforward and
simple way to investigate its effects in neurons in vivo. Results from a RT-qPCR array analysis indicated that
ALRRK26291%5 |ed to significant mRNA expression changes consistent with a kinase-dependent mechanism. We
next asked whether ALRRK2 could be sufficient to trigger neurodegeneration in the substantia nigra pars
compacta (SNc) in adult rats. Six months after infection of the substantia nigra pars compacta (SNc) with LV-
ALRRK2"T or LV-ALRRK26%201% the number of DA neurons was unchanged. To examine whether higher levels
of ALRRK26%01% could trigger degeneration we cloned ALRRK2 in AAV2/9 construct. As expected, AAV2/9
injected in the SNc led to neuronal expression of ALRRK2VT and ALRRK2529%%5 at much higher levels than those
obtained with LVs. Six months after injection, unbiased stereology showed that AAV-ALRRK2%%9%% produced a
significant ~30% loss of neurons positive for tyrosine hydroxylase- and for the vesicular dopamine transporter
whereas AAV-ALRRK2YT did not. These findings show that overexpression of the C-terminal part of LRRK2
containing the mutant kinase domain is sufficient to trigger degeneration of DA neurons, through cell-
autonomous mechanisms, possibly independent of RAB10.

Highlights

e New LVs and AAVs were developed to study the effects of a C-terminal fragment of LRRK2 containing
the kinase domain
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e ALRRK2%291%produces molecular and cellular effects that are kinase activity-dependent
e Invivo, ALRRK2%29'% |eads to DA neurodegeneration when using AAV-mediated gene transfer

Keywords

Parkinson’s disease
Leucine-rich repeat kinase 2
Lentiviral vectors

AAVs

Abbreviations

ALRRK2 ROC-COR-kinase plus the WD40 domain
AAV adeno-associated virus

ANK Ankyrin

ANOVA analysis of variance

ARM Armadillo

ATP Adenosine triphosphate

BSA Bovine serum albumin

BCA bicinchoninic acid assay

CamKll Calmodulin-kinase Il

COR C-terminal of ROC

DA Dopaminergic

DAB Diaminobenzidine

DLU Density light unit

DK double-mutant G2019S/D1994A dead kinase
GFP Green fluorescent protein

GS G2019S mutation

GWAS Genome-wide association studies

HA Hemagglutinin tag

K Kinase domain of LRRK2
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KB2 Kinase buffer 2 (10 mM ATP; 20 mM MgCl2)

LB Lysis buffer (50 mm Tris, pH 8.0, 150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 0.5% Triton X-100, 1% NP40, protease inhibitors)

LRR Leucin-rich repeats

LRRK2 Leucin-rich repeats kinase 2

LV Lentivirus

MBP Myelin basic protein
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PBS Phosphate buffer saline

PBS-T Phosphate Buffer Saline with 0.2% Triton X-100
PD Parkinson’s disease

RCK Kinase domain plus the ROC-COR domain
ROC Ras-of-complex protein
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SNc Substantia nigra pars compacta

SNPs single-nucleotide polymorphisms

TBS Tris Buffer Saline

TBS-T Tris Buffer Saline with 0.1% Tween-20
TH Tyrosine hydroxylase

WT Wild-type
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder affecting approximately seven million people
worldwide. It is characterised by motor symptoms (rigidity, bradykinesia, resting tremors, gait instability) and
a large spectrum of non-motor symptoms (e.g. dysosmia, sleep disorder, dementia) (Poewe, 2008; Rodriguez-
Oroz et al., 2009). The neuropathological hallmarks of PD are a progressive loss of dopaminergic (DA) neurons
in the substantia nigra pars compacta (SNc) and the presence of neuronal inclusions (Lewy bodies) and
dystrophic neurites containing aggregated a-synuclein protein (Braak and Braak, 2000). The cause of DA
neuron degeneration is poorly understood. PD is mostly sporadic, but a genetic origin can be found in about
10% of cases. Several genes are known to be associated with familial (or de novo genetic) forms of PD (Lesage
and Brice, 2009).

Mutations in the LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2) gene are the most common genetic cause of both
familial and sporadic PD (Paisan-Ruiz et al., 2004). Genome-wide association studies (GWAS) have also
identified single-nucleotide polymorphisms (SNPs) at the LRRK2 locus significantly associated with an increase
or a decrease in the risk of developing PD, consistent with a key role for LRRK2 in PD pathogenesis (Nalls et al.,
2014, Satake et al., 2009). It has also recently been shown that LRRK2 was activated (increased
autophosphorylation and increased phosphorylation of its substrate RAB10) in the SNc of sporadic PD patients
(Di Maio et al., 2018). The most prevalent pathogenic mutation of LRRK2 is the G2019S substitution (Gilks et
al., 2005; Healy et al., 2008).

