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Introduction



| - Contexte

J’ai réalisé une thése de sciences qui vient compléter mon cursus médical dans le champ de la
neurologie. Je souhaitais faire de la recherche avant méme de débuter mes études de médecine et j’ai,
depuis le début, tout entrepris pour étre le plus possible associé a des travaux de recherche
fondamentale. C’est dans cette démarche que je me suis rapproché du professeur Pascal Derkinderen

en quéte d’un sujet de theése de science.

Il — Maladie de Parkinson et LRRK?2

1. Point de vue du clinicien

Historiquement, la premiére description de la maladie de Parkinson (MP) en tant que
pathologie a part entiére est attribuée a James Parkinson dans son ouvrage « An Essay on the
Shaking Palsy » publié en 1817. Il décrit a 1’époque six cas présentant un début des symptomes
entre 50 et 65 ans avec un tremblement des membres au repos, une perte de force musculaire
globale, une posture vodtée et des troubles de la marche (1).

Ces observations initiales restent globalement d’actualité, les critéres diagnostiques
cliniques de la MP idiopathique étant basés sur 1’identification d’une pathologie du mouvement
dont les principales caractéristiques sont regroupées sous le terme de syndrome parkinsonien
(bradykinésie, tremblement lent de repos et rigidité musculaire) et qui doit étre volontiers
asymétrique, d’installation/aggravation progressive, et améliorée par la prise de précurseur de la
dopamine (2,3). Mais les symptémes associés a la MP vont bien au-dela des troubles moteurs
puisqu’on peut constater chez ces patients, parfois méme longtemps avant le diagnostic, une
hyposmie, des troubles du sommeil, des troubles digestifs (voir chapitre 111-1.a) ou encore d’autres
troubles dysautonomiques tels qu’une hypotension orthostatique ou un syndrome d’hyperactivité
vésicale. Des troubles cognitifs peuvent egalement étre présent mais apparaissent preférentiellement
avec 1’évolution de la maladie (4).

Le tableau s’aggrave ensuite progressivement sur tous les plans et va étre responsable d’un
handicap en lien avec les troubles moteurs qui répondent de fagon plus aléatoire aux traitements
dopaminergiques (5) et des troubles non moteurs, notamment cognitifs, qui peuvent passer au

premier plan (6).



La MP concerne tres peu de patients avant 50 ans, puis la prévalence augmente de maniere
exponentielle pour atteindre plus de 4% des plus de 80 ans pour I’estimation européenne la plus haute.
L’incidence augmente également progressivement avec 1’age de maniere parallele (7) ; ainsi, comme

pour la plupart des maladies neurodégénératives, 1’age est un important facteur de risque de MP.

L’arsenal thérapeutique a proposer aux patients est large, mais est uniquement symptomatique
et cible quasi-exclusivement la voie dopaminergique (8). Les patients sont donc rapidement dans une
impasse lorsque les symptdmes non sensibles aux traitements dopaminergiques passent au premier

plan.

2. Physiopathologie de la maladie de Parkinson

C’est dans la premiére moitié du 20°™ siécle que vont étre décrites les premiéres bases
neuropathologiques de la MP. L’attention est attirée sur un noyau mésencéphalique, la substance
noire, par des observations clinico-pathologiques de la toute fin du 19°™ siécle : I’autopsie d’un
patient tuberculeux ayant développé un tremblement parkinsonien révéle une lésion causale au niveau
de la substance noire. Par la suite, a I’occasion de sa thése en 1919, Constantin Tretiakoff examine le
mésencéphale de 9 patients parkinsoniens en comparaison de sujets témoins et rapporte deux éléments
essentiels : i) une dépigmentation de leur substance noire, correspondant a une perte des neurones
pigmentés qui la composent, ii) la présence d’inclusions pathologiques dans le cytoplasme de certains
neurones survivants qu’il nomme corps de Lewy (CL), Lewy étant le neuropathologiste allemand
qui fit la premiere description de ces inclusion en 1912 (9,10). Au début des années 1960,
Hornykiewicz identifia un déficit majeur en dopamine au niveau du striatum des patients
parkinsoniens (11) comme conséquence de cette perte neuronale nigrale, constituant ainsi le rationnel

des traitements dopaminergiques (12).

En 1997, une premiere anomalie génétique expliquant des cas familiaux de MP est découverte
dans une famille italienne et trois familles grecques au sein du gene codant pour une protéine
essentiellement neuronale et synaptique, 1’a-synucléine (13). Au décours immeédiat, il est rapporté
que les CL sont fortement immunoréactifs pour 1’a-synucléine (14). Synthétisant ces différentes
découvertes, le diagnostic neuropathologique de MP requiert dorénavant la mise en évidence d’une
perte neuronale dans la substance noire associée a la présence de CL immunoréactifs pour 1’a-

synucléine dans les neurones survivants.



L’atteinte neuropathologique au cours de la MP ne se limite toutefois pas a la substance noire.
Si la perte des neurones dopaminergiques de la substance noire est bien corrélée avec les symptémes
moteurs de la maladie (15), c’est probablement 1’atteinte extra-nigrale qui est responsable des
manifestations non-motrices qui pour la plupart sont peu sensibles aux traitements dopaminergiques
(4). Ainsi, on retrouve cette neuropathie parkinsonienne ailleurs dans le systeme nerveux central
(SNC) (par exemple atteinte néo-corticale qui serait responsable des troubles cognitifs (16), ou encore
atteinte bulbo-pontique et trouble du comportement en sommeil paradoxal (17)), mais aussi dans le

systéme nerveux périphérique autonome sympathique (18,19), parasympathique (18) et entérique
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Figure 1 : Atteinte du systéme nerveux autonome périphérique dans la MP et hypothése de Braak. a.
Répartition des atteintes (rectangles rouges) du systeme nerveux autonome périphérique, ainsi que du noyau
dorsal moteur du vague, le pourcentage de patients examinés effectivement atteints étant indiqué entre
parenthéses. Traduit et adapté d’aprés Rouaud et al .(20). b. Hypothese formulée par Heiko Braak en 2007
selon laquelle le processus pathologique débuterait dans le systeme nerveux autonome entérique avant de
« contaminer » le SNC via le nerf vague. D’aprés Hawkes et al. (21). Auerbach : plexus myentérique ;
Meissner : plexus sous-mugueux.
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L’histoire naturelle de la maladie n’est aujourd’hui pas parfaitement connue. Heiko Braak
et ses collaborateurs ont proposé dans les années 2000, a partir de leurs observations autopsiques, une
évolution spatio-temporelle de proche en proche et stéréotypée des lésions d’a-synucléine
pathologique chez tous les patients. Au niveau du SNC, la pathologie se développerait en six stades,
les premieres lésions apparaissant au niveau du noyau dorsal moteur du nerf vague, a la partie la plus
basse du tronc cérébral, puis se développant de maniére ascendante pour toucher, entres autres, la
substance noire puis le cortex cérébral (22) ; I’équipe va méme jusqu’a proposer que le phénomene
pathologique pourrait commencer a I’extérieur du SNC, notamment dans le systeme nerveux
entérique (SNE, voir chapitre I111-1.b) ou il serait déclenché par un pathogéne de la lumiere digestive,
puis gagner le tronc cérébral via le nerf vague (21) (voir figure 1b). Cette hypothése reste toutefois
largement débattue et des travaux plus récents sont venus la nuancer (23) ; on peut notamment citer
les travaux de I’équipe de Borghammer qui suggerent que si effectivement la pathologie peut débuter
en périphérie chez certains patients (« body-first »), d’autres peuvent avoir un point de départ central
(« brain-first »)(24), les éléments en faveur étant cette fois-ci principalement issus d’imageries

fonctionnelles du systéme nerveux (25).

Au niveau cellulaire, les hypothéses physiopathologiques sont légion pour expliquer la
genése de la neuropathie parkinsonienne. Ce sont les données épidémiologiques, neuropathologiques
et surtout génétiques qui nourrissent ces différentes pistes de recherche. En effet, alors que
I’hypothése principale était celle d’une mitochondriopathie et du stress oxydatif avant les années 2000,
la recherche s’est par la suite concentrée sur le role pathologique de 1’a-Synucléine, notamment sur
ses propriétés de type « prion ». Finalement, les découvertes génétiques des derniéres années ont
largement ¢€largi I’éventail des processus cellulaires possiblement impliqués en validant I’importance
de I’homéostasie mitochondriale, mais aussi en pointant du doigt de nouveaux candidats tel que le
systeme endo-lysosomal (20). Enfin, on peut citer un dernier élément physiopathologique d’intérét
qui est la mise en évidence d’une neuro-inflammation accompagnant la neuropathie parkinsonienne.
En effet, les études post-mortem ont rapporté une activation microgliale associée a une infiltration
lymphocytaire T des zones cérébrales pathologiques dans la MP, ainsi qu’une augmentation de
médiateurs de 1’inflammation tels que les cytokines pro-inflammatoires TNF-o, IL-1f ou INF-y (26).
Des résultats similaires ont été obtenus du vivant des patients avec le TNF-a et I’'IL-1f qui s’avérent
éleves dans le liquide cérébro-spinal, ou encore I’imagerie nucléaire qui rapporte une augmentation

diffuse du marquage de la microglie activée par le PK-11195 (26).
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Pour mieux appréhender la physiopathologie de la MP, de nombreux modéles animaux ont
été développés. Les espéces concernées sont mammiféres (rongeurs et primates), ou non (C. elegans,
drosophiles et poissons zebres). La méthode utilisée correspond soit a I’exposition a une neurotoxine,
soit a une manipulation génétique. Les neurotoxines sont administrées directement en intracérébral
pour les molécules qui ne passent pas la barriere hémato-encéphalique (6-hydroxydopamine [6-
OHDA]), ou par voie générale pour les autres (MPTP, paraquat et roténone), et correspondent a des
toxiques mitochondriaux. Quant aux manipulations génétiques, elles reprennent les mutations
découvertes chez ’homme par I’introduction d’un transgéne ou un knock-in (KI) pour les mutations
autosomiques dominantes (SNCA, LRRK2), et par un knock-out (KO) ou KI « perte de fonction »

pour les autosomiques récessives (Parkin, PINK1 et DJ-1 par exemple) (27).

3. Découverte de LRRK?2

LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) fait partie des génes identifiés comme ayant un réle
dans la MP. C’est d’abord au Japon qu’une premicre famille est décrite en 2002 comme porteuse
d’une anomalie génétique causale sur le chromosome 12, locus PARKS (28). En 2004, deux équipes
internationales, étudiant cette fois-ci des familles caucasiennes, identifient différentes mutations
pathogeénes dans un géne de ce locus qu’ils nomment PARKS (29) ou LRRK2 (30) (par homologie
avec le gene LRRK décrit en 2002 (31)). Les deux équipes avancent alors une premiere description
de la protéine dardarin (du basque « dardara » qui signifie tremblement), ou LRRK2, qui comporte

un domaine kinase, un domaine GTPase et plusieurs domaines d’interaction.

4. LRRK2 dans un contexte physiologique

a) Localisation et structure

Avant que les premiers anticorps spécifiques ne soient disponibles, I’inventaire des tissus
exprimant LRRK2 a été fait par identification/quantification de 'ARNm (PCR et hybridation in situ).
Ces premiéres études ont montré une expression ubiquitaire, tres forte au sein des reins et poumons,
plus modérée au niveau des différentes structures cérébrales avec un pic d’expression dans le
striatum et le néocortex (29,30,32). L’avénement des immuno-marquages LRRK2 a confirme ces
données et permis de préciser la localisation cellulaire de la protéine. Dans le SNC, LRRK2 est aussi

bien exprimée par les neurones, que par les cellules gliales ou que par la microglie (33) ; au niveau
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subcellulaire neuronal, une étude de microscopie électronique sur du striatum de primate identifie
LRRK2 principalement dans le cytoplasme dendritique et axonal, avec une expression péri-nucléaire
plus faible (34). Enfin, par extrapolation des données chez les rongeurs, Lrrk2 serait exprimée a
minima durant la vie embryonnaire/feetale, puis son expression cérébrale augmenterait rapidement

apres la naissance, durant la période de synaptogénése (35).

Le géne LRRK2 est composé de 51 exons avec une bonne conservation de sa séquence codante
parmi les mammiféres (80% d’homologie nucléotidique entre humains, rats et souris), et par
conséquence une séquence protéique également conservée (88% d’homologie pour ces mémes
especes). En revanche, les séquences 5’ en amont affichent une grande variabilité inter-espéce qui
pourrait expliquer des profils d’expression cérébrale distincts selon I’espéce du fait de modifications
des seéquences promotrices. C’est par exemple le cas pour les neurones dopaminergiques de la
substance noire dans lesquels aucun signal Lrrk2 n’est détecté chez le rat, contrairement a ’homme
et la souris. L expression de LRRK2 semble de méme variable dans les interneurones cholinergiques
du striatum, avec un marquage fort par les anti-LRRK2 chez ’homme et les primates qui contraste

avec une quasi-absence de signal chez les rongeurs (36).

La protéine LRRK2 se compose de 2527 acides aminés répartis en sept domaines
fonctionnels : deux domaines catalytiques (fonctions GTPase [ROC] et kinase [KIN]) et cinq
domaines d’interaction (ARM, ANK, LRR, COR et WD40) (voir figure 2a). Ce n’est que trés
récemment qu’il a été possible de rapporter une premicre description de cryo-microscopie
électronique de la protéine compléte permettant d’identifier I’articulation 3D des différents
domaines en état mono ou homodimérique avec un « domaine Kinase inactif». Dans cette
configuration, LRRK2 est repliée sur elle-méme, le domaine kinase interagissant avec le domaine
LRR, la conformation globale étant stabilisée par deux hélices protéiques N (liant ARM, ANK et
WDA40 a partir de LRR) et C-terminales (liant KIN, ANK et COR a partir de WD40). L’homodimére
décrit s’associe a travers le domaine COR et pourrait se lier aux protéines Rab, les phospho-substrats
les plus décrits de LRRKZ2, via le domaine ARM (37) (voir figure 2b).
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Figure 2 : Structure 2D et 3D de LRRKZ2. a. Représentation 2D de LRRK2 : les domaines catalytiques sont
illustrés en rouge, les domaines d’interaction en bleu, deux des sites de phosphorylation les plus étudiés en
vert (voir chapitre I1-4.c) et les principales mutations pathogénes en jaune (voir chapitre 11-5.a). b. Articulation

3D des domaines protéiques de LRRK2. D’aprés Myasnikov et al. (37).
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b) Fonctions

Concernant ses fonctions physiologiques, LRRK2 a été impliquée dans un trés grand
nombre de processus cellulaires, au point qu’il est aujourd’hui difficile de dégager un rdle clair de
la protéine. Une tendance a s’associer aux membranes et au cytosquelette a rapidement été identifié¢e
aussi bien in vitro qu’in vivo (34) ; de nombreuses études, portant principalement sur des modéles
animaux ou cellulaires, porteurs de mutations pathologiques ou knock-out, suggérent effectivement
un réle de LRRK2 dans la régulation d’un grand nombre d’organites (phagosomes et autres
vésicules d’endocytose, lysosomes, vésicules du réseau trans-golgi, mitochondries, vésicules pré et
post-synaptiques ou encore cils primaires non mobiles) (38), mais aussi dans la dynamique du
cytosquelette (39). Concernant la mitochondrie, historiqguement tres liée a la MP (voir chapitre I1-
2), LRRK?2 pourrait intervenir sur son controle de la balance d’oxydo-réduction, sa dynamique de
fission/fusion ou encore son élimination via le processus de mitophagie (40). LRRK2 semble
également impliquée dans I’inflammation, les arguments forts étant son expression importante dans
les cellules de I'immunité innée et son lien génétique avec plusieurs maladies a forte composante
inflammatoire (voir chapitre 1V-1.a et d), les études in vitro ayant décrit des interventions de LRRK2
en amont et en aval des cascades moléculaires de I’inflammation (41). Enfin, de plus rares études ont
proposé d’autres roles pour LRRK2 : acteur clé de la signalisation intracellulaire, aux vues de la liste
a rallonge de ses partenaires protéiques théoriques (42), ou encore régulateur de la traduction

protéique (43).

Du point de vue de la mécanistique moléculaire, les substrats de LRRK?2 les plus étudiés
sont les protéines Rab. Tout commence en 2016 avec la mise en évidence d’une régulation de la
phosphorylation du résidu thréonine 73 (T73) de Rab10, en analyse phospho-protéomique dans des
fibroblastes murins, suite a ’inhibition/activation spécifique de LRRK2 (44). Le génome humain
comprend plus de 60 isoformes de protéines Rab, qui appartiennent a la famille des petites protéines
G (porteuses d’une fonction GTPasique), et qui s’associent aux membranes via leur extrémité C-
terminale, leur permettant d’y organiser le recrutement spatio-temporel de nombreux effecteurs. Leur
capacité a s’associer aux membranes est hautement régulée par I’interaction avec les GDIs (GDP
dissociation inhibitor), qui bloquent ’échange du GDP (état inactif) avec le GTP (état actif) et
recouvrent le domaine hydrophobe C-terminal (45), cette interaction etant dépendante du domaine
« switch 11 » ; c¢’est justement dans ce domaine, trés conservé pour la majorité des isoformes de Rab
chez ’homme ainsi que chez différentes espéces eucaryotes (notamment C. elegans et D.
melanogaster), que se situe le résidu T73 de Rab10 phosphoryle par LRRK2. Steger et al. proposent
alors qu’une part importante de la fonction cellulaire de LRRK2 passe par la phosphorylation du
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domaine « switch 11 » d’une partie des Rab avec pour conséquence une inhibition de la liaison aux
GDlIs permettant de réguler dans le temps la présence des Rab a leurs membranes cibles (44) (voir
figure 3). D’un point de vue pratique pour le chercheur, 1’évaluation de la phosphorylation des Rab,
particulierement de Rab10 (46,47), est ainsi devenue la fagon la plus répandue de mesurer 1’activité
kinase de LRRK2.

Mais la relation entre LRRK2 et les Rab est probablement plus complexe et bidirectionnelle,
comme le montre I’exemple de Rab29 qui, au-dela d’étre un phospho-substrat de LRRK2, a un impact
sur la localisation subcellulaire et I’activité kinase de LRRK2 (48). Enfin, ces substrats sont d’autant
plus intéressants dans le cadre de la MP que certains sont génétiquement liés a la pathologie en étant
responsables de formes familiales, récessive pour Rab39b, dominante (avec mutation du domaine
« switch Il ») pour Rab32, ou en représentant un facteur de risque possible dans le cas de Rab29 (fait
partie des cing genes du locus PARK16) ; ils sont également impliqués dans différents processus

altérés dans la neuropathie parkinsonienne (homéostasie des lysosomes, réseau trans-golgi, etc.) (49).