The mechanisms underlying the neurotoxicity of the G2019S mutant LRRK2 protein (LRRK are unknown
(Cresto et al., 2019). LRRK2 gene encodes a large 2527-amino acid multidomain protein. The pathogenic
mutations of LRRK2 are clustered in the central region encoding the three domains forming the catalytic
(kinase) core of the protein (Cookson, 2010; Mata et al., 2006). The G2019S mutation affects an amino acid
located in this kinase domain. LRRK2 belongs to the ROCO protein family, and bears the tandem Ras-of-
complex proteins (Roc), GTPase and C-terminal of Roc (COR) domains characteristic of this family. LRRK2 also
has regions involved in protein-protein interactions [ankyrin (ANK), armadillo (ARM), leucine-rich repeats
(LRR)] at its N-terminal and a WD40 domain at its C-terminal, suggesting a possible function as a scaffolding
protein. The G2019S mutation increases LRRK2 kinase activity (both auto-phosphorylation and the
phosphorylation of substrates) and there is compelling evidence to suggest that the neurotoxicity of
LRRK2620%% s linked to an increase in the kinase activity of this protein (Lee et al., 2010a; West et al., 2007).
Recent results obtained in transgenic mice expressing LRRK2 in non-dopaminergic neurons show that full
length LRRK26%201% is no longer neurotoxic when its kinase domain is inactivated (e.g. D1994E mutation), which
demonstrates that the activity of the kinase domain is crucial for toxicity (Xiong et al., 2017). In support of this,
a number of studies showed that pharmacological inhibitors of the kinase can produce neuroprotection
against mutant LRRK2 (for a review see Cresto et al, 2019). However, it is unclear whether the kinase domain
of LRRK26%9%% js sufficient to trigger degeneration or if the full length protein is required. Several reports
indicated that truncated fragments of LRRK2 can produce cellular changes that depend on the activity of the
kinase domain, indicating that the entire protein may not be required to trigger some of LRRK2
signalling/biological functions (Aufschnaiter et al., 2018; Pereira et al., 2014; Sheng et al., 2010). This question
is not purely theoretical. It may have practical implications. Especially, apart from existing compounds that
produce LRRK2 kinase inhibition, other types of strategies (peptide, aptamers etc...) selectively impeaching the
interaction of the kinase domain with its substrates (without interfering with non-kinase-dependent LRRK2
functions associated with the N-terminal domain for example) may also be of interest.

The role of the LRRK2 kinase domain in dopaminergic (DA) neurons has rarely been studied in vivo. Transgenic
and knock-in genetic models expressing LRRK2629%%5 have been developed in rodents. These animals display
very progressive motor deficits, subtle defects in striatal DA release, but little or no DA neuron loss, even at
two years of age (Beccano-Kelly et al., 2014; Lee et al,, 2015; Ramonet et al., 2011; Yue et al., 2015). This is
likely due to the low expression of LRRK2 in DA neurons is these models. Double transgenic mice expressing
high levels of LRRK2 under the control of the CamKIl and Tet promoters show progressive degeneration of
neurons in the cortex and striatum (Lin et al., 2009), whereas the SNc is spared since CamKIl induces minimal
expression in DA cells. Of major interest, a recent report showed that expression of LRRK2529'%° under the
control of the TH promoter leads to robust degeneration of DA neurons and a severe behavioural phenotype
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(Xiong et al., 2018). These results suggest that high levels of LRRK2201% expression are required to trigger cell
death in the SNc. In support of this hypothesis, intrastriatal injection of an HSV amplicon (HSV) and an
adenovirus (Adeno) encoding LRRK2529%% in the mouse and rat striatum respectively, produces a partial but
relatively rapid degeneration of DA neurons (Dusonchet et al., 2011; Lee et al., 2010a). It was also shown
recently that overexpression of LRRK26291%% in SNc after injection of canine-Adeno viral vectors (CAV2) in the
striatum leads to partial degeneration of dopaminergic neurons in the SNc in the primate microcebus murinus
(Mestre-Francés et al., 2018). Although these vectors do not transduce DA neurons alone (striatal neurons and
astrocytes are transduced as well), these new studies demonstrate that local brain infection with viral vectors
might be a versatile approach to study mutant LRRK2 pathophysiology in vivo in different animal species.
Here, we investigated whether an increase in the kinase activity of LRRK2629*% selectively in DA neurons could
lead to cell-autonomous neurodegeneration. We addressed this question in vivo, in the context of the DA
neurons of the SNc in rats. We used lentiviral vectors (LVs) and adeno-associated viruses (AAV2/9), which can
overexpress transgenes selectively in neurons. In this study, we generated lentiviral vectors (LVs) encoding the
C-terminal part [1326-2527 a.a., called hereafter “ALRRK2”] of the wild-type (ALRRK2WT), G2019S mutant
(ALRRK26%91%%) or double-mutant G2019S/D1994A dead kinase (ALRRK2°¥) forms of LRRK2. Since our results
showed that LV-mediated overexpression of ALRRK2 produced no significant toxicity in dopaminergic neurons
in vivo, we generated AAV2/9 encoding ALRRK2 fragments and tested the potential neurotoxic effects of these
AAVs after their stereotaxic injection into the SNc of adult rats. Effects of vectors coding ALRRK2 were mainly
evaluated using behavioural motor tests and histological evaluation of the nigro-striatal pathway (See
Supplementary Fig. S1 for general design of in vivo experiments in rats).