Rab 10

173

Lrrk2

Organite

Figure 3 : Régulation simplifiée de Rab10 par LRRK2. Adapté de Steger et al. (44). a. Etat inactif
(cytosolique et lié au GDP) de Rab10 stabilisé par une GDI. b. Phosphorylation du domaine switch 11
(T73) par LRRK2 responsable d’une diminution de I’affinité de Rabl0 pour les GDIs. C. Etat activé
(membranaire et lié au GTP) de Rab10 qui peut recruter des effecteurs (dont LRRK2 potentiellement)

aux membranes.
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c) Régulation

Concernant la régulation de LRRK2, beaucoup de travaux ont porté sur sa phosphorylation.
En effet, la protéine possede 74 sites de phosphorylation théoriques, essentiellement sur résidus
sérines et thréonines, et s’avére phosphorylée en condition de base avec une régulation trés
dynamique des sites les plus étudiés. Parmi ceux-1a, on trouve des sites d’hétéro-phosphorylation,
avec un cluster N-terminal particulierement étudié notamment au résidu sérine 935 (S935), ainsi que
des sites d’auto-phosphorylation, le plus exploré étant la S1292 (50) (voir figure 2a). Les kinases
responsables de 1’hétéro-phosphorylation sont & ce jour peu connues(50), on peut citer la protéine
kinase A (PKA) qui fut la premiére décrite en 2007 : il est en effet montré que ses inhibiteurs
spécifiques déphosphorylent LRRK2 dans un modele de surexpression (HEK-293), et que PKA
phosphoryle LRRK?2 in vitro (51). Toujours dans des modeles de surexpression (HEK-293 et COS-7
transfectées), deux études viendront préciser que I’activation de la PKA est notamment responsable
de phosphorylation du résidu S935 (52,53). Mais la relation LRRK2/PKA s’avére en réalité plus
complexe, comme le montre une étude qui retrouve a I’inverse une diminution de la phosphorylation
de S935 par I’activation de PKA en modifiant les condition expérimentale (déplétion en sérum du
milieu des HEK-293 transgénique) ou en étudiant un autre type cellulaire (A549) sans surexpression,
évoquant le fait que des phosphatases peuvent également intervenir dans cette interaction (54), voire
que la régulation de LRRK2 par PKA peut dépendre du type cellulaire (50). D’autres kinases ont
également été décrites comme modulant la phosphorylation de LRRK2, notamment en S935. 1l s’agit
de la casein kinase 1o (CK1a), pour laquelle la phosphorylation directe de LRRK2 a été documentée
(55), ainsi que de la famille des kinases de IkB (IKKS), dont I’effet a ét¢ montré dans plusieurs
modeles cellulaires (macrophages issus de moelle osseuse de souris, lignées SH-SY5Y et
HEK?293)(50), mais sans que I’interaction directe avec LRRK2 soit établie (56). En ce qui concerne
les phosphatases, la protéine phosphatase 1 (PP1) a été la premiére bien caractérisée, Taymans et ses
collaborateurs rapportant sa régulation du cluster hétéro-phosphorylé N-terminal in vitro et in vivo
dans plusieurs types cellulaires (dont HEK-293 et A549) (57). Une étude plus récente du méme
groupe confirme le réle de la PP1 et identifie un réle similaire de la PP2A en détaillant les sous-unités
régulatrices indispensables a son effet sur LRRK2 (58). Ces modifications post-traductionnelles de
LRRK2 semblent avoir un impact fonctionnel majeur, ’exemple le plus frappant étant que 1’hétéro-
phosphorylation de certains sites (notamment S935) augmente 1’affinité de LRRK2 pour les protéines
14-3-3 ce qui a un fort impact sur sa distribution subcellulaire, et donc sur sa capacité a accéder a ses
substrats (50).
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Un autre aspect de la régulation de LRRK2 semble étre sa capacité a former des multimeres.
La configuration la plus décrite est celle d’un homodimere qui, apres avoir été identifié par plusieurs
équipes in vitro et a partir des lysats cellulaires, a pu étre confirmé en microscopie au sein de cellules
vivantes surexprimant LRRK2. Les analyses biochimiques et de microscopie s’accordent pour
localiser ces dimeres de LRRK2 aux structures membranaires, tandis que la forme monomérique est
plut6t cytoplasmique. Enfin, les arguments biochimiques plaident pour une activité kinase accrue de
cette forme dimérique localisée aux membranes (59). Ainsi, la multimérisation de LRRK2 est une
piste intéressante pour mieux comprendre sa régulation, toutefois la conformation exacte de la forme

active reste aujourd’hui un sujet de recherche.

La régulation de ’expression de LRRK?2 a été étudiée de maniére moins systématique que la
phosphorylation de sa protéine. Au niveau transcriptionnel, I’interféron-y (INFy) induit une
expression de LRRK2 (60) via ERKS5 (61) (extracellular signal-regulated kinase 5) dans la lignée
monocytaire humaine THP-1. La région promotrice 5° de LRRK2 contient également des sites de
fixation pour le facteur de transcription Sp1 (specificity protein 1) (62), ce dernier étant responsable

d’une régulation positive (validée dans différents modéles humain, rat et souris) (62,63).

La traduction des ARNm de LRRK2 semble également régulée par plusieurs micro-ARN
(miARN) : pour les 205 (site de fixation conservé entre les vertébrés, bonne corrélation avec LRRK2
dans le cerveau humain) (64), 599(65) et 335 (66), I’effet sur LRRK2 a été validé sur des lignées

humaines in vitro.

Enfin, plusieurs publications s’intéressent au catabolisme de LRRK2. Celui-ci serait assuré
par le protéasome, les modulateurs identifiés étant : HSP90 (heat shock protein) (67), les ubiquitines
ligases CHIP (carboxyl terminus of HSP70-interacting protein)(68,69) et celle du complexe SCF-
FbxI18 (Skpl-Cullinl-F-box) (70), ainsi que la PP2A (58). Mais LRRK2 serait également éliminée

par les lysosomes, principalement via I’autophagie médiée par les chaperonnes (71).

5. LRRK2 en pathologie

a) Les mutations

Le potentiel pathologique de LRRK2 dans la MP est prouvé par I’existence de formes
familiales liées aux mutations de son géne. Parmi I’ensemble des mutations décrites, cing faux sens
sont actuellement reconnues comme indiscutablement pathogénes du fait de leur co-ségrégation avec
le phénotype MP (G2019S, R1441C/G, 12020T et Y1699C) (voir figure 2a), le reste n’ayant pas été
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décrit dans de suffisamment grande famille (R1441H, N1437H, etc.). G2019S est la plus fréquente,
avec une importante disparité selon ’origine ethnique, puisqu’on la retrouve jusqu’a environ 40%
des cas, qu’ils soient familiaux ou sporadiques, en Afrique du nord, alors qu’elle représente 3,5% des
cas familiaux en France et quasiment aucun en Asie. De nombreux autres polymorphismes du géne
LRRK?2 ont été identifiés, certains étant fortement suspectés d’étre pathogenes car surreprésentés chez
les patients MP en comparaison de contrdles de méme origine ethnique, a I’image du variant G2385R

considéré comme le facteur de risque genétique de MP le plus fréquent en Asie (72).

Un enjeu important de la recherche sur LRRK2 est de comprendre en quoi ces mutations
influencent la fonctionnalité de la protéine. Concernant G2019S, elle modifie un résidu situé dans un
trio d’acides aminés fonctionnellement important pour I’activation/inhibition de nombreuses kinases
(motif « DFG », ou plutdt « DYG » dans le cas particulier de LRRK2 (73)). 12020T se situe
directement a la suite de ce motif (73). Pour les mutations R1441C/G et Y1699C, I’étude récente en
cryo-microscopie électronique permet de situer les résidus concernés a 1’interface d’interaction des
domaines ROC et COR (37) modifiant ainsi potentiellement 1’agencement du domaine GTPasique ;
en effet, in vitro, R1441C/G/H et Y1699C diminuent 1’activité GTPasique de LRRK2 (74,75). De
maniére intéressante, lorsqu’elles sont réintégrées au sein d’un systéme cellulaire, les cing mutations
indiscutablement pathogénes sont responsables d’une augmentation de ’activité kinase en direction
des substrats physiologiques Rab (44) ; bien que les mécanismes moléculaires sous-tendant ce
phénotype commun restent mal compris, une hypothése plausible est celle d’une augmentation plutot
directe de I’activité kinase via les mutations du domaine kinase, et a contrario d’un mécanisme plutot

indirecte pour les mutations ROC/COR, en stabilisant ’homodimére de LRRK2 par exemple (76).
b) Données des patients et modeles animaux

Le rble pathologique de LRRK2 dans la MP serait donc lié a un gain de fonction kinase. Sur
’aspect gain de fonction, les éléments sont convaincants : 1’effet pathologique des mutations est de
transmission autosomique dominante et les variants responsables d’une perte de fonction du géne
LRRK2 ne sont associés a aucune condition pathologique (77). Du c6té des modéles animaux (murins,
drosophile et C.elegans), les KO ne développent pas d’atteinte du SNC mais plutdt un phenotype
rénal et pulmonaire anormal. A ’inverse, les modeéles transgéniques surexprimant LRRK2 muté
développent une neurodégénérescence associée a des dépots d’a-synucléine et de Tau ; de méme, les
modeles KI, bien que ne développant pas de neurodegénérescence, présentent des anomalies
neurophysiologiques qui pourraient s’apparenter a une forme prodromale de MP (78) avec un

mécanisme pathologique probablement plus proche de celui en cause chez les patients.
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Concernant le r6le de I’activité kinase, en plus des données sus-citées issues de 1’étude
fonctionnelle des versions mutées de LRRK2 (voir chapitre 11-5.a), on peut citer les travaux de 2018
de Di Maio et al. qui rapportent une nette augmentation de la phosphorylation de Rab10 dans la
substance noire des patients ayant une MP idiopathique (79), étendant le réle potentiel de LRRK2
dans la MP au-dela des formes géneétiques. Par ailleurs, les inhibiteurs d’activité kinase spécifiques
de Lrrk2 ont un effet neuroprotecteur dans différents modeles animaux de MP, qu’ils soient toxiques
(rats traités par la roténone (79)) ou génétiques (surexpression d’a-synucléine dans la substance noire
(80)). C’est dans le cadre de cette hypothése de gain de fonction kinase toxique que se développent
les premiers essais cliniques d’inhibiteurs kinase de LRRK2, a I’image du DNL201 dont les

résultats de phase 1b ont été dévoilés (81).
c) Les limites

Les zones d’ombres restent toutefois nombreuses concernant les mécanismes pathogénes
précis impliqguant LRRK2 dans la MP. En effet, I’activité kinase de LRRK2 est mise en avant comme
étant I’¢lément central, mais 1’activité GTPasique, étudiée de maniere moins systématique alors
qu’également perturbée par les mutations, pourrait-elle étre incriminée au méme plan ? La capacité
de LRRK2 a associer plusieurs partenaires protéiques (« scaffolding protein ») pourrait également
étre une autre piste sérieuse sur ses fonctions physiopathologiques clés, avec dans ce cas une grande
importance de sa localisation subcellulaire ; il est alors intéressant de noter que des éléments en faveur
d’une localisation anormale de LRRK2 ont été notés dans les études cérébrales post-mortem des sujets
avec une MP idiopathique qui rapportent des CL LRRK2-positifs (33) et une déphosphorylation N-
terminale, notamment en S935 (qui pour rappel régule I’affinité aux protéines 14-3-3 et donc la
localisation subcellulaire de LRRK2 (82)). Quant a la/les fonctions physiologiques principalement
altérées par ces dérégulations de LRRK2, la liste des possibles est aussi large que celle dressée des
processus cellulaires dans lesquels LRRK2 pourrait intervenir (voir chapitre 11-4.b). Enfin, ’effet
pathologique lié¢ a LRRK2 intervient-il directement dans les neurones ? Ou est-il médié par les
cellules environnantes (gliales, microgliales) (83), voire par un autre organe hors du SNC comme

le tube digestif (voir chapitre 111-3.f) ?
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I11- Maladie de Parkinson et tube digestif

1. Symptomatologie digestive et systeme nerveux entérique

a) Etat des lieux des symptomes

Comme mentionné plus haut, la symptomatologie de la MP n’est pas uniquement motrice
mais également dysautonomique, et particulierement digestive. En effet, dans une étude de 2007,
Verbaan et al. comparent la symptomatologie déclarée de plus de 400 patients parkinsoniens avec
150 sujets témoins et rapportent que les troubles gastro-intestinaux sont plus fréquents (5 fois plus
pour la constipation, par exemple) et plus sévéres (score moyen sur 100 environ 4 fois plus éleve)
dans la MP, et qu’ils corrélent avec la sévérité du handicap généré par la maladie (84). Ces troubles
digestifs concernent tous les étages du tractus oeso-gastro-intestinal : sialorrhée (4 a 10 fois plus
fréquent que dans le groupe témoin selon les études), dysphagie (prévalence de 82% aux tests
objectifs), gastroparésie (prévalence estimée entre 70 et 100%) et constipation (prévalence hautement
variable, 2 a 5 fois plus fréquent que dans le groupe contréle pour la plupart des études) plus ou moins

associée a de la dyschésie (85).

Ces atteintes fonctionnelles digestives ont nourri un effort de recherche visant la mise en
évidence de Iésions causales. La MP étant avant tout une neuropathie, un grand intérét a été porté au
SNE.

b) Le systeme nerveux entérique

Le tube digestif se distingue en effet des autres organes du fait qu’il posséde son propre
systeme nerveux dont les corps cellulaires sont intégrés dans sa paroi, de I’cesophage jusqu’au rectum
(86). Ce SNE contient environ 168 millions de neurones chez I’homme, ce qui équivaut a la
composition de la moelle épiniére (87), et s’organise principalement en ganglions répartis en deux
plexus : le myentérique (ou d’Auerbach), qui se trouve entre les couches de muscles longitudinaux
et circulaires, et le sous-muqueux (ou de Meissner), plus proche de la lumiére digestive (voir figure
4a). 1l peut fonctionner de maniere autonome, mais il est aussi hautement connecte avec le SNC via

les systéemes sympathique et parasympathique (86).

Le SNE est composé de neurones sensitifs, d’inter-neurones et de neurones effecteurs
(moteurs et sécréto-moteurs notamment), mais aussi de cellules gliales entériques (CGE) (88).
9éme

Méme si elles sont longtemps restées dans I’ombre apres leur premiére identification a la fin du 1

siecle (89), ces CGE sont intéressantes a plus d’un titre. En effet, elles surpassent en nombre les
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neurones entériques (90) et, contrairement a ces derniers (densité neuronale similaire entre souris,
cochon d’inde et homme) (87), elles sont enrichies dans le SNE humain par rapport a d’autre
mammifeéres (rapport glie/neurones a 1,5 vs 0,9 en sous-muqueux et 6,5 vs 1,7 en myentérique chez
I’homme Vs le cochon d’inde respectivement) (90). Bien que proches des astrocytes du SNC en
plusieurs points (morphologie, expression de marqueurs communs dont S100p et GFAP, propriétés
neurophysiologiques et neuroprotectrices) (89), elles possedent leur propre hétérogénéité méme si
aucune classification actuelle ne parvient a véritablement en distinguer fonctionnellement les sous-
types (91) ; on peut tout de méme pour ’exemple distinguer les CGE intra-ganglionnaires, qui
englobent les neurones et modulent la neurotransmission, des CGE muqueuses qui viennent au
contact des cellules épithéliales et influencent leur différenciation (89,91). Enfin, elles peuvent étre
impliquées dans les pathologies humaines (91), et notamment dans la MP ou une possible réaction
gliale (92) a été documentée par analyse de biopsies coliques en western blot et RT-PCR, avec une
augmentation du niveau d’expression des marqueurs gliaux GFAP et sox-10 chez des sujets

parkinsoniens (93,94) par rapport a des témoins.

Le r6le fonctionnel propre au SNE est notamment établi par les pathologies qui le ciblent de
maniere spécifique : ainsi, au cours de la maladie de Hirschprung (affection génétique), le SNE ne se
développe pas dans la partie distale du colon qui s’avere alors acontractile des la naissance ; une
constatation similaire peut étre faite chez 1’adulte a travers la maladie de Chagas (affection
parasitaire), au cours de laquelle I’infection chronique de la paroi colique entraine une mort
progressive des neurones entériques, et qui est responsable d’une altération sévere du transit colique
(86). Si ce n’est toutes, de nombreuses fonctions digestives sont contrdlées/modulées par le SNE, les
mieux documentées étant la motricité intestinale (plexus myentérique principalement) et la
sécrétion d’eau et d’électrolytes vers la lumiere digestive (plexus sous-muqueux principalement).
Mais le rdle du SNE dans ces différentes fonctions peut aller de simple modulateur a centre intégrateur
et effecteur selon la fonction et le segment intestinal considérés ; pour exemple, la motricité gastro-
cesophagienne nécessite une bonne intégrité des boucles réflexes vago-vagales tandis que la motricité
du petit intestin et du colon est principalement orchestrée par le SNE en réaction au passage du bol

alimentaire (86).

L’étude du SNE chez les patients peut se faire soit de leur vivant, a partir de biopsies ou de
prélevements peropératoires, soit en post-mortem a partir de prélevements autopsiques. Dans le
cadre de la MP, les patients subissent rarement des chirurgies digestives, les biopsies sont donc
particulierement intéressantes et peuvent étre prélevées au cours d’une fibroscopie (prélevements

cesophagiens, gastriques ou duodénaux), d’une coloscopie (prélévements coliques droits, transverses,
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gauches, sigmoidiens ou rectaux) ou d’une simple recto-sigmoidoscopie (préléevements sigmoidiens
ou rectaux, voir coliques gauches). L’avantage des prélévements post-mortem ou peropératoires est
qu’ils permettent d’étudier I’ensemble de la paroi digestive et donc le plexus myentérique. A ’inverse,
les biopsies ne capturent que de la muqueuse ainsi qu’une part variable de sous-muqueuse ; elles
permettent cependant d’analyser les ganglions sous-muqueuX, la glie (89) et les prolongements
neuronaux muqueux comme le rapporte 1’étude de Lebouvier et al. dans laquelle il est estimé qu’une
biopsie contient en moyenne 150 neurones entériques (95) (voir figure 4b). En plus de ces méthodes
statiques, il est possible d’étudier dynamiquement le SNE, notamment a travers différents modéles
de culture primaire. Ainsi, une culture représentative du SNE myentérique (composée de neurones,
de CGE et de cellules musculaires) peut par exemple étre établie a partir d’intestins d’embryons de
rats (96). De maniére a étudier plus spécifiquement une type cellulaire donné, il est aussi possible
d’obtenir des cultures purifiées en CGE, toujours a partir d’embryons de rats (97) ou a partir de tubes