Materials and methods

Viral construction and production

Lentivirus. DNA sequences encoding GFP and the C-terminal part of human LRRK2 (kinase,K; ROC-COR-kinase,
RCK; RCK plus the WD40 domain, called hereafter “ALRRK2”) were synthesised and inserted into the self-
inactivated vector (SIN) backbone containing the WPRE element (W) and the murine ubiquitous
phosphoglycerate kinase 1 promoter (PGK). We generated lentivirus vectors LV-GFP, and LV-ALRRK2 coding
for the WT form or G2019S forms of the fragments. Viral particles were produced as described elsewhere
(Hottinger et al., 2000). All the SIN vectors were pseudotyped with VSVg glycoprotein G. Briefly, the viral
particles were produced in HEK-293T cells by a four plasmid transient transfection system (Naldini et al., 1996).
The supernatant was collected 48 hours later and filtered, and the particle content of the viral batches was
determined by ELISA for the p24 antigen (Gentaur, Paris, France). High-titre stocks were obtained by
ultracentrifugation. The pellet was re-suspended in 1% BSA in PBS, frozen and stored at -80°C. LV-ALRRK2
vectors were used at a concentration of 100 ng/ul p24.

Adeno-associated viral vector (AAV). Plasmid constructs were packaged into AAV2/9 capsids as described
previously (Berger et al., 2015). Briefly, viral particles were produced by co-transfection of HEK-293T cells with
(1) an adenovirus helper plasmid (pXX6-80), (2) an AAV and expressed as viral genomes per ml of concentrated
stocks (Vg/ml) (Aurnhammer et al., 2012).

Cell studies

Human embryonic kidney 293T cells (HEK293T) were grown at 37°C in Dulbecco's modified Eagle's medium
supplemented with 10% bovine calf serums, under an atmosphere containing 5% CO, . For the study of
recombinant ALRRK2, cultured cells were seeded on wells and transfected by calcium phosphate transfection
methods with the different forms of ALRRK2 vectors. For RAB10 immunoprecipitation studies with the ALRRK2
fragments, a stable HEK 293T cell line was generated using lentivirus infection. The ALRRK2 cell lines (LacZ,
WT, GS, DK) were maintained as the parental HEK described just above.

Biochemical analysis
Western blotting. Overall levels of fragment expression were determined by lysing cells in modified RIPA buffer
(without SDS): 50 mM Tris, pH 8.0, 150 mMm NaCl, 1 mm EDTA, 0.5% Triton X-100, 1% NP40 and protease
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inhibitor cocktail (Roche). Cell lysates were centrifuged at 13,000 x g for 20 min at 4°C. The supernatant was
collected, and dispensed into aliquots, which were stored at -80°C to prevent degradation. A fraction was
retained for the determination of total protein concentration with a BCA kit (Pierce). Equal amounts of total
protein extract were subjected to SDS—PAGE in 4 to 12% Bis—Tris gels (NUPAGE Novex Bis-Tris midi gel; 15 or
26 wells, Invitrogen) and the bands were transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were
blocked (5% milk in TBS—0.1% Tween-20) and incubated overnight with primary antibodies against actin
(1:5000, rabbit, Sigma), and, for the detection of transgenes, with antibodies against HA (1:3000, mouse,
Covance). The membranes were washed three times, with 0.1% Tween-20 in TBS (TBS-T), for 10 min each. For
chemo-luminescence-based detection, membranes were labelled for 1h with secondary IgG-HRP antibodies
raised against the corresponding primary antibodies. The membranes were washed three times with TBS-T
and incubated with ECL chemo-luminescence reagent (Clarity Western ECL substrate; Bio-Rad), according to
the supplier’s instructions. Peroxidase activity was detected with the Fusion TX7 camera system (Fisher
Scientific). Signals were normalized against the actin signal, by densitometry analysis with Image) software.
For fluorescence-based detection, membranes were labelled for 1h with secondary IgG-coupled with
fluorescents dyes (Li-cor Biosciences, Germany). The fluorescent signal was then visualized using Odyssey CLx
Imager (Li-cor Biosciences, Germany) and analysis performed using Image Studio software (Li-cor Biosciences,
Germany).