digestifs adultes (98), ou purifiées en neurones entériques par ajout d’un antimitotique (99,100).
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Figure 4 : Anatomie et exploration du SNE. a. Organisation du SNE en ganglions au sein du plexus
myentérique, entre les couches musculaires longitudinale et circulaire, et du plexus sous-muqueux (SMP),
proche de lamuqueuse. Le SNE innerve toutes les structures de la paroi digestive (muscles, arteres, muqueuse).
D’aprés Furness (86). b. Les prélévements post-mortem ou per-opératoires permettent d’étudier I’ensemble de
I’épaisseur de la paroi digestive incluant les 2 plexus nerveux, tandis que les biopsies ne peuvent capturer que

le plexus sous-muqueux.
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2. Synucléinopathie entérique

a) Pathologie de Lewy et dép6ts d’a-synucléine dans le SNE

La premiere mise en évidence de lésions de type CL dans le SNE remonte a 1984 dans
I’cesophage de patients parkinsoniens souffrant de dysphagie (101). Depuis, plusieurs études ont
entrepris 1’analyse du SNE dans la MP avec des méthodes de détection plus sensibles basées sur
I’immuno-marquage de I’a-synucléine : des dép6ts anormaux sont mis en évidence chez la plupart
des patients, sur toute la longueur du tube digestif, aussi bien dans le plexus myentérique que sous-
muqueux, plusieurs études intégrant des groupes témoins qui valident la spécificité de ces lésions
(102). lls prennent soit la forme de CL dans le pericaryon soit la forme de prolongement de Lewy
dans les prolongements neuronaux (figure 5). L’a-synucléine entérique pathologique a par exemple
été rapportée dans deux études avec prélevements post-mortem, intégrant au total 41 patients atteints
de MP ou démence a CL (maladie apparentée), chez lesquels environ 70% des patients sont porteurs
des lésions dans le SNE (18,103), les atteintes étant plus souvent identifiées dans le plexus

myentérique (103).
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Figure 5 : lllustration de la synucléinopathie entérique. Traduit de de Guilhem de Lataillade et al.
(102). Coupe transversale de colon humain d’un sujet parkinsonien. Immunohistochimie phospho-a-
synucléine montrant la présence de structures évocatrices de CL dans un neurone myentérique et de
prolongement de Lewy dans le plexus sous-muqueux et la mugueuse (indiquée par la fléche, 1’astérisque
désigne la crypte intestinale). Barre d’échelle = 40um.
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Concernant la caractérisation biochimique de ces dépdts d’a-synucléine vus en microscopie,
les travaux dans le SNC rapportent notamment une hyperphosphorylation, une troncation et une
agrégation en formes de haut poids moléculaire de 1’a-synucléine (104) associées a des propriétés
type « prion » avec une capacité a transformer des protéines natives en protéines pathologiques ;
cette propriété existe in vitro (105), mais aussi in vivo puisque le fait d’injecter en intracérébral une
faible quantit¢ d’a-synucléine pathologique, provenant de cerveaux de patients, déclenche
d’authentiques synucléinopathies chez le rongeur ou le primate (106). Du c6té du SNE, une telle
caractérisation n’en est qu’a ses debuts : 1’a-synucléine pathologique est résistante aux protéases
(K et alcalines), probablement du fait de son agrégation, elle pourrait étre hyperphosphorylée et
agrégée en formes de haut poids moléculaire, comme le suggerent des résultats préliminaires
contrdlés sur un unique patient de Derkinderen et Lebouvier (107), enfin elle capable de transmettre

sa conformation pathologique in vitro (108).

Deux résultats doivent toutefois amener a rester prudent sur la comparaison des
synucléinopathies centrale et entérique : 1’inoculation intracérébrale d’a-synucléine pathologique
issue du systéme nerveux autonome périphérique (ganglion stellaire) n’a pas montré de pathogénicité
chez la souris (109), et I’appendice iléo-caecal des sujets sains contient de I’a-synucléine
oligomérisée, tronquée et resistante a la protéinase K sans étre pour autant associée a une condition

pathologique (110).
b) Altération du tissu neural

En dehors des dépots d’a-synucléine, 1’atteinte centrale de la MP s’accompagne d’une perte
neuronale associée une neuro-inflammation (vois chapitre 11-2). Concernant la perte neuronale,
celle-ci n’a pas été retrouvée dans le SNE, que ce soit au niveau du plexus myentérique, a trois étages
différents (estomac, duodénum et colon), auprés de 6 patients MP et 12 contr6les (111), ou bien au
niveau du plexus sous-muqueux colique avec deux études portant au total sur 58 patients MP et 30
contréles (107,112,113). 1l faut toutefois noter que, a I’inverse du SNC, la recherche de cette perte
neuronale n’est pas guidée par la clinique, les zones évaluées étant donc sélectionnées de manicre
aléatoire ; quelle chance aurions-nous de mettre en évidence la perte neuronale centrale de la MP en

sélectionnant aléatoirement les zones cérébrales ?

Pour ce qui est de I’inflammation, les argument liant MP et inflammation digestive sont de
plus en plus nombreux et sont le fruit d’analyses a la fois génétiques, €pidémiologiques et

biochimiques (114) (voir chapitre 111-3).
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c) Symptomatologie propre a la synucléinopathie entérique

La question se pose alors de I’imputabilité¢ de ces Iésions du SNE dans la symptomatologie
digestive de la MP. Concernant la sialorrhée, principalement attribuée a des troubles de déglutition,
et la dysphagie oro-pharyngée, le SNE ne participent probablement pas (85) étant donné que les
motoneurones qui contrdlent les muscles striés du haut cesophage proviennent du noyau ambigu
(partie basse du tronc cérébral), le SNE existant au contact de ces muscles striés ayant possiblement

perdu son réle fonctionnel au cours de 1I’évolution chez ’homme (86).

Pour la gastroparésie, la motricité gastrique serait principalement contrdlée par une boucle
vago-vagale, le role fonctionnel du SNE étant incertain (86) ; dans ce contexte, il apparait plus
probable que ce symptome soit lié¢ a 1’atteinte précoce, quasi-constante et sévére du noyau dorsal

moteur du vague(21), méme si une implication du SNE n’est pas exclue (85).

Quant a la constipation, le réle fonctionnel important du SNE dans la motricité et les
sécretions du petit intestin et du colon, largement indépendant du SNC, est un argument pour son
implication dans ce symptome (86). Il faut toutefois rester prudent car I’exemple du SNC montre que
les symptdmes de la MP sont corrélés a la perte neuronale et non pas a la charge 1ésionnelle en a-
synucléine (15), hors aucune mort neuronale n’a jusqu’alors été démontrée de maniére convaincante
dans le SNE des patients parkinsoniens (voir chapitre 111-2.b). L’explication alternative a ce transit
ralentit serait de nouveau I’atteinte des efférences vagales, la dénervation du petit intestin et du colon

ayant été documentee par imagerie nucléaire du vivant des patients (115).

3. Maladie de Parkinson, inflammation digestive et liens avec les pathologies
inflammatoires de I’intestin

Le début de I’histoire entre inflammation digestive et MP pourrait remonter a 1987 avec la
publication d’un court article rapportant 25 patients ayant un double diagnostic MP et rectocolite
hémorragique (RCH), une maladie inflammatoire chronique de D’intestin (MICI), au terme
duquel I’auteur conclue que « des études épidémiologiques prospectives devraient étudier ce lien »
(116).

a) Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin

La famille des MICI est en fait composé de deux pathologies que sont la maladie de Crohn

(MC) et la RCH. Les deux entités correspondent a une inflammation digestive destructrice qui évolue
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par poussee et peut conduire a des interventions chirurgicales pour rétablir la fonctionnalité digestive.

Mais plusieurs élements les distinguent.

Dans la MC, tous les segments du tube digestif peuvent étre atteints de maniére multifocale,
méme si les 1ésions surviennent plus fréquemment au niveau de I’iléon terminal et du colon. Les
Iésions inflammatoires sont dites transmurales, ce qui signifie qu’elles concernent 1’enti¢reté de
I’épaisseur de la paroi digestive, de la muqueuse jusqu’aux couche musculaires externes. Le
diagnostic est habituellement fait entre les 2™ et 4°™ décades. Sur le plan épidémiologique,
I’incidence de la maladie est maximale dans les zones urbaines des pays riches occidentaux, le tabac

est un facteur de risque important (117).

Dans la RCH, les lésions inflammatoires débutent au niveau rectal et peuvent s’étendre de
proche en proche aux parties proximales voire distales du colon. Contrairement a la MC,
I’inflammation reste localisée a la muqueuse digestive. Le diagnostic est généralement 1égérement
plus tardif, entre 30 et 40 ans. Sur le plan épidémiologique, I’incidence de la maladie est maximale
dans les mémes pays que la MC, en revanche la relation au tabac est plus complexe puisque le

tabagisme actif est un facteur protecteur alors que le tabagisme sevré est un facteur de risque (118).

Bien que la physiopathologie soit différente entre ces deux pathologies, les mémes acteurs
sont tout de méme incriminés ; une interaction altérée aurait lieu entre le systeme immunitaire de
I’héte et son microbiote au travers de la barriere épithéliale intestinale, conduisant a une réaction
immunitaire aberrante. Les déterminants de cette interaction pathologique sont, comme bien souvent,
d’origine a la fois environnementale et génétique (117,118). Le SNE est également évoqué comme
acteur potentiel de ces pathologies : en effet, celui-ci est morphologiquement altéré dans les MICI, et
neurones comme cellules gliales entériques sont en mesure d’interagir avec le systéme immunitaire
(119).

b) Liens génétiques entre MP et MICI

Le premier rapprochement de 1987 entre MP et MICI n’obtient pas d’écho auprés de la
communauté scientifique (114), et c’est la génétique qui, des années plus tard, relancera I’intérét pour
cette association inattendue. En 2007 tout d’abord, trois polymorphismes du gene CARD15/NOD2,

initialement liés a la MC, sont rapportés comme étant sur-représentes chez 308 patients parkinsoniens
(24% vs 15,5% des 220 contréles) (120).

En 2008 puis 2011 ensuite, deux méta-analyses indépendantes visant a identifier des
déterminants génétiques, de la MC pour la premiére (121) ou communs aux MICI pour la deuxieme
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(122), font toutes les deux apparaitre un méme variant représentant un locus contenant notamment le
géne LRRK2.

C’est en 2018 que LRRK2 sera plus sérieusement impliqué dans la MC : Hui et al. séquencent
I’exome de plus de 1000 patients Crohn appartenant a la population juive Ashkénaze dans laquelle la
MC est trés fréquente, ils confirment alors des génes précédemment incriminés dans la MC, dont
LRRK2 et CARD15/NOD2. Concernant LRRK2, les deux variants N2081D et N551K/R1398H sont
respectivement identifiés comme facteur de risque et facteur protecteur. Ils valident ensuite ce résultat
sur une plus grande cohorte, qui n’est cette fois-ci pas uniquement composé de juifs Ashkénazes, en
intégrant egalement des patients parkinsoniens : les deux variants sont & nouveau associés a la MC,

mais aussi a la MP et avec des effets communs (bien que moins importants pour la MP) (123).
c) Liens épidémiologiques entre MP et MICI

En parallele de ces avancées génétiques, quatre études basées sur des données nationales
(Taiwan, Etats-Unis, Danemark et Suéde) rapportent I’association des MICI avec la MP (voir tableau
1), une méta-analyse synthétisant ces données (plus de 250 000 cas de MICI pris en compte) conclue
a un sur-risque de MP d’environ 30% en cas de RCH ou MC (124). Un résultat trés intéressant
provient d’une analyse secondaire de I”étude Etats-unienne dans laquelle les patients MICI traités par
anti-TNFa (une biothérapie qui inhibe 1’effet du TNFa et s’avére un traitement de fond efficace dans
les MICI) affichent un taux d’incidence de MP diminué de 80% (125), suggérant un effet protecteur

majeur du blocage de I’'inflammation systémique sur le risque de MP.

Country Period IBD cases HR CD/C HR UC/C
Denmark 1977-2014 76477 1.12 (0.89-1.40) 1.35% (1.20-1.52)
Sweden 20022014 39,652 1.6*%(1.1-23) 1.4*(1.2-1.8)
us 2000-2016 144,018 1.26% (1.03-1.53) 1.31% (1.14-1.51)
Taiwan 2000-2011 8373 1L4* (1.11-1.77) 0.94 (0.49-1.84)

Tableau 1 : Résultats des quatre études épidémiologiques sur le lien entre MP et MICI & partir des bases
de données nationales. D’aprés Rolli-Derkinderen et al. (114). Les intervalles de confiance a 95% sont
indiqués entre parenthéses ; * : statistiquement significatif ; HR : hazard ratio ; IBD : inflammatory bowel
diseases ; UC : ulcerative colitis ; CD : Crohn’s disease ; C : control ; US : United-States.

29



d) Liens moléculaires entre MP et MC

En plus des éléments genétiques et epidémiologiques, une étude biochimique vient compléter
le lien entre MP et MC : I’analyse de biopsies coliques de patients Crohn montre une augmentation
du niveau d’expression de 1’a-synucléine par rapport a des sujets témoins, sans argument toutefois

pour I’existence de formes agrégées (126).
e) Inflammation digestive dans la maladie de Parkinson

Les données des premiéres études génétiques qui ont montré un lien potentiel entre MP et
MICI ont incité plusieurs équipes a étudier I’existence d’une inflammation digestive dans la MP. En
quantifiant les ARNm de quatre cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1p et INF-y) dans
des biopsies coliques, Devos et al. ont montré une augmentation de leur niveau d’expression chez des
sujets parkinsoniens par rapport a des sujets témoins (voir figure 6) ; le niveau d’expression de ces
cytokines était inversement corrélé a la durée d’évolution de la maladie (93). Quelques années plus
tard, des résultats cohérents sont obtenus par une autre équipe qui retrouve une augmentation des
transcrits de I’IL-1P et de I’'INF-y dans des biopsies sigmoidiennes de patients parkinsoniens parmi
une cinquantaine de genes testés (127). Toujours a partir de biopsies coliques, une surexpression de
I’enzyme pro-inflammatoire COX-2 (cyclooxygenase-2) est également rapportée chez les patients
MP (128).
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Figure 6 : Inflammation colique dans la MP. Adapté de Devos et al. (93). Augmentation significative de

I’expression génique de TNF-a, INF-y, IL-6 et IL-1B dans les biopsies coliques de 19 patients parkinsoniens
vs 14 témoins appariés en age (p=0.0005, 0.004, 0.001 et 0.02 respectivement).
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Enfin, I’analyse des selles de patients parkinsoniens plaide aussi en faveur d’une inflammation
digestive dans la MP : une équipe rapporte une augmentation d’IL-1 (o et B) et de CRP (c-reactive
protein) (129), tandis que deux équipes indépendantes montrent une augmentation de la calprotectine
(130,131).

f) Roles possibles de I’inflammation digestive dans la MP

La question de 1’origine et des conséquences de cette inflammation digestive dans le cadre de

la MP reste sujet a débat. Trois scénarii sont discutés (114) (voir figure 7).

Dans les deux premiers scénarii, I’inflammation digestive est en amont de I’atteinte du SNC,
son origine se situant probablement, a I’image des mod¢les physiopathologiques des MICI (voir
chapitre I11-3.a), dans un défaut d’interaction entre le systéme immunitaire (132), la barriére
épithéliale digestive (133), le microbiote (134) et le SNE (voir chapitre I11-2.a), tous les quatre altérés
dans la MP.

Une premiére hypothése est que I’inflammation digestive participe au réle du pathogene
décrit par Braak (voir chapitre 11-2) et qu’elle serait impliquée dans la formation de I’a-synucléine
entérique pathologique qui se transmet ensuite par effet « prion » au SNC via le nerf vague (voir
figure 7a). Le fait que de I’a-synucléine pathologique générée (gavage a la roténone) ou injectée dans
la paroi intestinale de rats puisse se propager au SNC via le nerf vague appuie ce scénario (135,136) ;
mais il faut tempérer ces arguments devant leur manque de reproductibilité (gavage a la roténone)
(23) et devant la mise en évidence, notamment sur des modeles primates, que 1’a-synucléine
pathologique peut aussi transiter en sens inverse (du SNC vers le tube digestif) (137). De plus, cette
premiére hypothése n’est pas supportée par une partie des données récentes qui montrent que la
présence d’une inflammation digestive n’est globalement pas associée a un métabolisme
pathologique de I’a-synucléine (notamment une surexpression) que ce soit chez I’homme, en-dehors
de la MC avec les patients RCH (126), chez les souris DSS (dextran sodium sulfate, voir chapitre V-
3.¢) (138,139), ou sur des cultures de SNE traitées par des cocktails de cytokines pro-inflammatoires
(138). On rappelle au passage que I’a-synucléine pathologique issue du systéme nerveux autonome
périphérique n’a, contrairement a celle issue du SNC, pas montré de capacité a induire une
synucléinopathie (109) et que et I’appendice iléo-caecal contient naturellement de I’a-synucléine avec

des caractéristiques biochimiques pathologiques sans déclencher de trouble particulier (110).

Une seconde hypothése est que I’inflammation digestive est responsable d’une
inflammation systémique qui se transmet au SNC, notamment par voie humorale et rupture de la

barriére hémato-encéphalique, la  neuro-inflammation déclenchant/aggravant  la
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neurodégénérescence (figure 7b). Des €léments en faveur chez I’homme sont le fait que le diagnostic
de MICI précede de plusieurs années celui de MP (voir chapitres 11-1 et 111-3.a), ainsi que la mise en
¢vidence d’inflammation systémique (26) et d’une hyperperméabilité de la barriére hémato-
encéphalique (140) chez les patients parkinsoniens. Chez 1’animal, il a ét¢ montré qu’une neuro-
inflammation peut effectivement aggraver la mort neuronale induite par la neurotoxine 6-
OHDA(141), voire I’induire directement (injection intra-cérébrale de LPS) (142). De méme, une
colite au DSS, aigué (142) ou chronique (139), peut isolément étre responsable d’une inflammation

et d’une perte neuronale dopaminergique de la substance noire.

Dans une derniére hypotheése, I’atteinte du SNC se situerait en amont de I’inflammation
digestive. Cette atteinte entrainerait un dysfonctionnement des efférences vagales a destinée digestive
qui exercent un effet anti-inflammatoire (figure 7c). Cette hypothése est appuyée par la dénervation
parasympathique digestive mise en évidence chez les patients parkinsoniens (115) ainsi que par
I’inflammation digestive identifiée chez les rats 6-OHDA (139), dont les efférences cholinergiques
vagales a visée digestive sont altérées (143), ou chez les rats vagotomisés (139).