Immunoprecipitation of LRRK2-HA fragments. Lysates of transfected HEK cells were used for the
immunoprecipitation protocol. In total, 750 pg protein, as determined with the BCA kit, was mixed in 500 pl
of lysis buffer (LB) and a 1:150 dilution of HA antibody was added. The mixture was incubated overnight at
4°C, with 360° rotation, to allow the protein-antigen complex to form. The next day, 20 ul of magnetic beads
coated with protein A/G (Dynabeads NOVEX, Life Technologies) were washed three times in LB. The tube
containing the beads was placed on a magnet, causing the beads to migrate to the side of the tube facing the
magnet, thereby facilitating supernatant removal. The protein-antigen complex was added to the beads, and
the mixture was incubated at room temperature for 2 hours to allow the bead-Ab-Ag complex to form. The
supernatant was removed and the beads were washed three times in LB.

Immunoprecipitation of RAB10. Lysates of HEK stable cells for ALRRK2 or calcium phosphate transfected HEK
cells for full length LRRK2 were obtained using a lysis buffer (LB; 50mM Tris pH8.0, 150mM NaCl, 1% NP-40,
1mM PMSF, 1% protease inhibitor cocktail and 1% phosphatase inhibitor cocktail). Lysate was centrifuged at
15000 g for 10 minutes at 4°C and supernatant was collected to perform a total protein assay (BCA kit).
Magnetic beads coated with protein A/G (Dynabeads NOVEX, Life Technologies) were incubated with 2 ul (=
1ug) of RAB10 antibody during 1h at 4°C. Next, 30 pl of this complex RAB10 Antibody/magnetic beads was
incubated with 500 pg of total proteins in 500 pul of lysis buffer during 2 hours at 4°C on rotation. After 3 washes
with the lysis buffer, proteins were denaturated with Laemmli buffer and submitted to SDS-PAGE in 4-20%
Tris-Glycine gels (Bio-Rad). Detection of corresponding western blots was performed with: anti RAB10 Ab
(Abcam), anti-phosho-RAB10 T73 (Abcam), anti-HA (Covance), anti-Actin (Sigma), anti-tubulin (Sigma). The
secondary antibody used for detection of Rab10 and Phospho-RAB10 was the Clean-Blot IP Detection Reagent-
HRP (Thermo Fisher).

Kinase activity assay. The lysate buffer (LB) was removed and the beads-Ab-Ag complex was resuspended in
30 ul of kinase buffer (KB1: 20 mM HEPES; 150 mM NaCl, 5 mM EGTA; 20 mM beta-glycerophosphate). The
mixture was split into two samples (10 ul and 20 pl), one for estimation of the amount of protein (non-
radioactive fraction) and the other for a phosphorylation activity assay with MBP. For measurements of
phosphorylation activity, we added 5 pl of KB2 (10 mM ATP, 20 mM MgCl;) and 5uCi 32P-ATP (1 mCi,
BLU502Z001MC, PerkinElmer) to activate the reaction, and the mixture was then incubated at 30°C for 30 min
with gentle agitation. The denaturation buffer was added and the mixture was heated at 90°C for 5 minutes
to complete the denaturation process. The beads were isolated with the magnet, the supernatant was loaded
in 4 to 12% Bis-Tris gels. For the non-radioactive fraction, we performed western blotting as described above,
in the section on “biochemical analyses”. The radioactive blot was dried onto Whatman filter paper for two
hours. The dried-down gel was then placed against a phosphor screen. Two hours of incubation were sufficient
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for the detection of radiolabelled phosphorylated proteins. The phosphor screen was scanned with a Cyclone
Plus machine (Perkin Elmer) and the number of DLU (density light unit) was determined with the software
provided.

Stereotaxic injection

Adult male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories) weighing ~250 g were housed under a 12 h
light/12 h dark cycle, with ad libitum access to food and water, in accordance with European Community
(Directive 2010-63/EEC) and French (Code Rural R214/87-130) regulations. Experimental procedures were
approved by the local ethics committee and registered with the French Research Ministry (committee #44,
approval #12-100 and APAFIS#1372-2015080415269690v2). For stereotaxic injections, the animals were
deeply anaesthetised with 4% isoflurane followed by a mixture of ketamine (75 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg),
and placed in a stereotaxic frame. Recombinant lentiviruses and adeno-associated viral vectors were injected
bilaterally into the substantia nigra, at the following stereotaxic co-ordinates: +3.4 mm anterior to the
interaural zero and 2.0 mm lateral to bregma, at a depth of -7.8 mm relative to the skull, with the tooth bar
set at -3.3 mm (Supplementary Fig. 1, B and F). For striatal injections of lentiviral vectors, the following
coordinates were used: +0.86 mm anterior to the interaural zero and 4.0 mm lateral to bregma, at a depth
of -4.5 mm relative to the skull, with the tooth bar set at -3.3 mm. We injected 2 pl of virus (200 ng for
lentiviruses and 5x10%° viral particles for AAV into each site), with a 34-gauge blunt-tipped needle linked to a
10 ul Hamilton syringe by a polyethylene catheter, at a rate of 0.25 ul/min, with an automatic pump (CMA-
4004). The needle was left in place for five minutes and was then slowly withdrawn.

Behavioural analysis

The Catwalk method (Noldus information Technology, Wageningen, the Netherlands) is an automated and
computerised gait-analysis technique for the objective quantification of multiple static and dynamic gait
parameters. The following gait parameters were calculated: intensity of the paw print intensity, print length,
print width, print area (surface area of the complete print), stand, swing (duration for which there was no
contact with the glass plate in a step cycle), swing speed (speed of the paw during swing), stand index, stride
length (the distance between successive placements of the same paw), and angle. All rats were trained to
cross the runway in a consistent manner, during at least three training sessions per day, before the experiment
was begun. Analysis was performed on a minimum of three normal step sequence patterns in each
uninterrupted run.

Tissue processing

For all procedures, rats were first deeply anaesthetised by isoflurane inhalation followed by the intraperitoneal
injection of a lethal dose of sodium pentobarbital.

For immunohistochemistry, rats were transcardially perfused with 300 ml of 4% paraformaldehyde in
phosphate buffer at a rate of 30 ml/min. After perfusion, the brain of each rat was removed quickly and
immersed in ice-cold 4% paraformaldehyde for at least 24 h, before transfer to 15% sucrose for 24 hours and
then 30% sucrose the next day, for cryoprotection. The brains were then cut into 40 um sections on a freezing
microtome (CM1900, Leica, Germany). Serial sections of the striatum and midbrain were stored in antifreeze
solution (30% sucrose, 30% ethylene glycol in PBS) until use.

Immunohistological analysis and quantification

Immunohistochemistry. The sections were removed from the antifreeze solution and washed in PBS.
Endogenous peroxidase activity was quashed by transferring these sections to 1% H,0, for 30 minutes at room
temperature (RT) and washing them three times with PBS, for 10 min each. The sections were then blocked
by incubation with 4.5% normal goat serum for 30 min in PBS-T (0.2% Triton X-100 in PBS) and they were then
incubated overnight with primary antibody in 3% normal goat serum in PBS-T, at 4°C, with gentle shaking (anti-
tyrosine hydroxylase (TH) antibody: MAB318 clone LNC1, 1:3000; anti-hemagglutinin tag (HA), Covance clone
11, 1:1000). The next day, these sections were removed from the primary antibody solution, washed three
times and incubated for 1 hour at room temperature with the appropriate biotinylated secondary antibody in
PBS-T (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, 1:1000). The sections were then washed and incubated with
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ABC complex solution in PBS-T (1:250, reagents A and B combined in a 1:1 ratio, Vector Laboratories) for 1 h.
The sections were then incubated with DAB for 30 s to 1 min and mounted on slides, in Eukitt mounting
medium.

Cell counting. Optical fractionators sampling was carried out on a Zeiss microscope AxioPlan. Midbrain
dopaminergic neurons were outlined on the basis of TH immunolabelling, with reference to a coronal atlas of
the rat brain (Paxinos and Watson, 6™ edition). For the lentiviral-mediated transduction of DA neurons, TH-
positive cells in vicinity of the injection site were counted and the number of positive neurons per section was
calculated with Mercator Software (Explora Nova, France). We placed 100 x 100 um grids in a systematic
random manner, 80 x 80 um apart, with a 3 um offset from the surface of the section. Quantification was
performed on five serial sections spaced by 200 um, from the anterior to the middle of the SNc, corresponding
to the infection volume. For the AAV-mediated transduction of DA neurons, TH-positive cells were evaluated
by unbiased stereology in the entire SNc. The same parameters were used as described above.