4, Synucléino-
pathie centrale

S 1. Dégénérescence
. Neuro-
4. Synucléinopathie du noyau dorsal

centrale l’_? inflammation it i i

2. Diminution
A-Tkanaport de 2. Inflammation de Paction

I’a:sy’nucléine systémique anti-inflammatoire
agrégée au SNC : T

2. Agrégation
d’a-synucléine
dans le SNE

/7]\ 3. Inflammation
— LN digestive

1. Inflammation
digestive

1. Inflammation
digestive

Figure 7 : Trois scénarii pouvant expliquer le lien entre MP et inflammation digestive. Traduit de Rolli-
Derkinderen et al. (114). a. L’inflammation digestive participe a la genése d’a-synucléine entérique
pathologique qui se transmet ensuite au SNC via le nerf vague. b. L effet de I’inflammation digestive sur le
SNC passe par une inflammation systémique. C. L’inflammation digestive est consécutive d’un défaut des
efférences vagales anti-inflammatoires.
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IV- LRRK?2 au-dela de la Maladie de Parkinson

1. Autres implications pathologiques

Bien que principalement incriminée dans la physiopathologie de la MP, LRRK2 a également
¢té pointée du doigt comme jouant un rdole dans d’autres pathologies qu’elles soient de nature

inflammatoire, oncologiques ou neurodégénératives.
a) Pathologies inflammatoires extra-digestives

Du c6té des pathologies inflammatoires, LRRK2 a été associé au Lupus érythémateux
disséminé (LED). Il s’agit d’une pathologie dysimmunitaire, dont la physiopathologie est encore mal
comprise (anomalie dans la cascade du complément, défaut d’élimination des corps apoptotiques ou
encore dérégulation des lymphocytes B et T), qui est responsable d’atteintes multi-Systémiques
(cutanéo-muqueuse, rénale, du systéme nerveux central ou périphérique, etc.) (144). En testant
I’association de quelques variants identifiés comme liés aux maladies auto-immunes sur deux
cohortes de plus de 1000 patients (500 LED et 500 contréles), une premiere équipe chinoise a montré
qu’un variant de LRRK2 était significativement associé au groupe LED. Le polymorphisme
incriminé serait responsable d’une augmentation de I’expression de LRRK2, et les auteurs rapportent
justement que les globules blancs sanguins mononucléés des patients LED surexpriment LRRK?2
(35)(145). Une seconde équipe chinoise rapporte que cette surexpression de LRRK2 est spécifique
au lymphocytes B et qu’elle correle bien avec différents paramétres de la maladie. Ils concluent

I’article en montrant que le KO de LRRK2 a un effet protecteur sur un modele murin de LED (146).

Toujours dans le registre inflammatoire, la Lépre est une maladie liée a 1I’infection
granulomateuse chronique de la peau et des nerfs périphériques par la bactérie intra-cellulaire
Mycobacterium leprae ; la symptomatologie est en partie liée a la réponse immunitaire de 1’hote (147).
Plusieurs études en GWA (genome-wide association) ont montré des associations entre Lepre et
polymophismes représentant un locus incluant LRRK2, mais ces premiers résultats ne se sont pas
avérés cohérents entre eux alors méme qu’ils reposaient sur de petits effectifs (41). L’équipe de Fava
et al. a changé d’approche avec 1’hypothése que LRRK2 serait lié, non pas au fait de contracter
I’infection, mais a une complication inflammatoire aigué de celle-ci. Ils ont resserré 1’étude
génétique sur le locus de LRRK2 entre plus de 1000 patients, ayant ou non expérimenté la
complication, et ont identifié que celle-ci survenait plus fréeqguemment chez les porteurs d’un variant
M2397T (domaine WDA40), déja incriminé dans les MICI (148). Dans une seconde étude similaire, le

méme groupe a montré cette fois que I’absence de complication inflammatoire aigué est associée a
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un autre variant de LRRK2, R1628P, qui a un impact in vitro sur la réaction cellulaire aux micro-

organismes pathogénes (augmentation de production des espéces réactives de I’oxygene notamment)

(149).
b) Cancers

Du c6té de I’oncologie maintenant, plusieurs publications sur différents types de cancer
évoquent un réle de LRRK2 qui pourrait étre variable selon le type de tumeur étudié. La premiere
en date identifiée remonte a 2015, elle exploite la base de données The Cancer Genome Atlas (TCGA)
en cherchant si des génes liés a ’autophagie sont mutés ou différentiellement régulés dans différents
types de cancer. L’équipe identifie, entre autres génes, LRRK2 comme étant sous-exprimeé dans les
tumeurs de carcinome mammaire, de carcinome épidemoide pulmonaire et d’adénocarcinome
pulmonaire (150). Une étude de 2021 du méme groupe montre par la suite que la sous-expression de
LRRK2 est associée a une moindre survie des patients ayant un adénocarcinome pulmonaire, et que

le KO de LRRK2 a un effet pro-tumorigéne sur un modéle murin d’adénocarcinome pulmonaire (151).

Allant dans le méme sens, une étude de 2019, qui exploite cette méme base TCGA, identifie
LRRK2 comme I'un des six génes les plus connectés aux génes différentiellement exprimés dans les
carcinomes épidermoides pulmonaires ; ils rapportent sur ces mémes données que les patients
exprimant fortement LRRK2 ont une survie a 10 ans supérieure a ceux 1’exprimant faiblement (45 vs
35%) (152).

Une autre étude de 2021 analyse des cas familiaux de mésothéliomes malins et identifie 2
cas, sur 13 patients, porteurs d’une mutation LRRK2 qui concerne le site d’épissage et est responsable
d’une protéine théoriquement tronquée. En faisant appel a la base de données TCGA, ils identifient
trois nouvelles mutations de LRRK2 intra-tumorales, avec effet « perte de fonction » (deux délétions
du géne et une responsable d’une protéine tronquée), dans environ 5% des cas de mésothéliomes
malins (sur 80 référencés) ; ils notent également une expression tres faible de LRRK2 (confirmée au
niveau protéique) dans plus de 50% des cultures primaires et lignées de mésothéliomes malins,
concluant justement que I’expression de LRRK2 pourrait avoir dans ce cas un réle suppresseur de
tumeur (153).

Enfin deux dernieres études apportent des données différentes. La premiere s’intéresse a une
cinquantaine de patients porteurs de cholangiocarcinomes intrahépatiques qui sont divises en deux
groupes selon 1’expression forte ou faible de LRRK2 en immunohistochimie ; une expression forte

de LRRK2 s’avére associée a un mauvais pronostic avec un risque accru de récidive, en cohérence
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avec les données in vitro de lignée cellulaire dont les capacités de prolifération et de migration sont
diminuées par un KD de LRRK2 (154).

La deuxiéme s’intéresse elle au carcinome rénal a cellules claires. Dans ce cas, LRRK2 est
surexprimé au sein de la tumeur (validé au niveau protéique), mais cette fois-ci un haut niveau
d’expression est associé a une meilleure survie, ce qui est en contradiction avec leur données in vitro
dans lesquelles le KD de LRRK2 dans leurs lignées de carcinome rénale a cellules claires inhibe les

capacités de prolifération (155).
c) Protéinopathies

En dehors de la synucléinopatie de la MP, un réle de LRRK2 est aussi évoqué dans d’autres
protéinopathies du SNC. En effet, dés les études princeps d’identification de LRRK2, il a été mis en
évidence que les patients ayant une MP en lien avec une mutation LRRK2 sont porteurs une
protéinopathie non homogene, et ce méme au sein d’une méme famille (30,156), alors qu’ils
présentent par ailleurs des caractéristiques cliniques proches de ceux porteurs d’une forme
idiopathique (157). Ces premiéres constatations ont été confirmées par la suite : sur une revue de 55
résultats d’autopsie, Schneider et Alcalay rapportent des dépots d’a-synucléine dans plus de la moitié
des cas (quasi-exclusivement de type MP, particulierement fréquents pour G2019S, de type Atrophie
multi-systématisé chez 1/8 12020T), de protéine Tau dans la moitié des cas (de type Paralysie supra-
nucléaire progressive ou Maladie d’Alzheimer), et plus rarement de TDP-43 (mais recherchés de
maniére moins systématique) (158) ; restent des cas présentant des dépdts non identifiés (positifs pour
I’ubiquitine) (158), ainsi que d’autres pour lesquelles aucune protéinopathie n’est mise en évidence,
comme c’est le cas pour 4/4 porteurs des mutation R1441G/H (159,160) et 6/8 porteurs de 12020T
(156). Ces constatations posent la question d’un éventuel role de LRRK2 en amont des cascades

pathologiques pouvant conduire aux différentes protéinopathies.
d) Maladies inflammatoires chroniques de ’intestin

Enfin, d’un intérét particulier pour cette thése, LRRK2 a également été décrit comme lié aux
MICI, de maniére plus robuste pour la MC que pour la RCH (voir chapitre 1V-3). LRRK2 est donc
impliqué dans la physiopathologie des MC et MP qui, bien que de présentations radicalement
differentes, partagent une part de phénotype commun au niveau du tube digestif caractérisé par une
inflammation et une altération du métabolisme de I’a-synucléine. Cette double implication, avec le

tube digestif en lieu commun, pose la question du rdle de LRRK2 entérique.
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2. Physiologie de LRRK?2 dans I’appareil digestif