Immunofluorescence. The procedure used was similar to that for immunohistochemistry, but without the
incubation in 1% H,0,. The primary antibodies used for the immunofluorescence procedure were directed
against TH (AB152 1:1000, EMD Millipore, US) and HA (Covance clonel1, 1:1000). On the first day, sections
were incubated with the primary antibody against TH overnight at 4°C. The next day, they were incubated with
a fluorescent secondary antibody: Alexa Fluor 594-labeled goat anti-rabbit IgG (1:1000, Life Technologies) for
1 hour at RT. The sections were then washed and incubated overnight at 4°C with another primary antibody
directed against HA. Finally, they were incubated with a second fluorescent secondary antibody, Alexa Fluor
488-labeled goat anti-mouse IgG (1:1000, Life Technologies) for 1 hour at room temperature. The sections
were stained with DAPI, washed and mounted in a fluorescence mounting medium. Images were acquired
with a laser confocal microscope (SP8, Leica, Germany) or an epifluorescence microscopy (DM8000, Leica,
Germany).

Measurement of transduction volumes after lentiviral injection in the substantia nigra. Transduction volume
was evaluated by epifluorescence microscopy. Serial sections were taken from each animal: five to six sections
400 um apart, covering the entire SNc. The SNc was segmented on the basis of TH staining, analysed in the
red channel, and the area was measured. TH segmentation was analysed in the green channel, corresponding
to HA staining, and the zone of positive green staining within the TH area was segmented and measured. The
transduction volume was calculated from the percentage of transduction measured for each section.

Real-time quantitative PCR

The transcriptomic analysis was performed on rat striatum, to ensure that it was performed on a relatively
homogeneous population of transduced neurons. Rats were infected with the different LVs coding for ALRRK2
and LV-GFP. The striatal region displaying fluorescence was dissected out with a circular punch (1.5 mm in
diameter) from 1 mm-thick fresh coronal brain sections visualised under a fluorescence binocular microscope
(Leica). The punch samples were crushed and stored in Trizol solution (Life Technologies) at -80°C before
processing. Total RNA was treated with DNase RQ1 and reverse-transcribed with the SuperScript™ Il reverse
transcriptase (VILO kit, Life Technologies). The rat Huntington’s disease RT? profiler PCR array (Qiagen) was
used to evaluate gene expression directly and to assess potential involvement in striatal disease. cDNAs were
generated in accordance with the array manufacturer’s instructions. The list of the 88 mRNA analysed can be
found at https://www.giagen.com/be/shop/genes-and-pathways/complete-biology-list/huntingtons-
disease/. A statistical analysis was performed to identify genes upregulated or downregulated in the GS group
relative to the WT or dead kinase (DK) group. The expression of the genes identified with the RT? profiler PCR
array were checked in SYBR Green-based real-time quantitative RT-PCR assays performed in triplicate with the
Taq Platinum enzyme (SYBR Green gPCR kit, Invitrogen) on a Master cycler Realplex system (Eppendorf) with
different primers designed and validated in house (Supplementary Table 1).
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Statistical analysis

Data were analysed by two-tailed, one-way analysis of variance (ANOVA) performed with Statistica software
(Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) and, when appropriate, Bonferroni post hoc correction for multiple
comparisons was applied. Unpaired Student's t-tests were performed for pairwise comparisons. For the
analysis of gene array, results (n=6/group) showed that data distribution was not normal so that non-
parametric tests were used. When Kruskal-Wallis test showed significance, Mann-Whitney post hoc test was
applied for comparison between groups. The annotations used to indicate the level of significance are as
follows: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Results

Functional and biochemical characterisation of ALRRK2

The expression of the different fragments was first evaluated in vitro after the transfection of HEK293T cells
with expression vectors encoding the K, RCK or RCKWD40 (ALRRK2) [1326-2527 a.a.] fragments of LRRK2, with
or without the G2019S mutation (Fig. 1, A). We added an HA tag to the C-terminus of all constructs. RT-gPCR
analysis after transfection showed that mRNA coding for K, RCK and ALRRK2 were not expressed at statistically
different levels, although the larger fragment ALRRK2 tended to be less expressed compared to the smaller
fragments (Fig. 1, B). After protein extraction in buffer with non-ionic detergents (NP40 and Triton X100),
western blot analysis based on detection of the HA tag showed that the fragments migrated at their expected
molecular weights: 30 kDa for K, 100 kDa for RCK and ~143 kDa for ALRRK2, demonstrating an absence of
abnormal cleavage or instability (Fig. 1, C). The detection and the quantification of protein levels were done
with the HA tag. Only for the K fragment, a small but significant difference was seen between the expression
of the G2019S form when compared to the WT form (Fig. 1, D). RCK and RCKWD40 (ALRRK2) forms tended to
be much less expressed than the smaller fragment K but no significant differences were seen between RCKVT
and RCK®29'% or ALRRK2WT and ALRRK262°1%S, To better focus on the comparison between ALRRK2"" and
ALRRK26291%5 e repeated the transfection experiment, protein extraction and quantification of western blot
for this long fragment (Fig. 1, E). No difference of expression was detected between ALRRK2™T and
ALRRK25201%5 (Fig 1, F).

We next asked whether the kinase activity of ALRRK2 could be detected. For this purpose a kinase activity
assay with 32P-y-ATP in the presence of the pan-kinase substrate myelin basic protein (MBP) was performed
(Galvan et al., 2018). The higher level of kinase activity observed with LRRK22°1% compared to wild-type LRRK2
is thought to be a key molecular aspect of its neurotoxicity (Lee et al., 2010b; West et al., 2007). This increase
in kinase activity is dependent on adjacent functional domains: the presence of the ROC domain facilitates
LRRK2 kinase activity and synergistically enhances G2019S-induced kinase activity (Lewis et al., 2007; Smith et
al.,, 2006; Webber et al.,, 2011). For these reasons, we assessed the biochemical activity of ALRRK2 in
comparison with two other “shorter” fragments containing the kinase domain. The three recombinant
fragments containing the G2019S substitution (kinase, K®2°1%; ROC-COR-kinase, RCK®291%: RCK-WD40%201% j e,
ALRRK26%01%%) were purified by HA-mediated immunoprecipitation after the transfection of HEK cells. In this
radioactive assay with 32P-y-ATP, the radioactivity of the different kinase fragments was assessed after
immunoprecipitation and separation by SDS-PAGE. Only ALRRK26%°¥  displayed detectable
autophosphorylation similar to that reported in previous studies for the (1326-2527 aa) ALRRK2 (Shogo
Kamikawaji et al., 2016). The K®201% and RCK®?° fragments displayed no detectable autophosphorylation in
our assay. An analysis of 32P incorporation into the MBP substrate was performed to determine the
phosphorylation activity of the different fragments. In parallel, the levels of immune-precipitated recombinant
fragments were evaluated by western blotting with an antibody directed against the HA tag (see Fig. 2, non-
radioactive fraction). K¢2°1% and RCK®29'% had similar low levels of kinase activity (Fig. 2, A-C). Conversely,
ALRRK26291% had much higher level of phosphorylation activity than the smaller fragments. We then
compared the catalytic activity of ALRRK262°¥% with that of the corresponding wild-type form, ALRRK2"". MBP
phosphorylation levels were higher with ALRRK2°201% than with ALRRK2"T, suggesting that the G2019S
substitution had indeed increased the kinase activity of this long C-terminal fragment of LRRK2 (Fig. 2, D-E).
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We also studied RAB10 phosphorylation in presence of the different forms of ALRRK2 in HEK cells infected
with lentivirus to produce stable cell lines or in HEK transfected with the full length LRRK2. Results were
congruent with the literature. Only the overexpression of full length LRRK2YT and LRRK2%%%*%S produced an
increase in phospho-RAB10 while total levels of (non-phosphorylated) RAB10 remained unchanged
(Supplementary Fig. S2, A, B). In our hands, the double dead mutant LRRK2%¢ produced no increase in phospho-
RAB10, but the expression levels of this double mutant was found to be always low, possibly as a result of its
abolished autophosphorylation which should accelerate its degradation as reported for LRRK2 (Lobbestael et
al., 2016). We next used RAB10 as bait in co-immunoprecipitation experiments to investigate whether full
length LRRK2 could be pulled down with RAB10. Results showed that both full length LRRK2"T and LRRK2620%%
could be detected in the immunoprecipitate (Supplementary Fig. S2A, C).

Similar experiments using HEK cells were carried out in parallel with ALRRK2"T and ALRRK2°201% to determine
whether these fragments could interact with RAB10 (Supplementary Fig. S2B, D). Results showed no
detectable change in RAB10 phosphorylation in presence of ALRRK2 fragments. ALRRK2 fragments were not
detected in the immunoprecipitate, indicating no major interaction with RAB10 (Supplementary Fig. S2B, D).

The preliminary biochemical characterization thus suggested that ALRRK2 displays a kinase activity. It also
indicated that the molecular “switch” induced by G2019S mutation was preserved in the ALRRK2 constructs,
as previously reported for the LRRK2 protein (Jaleel et al.,, 2007). However, ALRRK2 fragments do not
phosphorylate the substrate of full length LRRK2, RAB10, consistent with the reported importance of the
serines (S910 and S935) in the N-terminus of LRRK2 for its interaction with RAB10 and other RAB proteins (Liu
et al., 2018; Steger et al., 2017).

Transcriptomic analysis of LRRK2 fragments in vivo

We investigated whether the overproduction of LRRK2 fragments had a biological effect in neurons in vivo.
We used a straightforward and simple approach in order to target a homogeneous population of transduced
neurons (which could not be done easily in the SNc to obtain a sufficient amount of neurons) and after
resection of the transduced region perform a mRNA expression analysis. We chose the striatum, a region
which does not degenerate in LRRK262°% carriers, but is naturally enriched in LRRK2 (Brochier et al., 2008;
Higashi et al., 2007). In these experiments, we aimed to assess the effect of LV-ALRRK2°20% relative to that of
LVs encoding GFP, ALRRK2"T and ALRRK26%0195/P1994A the kinase-dead form of ALRRK2. The mutation D1994A
is known to abolish kinase activity and was therefore used as a negative control for kinase activity (Smith et
al., 2006). For the selective collection of transduced striatal tissue, we co-injected in rats LVs encoding ALRRK2
(100 ng p24/ul) with LV-GFP (50 ng p24/ul) (Fig. S3). Six weeks later, we measured the expression levels of 84
striatal genes using a commercial RT-qPCR array (see Materials and methods) (Fig. 3). RT-gPCR was also
performed to compare the mRNA levels for the three ALRRK2 transgenes and we found no significant
difference between the three transgenes (Fig. 3, A). The statistical analysis of expression profiles for the 84
genes showed that overexpression of ALRRK2%29'% resulted in significant changes in the expression of eight
genes, when compared to ALRRK2WT and ALRRK2620195/P1994A (Fig 3 C-E). This suggested that an increase in
kinase activity was required for this effect in neurons in vivo. The changes in expression for these genes were
confirmed with a different RT-gPCR method (data not shown, primers used for RT-gPCR in Supplementary
Table S1). Consistent with the lack of obvious toxicity in vivo, no difference was observed in the expression of
genes directly related to apoptosis mechanisms (Akt, Bax, and Casp3) (Fig. 3, B). ALRRK22%1°S overexpression
induced changes in mRNA levels for genes directly related to neurotransmission/cell signalling: Tacl
(preprotachykinin/substance P), Grin2a (NMDA receptor subunit A), Cnrl (cannabinoid receptor 1), RGS4
(regulator of G protein signalling 4) and HPCA (hippocalcin) were significantly downregulated in the
ALRRK26291%5 group relative to the other three groups (Fig. 3, C-D). The levels of Snap25 (synaptosomal-
associated protein 25) and Rph3a (rabphilin 3a) mRNA were significantly lower following transduction with a
LV encoding ALRRK26%0%% than after transduction with LVs encoding the WT and dead-kinase forms of the
ALRRK2 fragment (Fig. 3, D). For one gene, encoding Bbox1 (gamma-butyrobetaine dioxygenase, the enzyme
responsible for L-carnitine synthesis) mRNA levels in the ALRRK26%2°¥% group were more than three times those
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in the other groups (Fig. 3, E). These results therefore indicate that overexpression of ALRRK2°2°1% can produce
perturbations in neurons in vivo.

Characterisation of LVs-induced transduction in the rat substantia nigra

LVs with the VSV-G envelope and coding for proteins under the control of PGK promoter are known to almost
exclusively express transgenes in neuronal cells in the brain (Francelle et al., 2015; Galvan et al., 2018). We
checked with LV-GFP that it was also the case in the SNc in rats. Double immunofluorescence studies showed
no expression in astrocytes or microglial cells (Supplementary Fig. S4). At low magnification, after infection
with LV-ALRRK2, the HA tag was detected in a large proportion of cells reminiscent of neurons in the SNc (Fig.
4, A). Confocal analysis showed that, close to the injection site, about 90% of TH—positive (DA) neurons labelled
with an antibody directed against tyrosine hydroxylase (TH) were transduced and displayed strong HA-positive
immunofluorescence signal in the cytoplasm and dendrites (Fig. 4, B). The pattern and intensity of
fluorescence were similar for both ALRRK2 forms (Fig. 4 A, B). As for LV-GFP, transduction of cell types other