Peu de travaux se sont intéressés a LRRK2 au niveau du tube digestif. La premiére étude
disponible est celle de Gardet et al. en 2010 dans laquelle des biopsies coliques de patients MC et
RCH ont été analysées. Des immuno-marquages sont réalisés permettant de localiser LRRK2 dans
certains sous-types de cellules immunitaires (lymphocytes B, cellules dendritiques et macrophages)
de la sous-muqueuse. A 1’occasion de cette premiére analyse, les auteurs précisent que le marquage
LRRK2 « n’est pas visualisé dans les neurones entériques » (60) (figure 8a). Une deuxiéme étude de
2015 identifie chez la souris une expression de Lrrk2 dans un sous-type de cellules de 1’épithélium
digestif, les cellules de Paneth (161). En 2017, une troisiéme étude s’est intéressée plus
particulierement a Lrrk2 dans le SNE. En utilisant des souris sauvages et KO pour Lrrk2, il a été
montré que lrrk2 est exprimée dans le plexus myentérique (figure 8b) et qu’elle a un effet régulateur
sur I’expression de certains neuropeptides, ainsi que sur la production d’immunoglobuline A (162).
Enfin, une derniére étude de 2020 rapporte une analyse de transcriptomique nucléaire a résolution
cellulaire du colon humain et murin. Chez la souris, Lrrk2 est identifi¢é comme 1’un des génes dont
I’expression augmente le plus avec 1’age dans les neurones entériques, chez I’homme son expression
est rapportée comme étant principalement macrophagique, un peu gliale et limitée a quelques sous-
types de neurones ; en comparaison des neurones corticaux, LRRK2 serait moins exprimé dans les

neurones entériques (163).
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Figure 8 : Expression de LRRK2 dans la paroi digestive. a. Données chez I’homme : une seule étude sur biopsies de
patients MICI localise 1’expression de LRRK2 dans les macrophages, cellules dendritiques (CD103) et lymphocytes B
(CD20) de la sous-muqueuse. Adapté de Gardet et al. (60). b. Données chez la souris : une premiére étude met en
évidence Lrrk2 dans les cellules de Paneth (lysosyme), tandis qu’une deuxiéme localise Lrrk2 dans les ganglions
myentériques (B111-tubulin). Adapté de Zhang et al. (161). puis Maekawa et al. (162).

3. Liens avec les pathologies inflammatoires de I’intestin

Comme évoque précédemment (voir chapitre 111-3.b), LRRK2 est li¢ aux MICI,

principalement sur des arguments génétiques, mais aussi quelques éléments biochimiques.
a) Recto-colite hémorragique

En ce qui concerne la RCH, ce premier argument génétique provient d’une méta-analyse de
2011 qui incrimine un locus contenant notamment le gene LRRK2 (122). Une deuxiéme étude récente

(2021) s’est concentrée sur un variant donné de LRRK2 dont il a été montré qu’il est responsable
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d’une augmentation de I’expression de LRRK2 (validée au niveau proteique) dans les cellules
immunitaires dérivées de patients (164) ; ce variant s’avere deux fois plus fréquent (36,7 vs 15,5%)
chez les patients RCH (environ 80 vs 60 sujets contrdles) et les auteurs rapportent également une
augmentation de I’expression de LRRK2 dans le sang des patients RCH, d’autant plus importante en

cas d’activité de la maladie (165).
b) Maladie de Crohn

Concernant la MC maintenant, les arguments semblent plus aboutis. Les deux méta-analyses
indépendantes précitées de 2008 et 2011 identifient le méme variant représentant un locus contenant
notamment le gene LRRK?2 (121,122). En 2010, Gardet et al. évaluent I’expression de LRRK2 dans
des biopsies de patients Crohn, en comparant les zones macroscopiquement inflammées avec les
saines, et rapportent une surexpression dans ces zones lésées sur 18 patients ; ils font la méme analyse
chez 11 patients RCH mais ne retrouvent pas de différence entre les zones saines et Iésées. En 2018
Hui et al. confirment sur deux cohorte indépendantes deux variants de LRRK2, N2081D et
N551K/R1398H, qui sont respectivement sur et sous-représentés chez les patients Crohn. Pour
définitivement incriminer LRRK2 plutdt que les autres genes du locus identifié, ils établissent un
réseau de covariance basé sur une analyse transcriptomique de 200 biopsies digestives (de 1’iléon au
rectum) dans lequel LRRK2 est bien connecté a de nombreux genes différentiellement exprimés dans
la MC. lls testent ensuite les effets fonctionnels des mutations candidates. In vitro, N2081D s’avere
augmenter ’activité kinase, comme G2019S, tandis que R1398H augmente 1’activité GTPase, a
I’inverse de ce qui est décrit pour les mutations pathogénes R1441C/G ou Y1699C ; dans les
macrophages issus de patients Crohn, les deux variants affichent des effets opposés en termes de

régulation des microtubules et d’acidification des lysosomes (123).
¢) Modéles animaux

Les résultats en provenance des modeles animaux de colite n’ont pas aidé a éclaircir le role
de Lrrk2 dans I’inflammation digestive. Le mod¢le le plus répandu pour reproduire la colite est I’ajout
de DSS dans I’eau de boisson des souris ; il s’agit d’un polysaccharide qui lese I’épithélium digestif
et induit une inflammation par augmentation aberrante de la perméabilité (166). Une premiére étude
de 2011 montre une aggravation de la colite DSS chez les souris Lrrk2 KO. Les auteurs affinent le
modele en induisant une aplasie chez la souris non mutée et en greffant des cellules de moelle osseuse
issues de souris KO Lrrk2 ou non mutées ; I’effet est partiellement reproduit suggérant que c’est au
sein des cellules myéloides que s’exerce cet effet pathologique du KO de Lrrk2 (167). A I’inverse,
une étude plus récente de 2018 montre que ce sont cette fois des souris transgéniques surexprimant

Lrrk2 qui développent une colite plus sévere sous DSS (164).
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d) Physiopathologie de Lrrk2 dans les maladies inflammatoires chroniques de ’intestin

Au total, les éléments génétiques, particulierement ceux issus des travaux de Hui et al., et
biochimiques (expression de LRRK2 augmentée dans les zones inflammées du tube digestif des
patients Crohn (60) et dans le sang des patients RCH (165)) plaident pour un effet « gain de fonction »
pathologique de LRRK2 dans I’inflammation digestive. En effet, les deux variants identifiés par Hui
et al. ont un impact similaire sur le risque de MC et de MP, le r6le de LRRK2 dans la MP étant plutét
assimilé a un gain de fonction kinase toxique. Le fait que le variant pathologique N2081D soit
responsable d’un effet similaire au variant G2019S sur 1’activité kinase in vitro, et qu’a I’inverse le
variant protecteur R1398H soit responsable d’un effet opposé aux mutations pathogeénes R1441C/G

et Y1699C sur I’activité GTPasique in vitro donne un rationnel moléculaire a cette hypothése.

Mais le fait que les expériences in vivo (souris DSS) ne soient pas unanimes (164,167) et
qu’un variant possiblement pathogéne comme M2397T semble plutot responsable d’un effet perte de
fonction sur LRRK2 (protéine moins stable) (167) obligent a rester prudents. De plus, au méme titre
que la question se pose pour la neuropathie parkinsonienne (voir chapitre 11-5.c), le r6le pathologique
de LRRK2 dans I’inflammation digestive pourrait venir d’un ou plusieurs agents cellulaires impliqués
dans les MICI (cellules immunitaires (117), cellules de Paneth (168), SNE (119)) avec des effets
possiblement radicalement différents des gains/pertes de fonction de LRRK2 selon le type cellulaire

considéré.

V- Hypothéses et objectifs

Devant I’ensemble de ces éléments, nous avons fait I’hypothése que LRRK2 pourrait étre un
acteur moléculaire commun aux altérations digestives des MC et MP. Pour tester cette hypothese,
nous avons entrepris d’étudier le profil d’expression et de phosphorylation de LRRK2 dans le SNE
humain en conditions physiologique et pathologique (MP et MC). Les résultats obtenus sont présentés
dans les articles 1 et 2. Nous avons ensuite étudié plus précisément la régulation de 1’expression et de

la phosphorylation de LRRK2 dans le SNE (article 2).

39



Article 1

40



Acta Neuropathologica
https://doi.org/10.1007/500401-021-02334-y

CORRESPONDENCE

®

Check for
updates

LRRK2 is reduced in Parkinson’s disease gut

Adrien de Guilhem de Lataillade? - Jérémy Verchere3 - Thibauld Oullier’ - Alice Prigent' - Tony Durand’ -
Carolina Pellegrini* - Michel Neunlist' - Thierry Baron3 - Malvyne Rolli-Derkinderen’ - Pascal Derkinderen'?

Received: 2 April 2021 / Revised: 1 June 2021 / Accepted: 2 June 2021

© The Author(s), under exclusive licence to Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2021

Recent observations which showed that Parkinson’s disease
(PD) and Crohn’s disease (CD) are epidemiologically and
genetically linked reinforce the assumption that the gastroin-
testinal (GI) tract is implicated in PD pathogenesis [5]. With
regard to genetics, several studies identified the Leucine-rich
repeat kinase 2 (LRRK2) gene, which is the gene most com-
monly associated with both familial and sporadic PD, as a
major susceptibility gene for CD [5]. These observations
suggest that LRRK2 may sit at the crossroads of GI inflam-
mation, PD, and CD.

LRRK?2 is a ubiquitously expressed multi-domain kinase,
which is phosphorylated at multiple sites to affect its physi-
ological and pathological functions [1]. It has been shown
that LRRK2 mRNA is upregulated in immune cells in the
lamina propria in CD intestinal tissue [3], but no data are
available about the expression and phosphorylation levels
of LRRK2 in the GI tract in PD. Here, we first examined
the expression levels of LRRK2 in the adult human colonic
enteric nervous system (ENS) (Supplementary File 1, online
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resource), and then, we studied its expression, kinase activ-
ity, and phosphorylation profile in sigmoid colon biopsy
specimens from PD patients and compared it to samples
from controls and CD patients (Supplementary Tables 1, 2
and File 1, online resource). Additional experiments were
performed in mutant human alpha-synuclein transgenic mice
and in mice with chronic DSS-induced colitis (Supplemen-
tary file 1, online resource).

Western blot and immunohistochemistry experiments
showed that LRRK2 is expressed in both human colonic
submucosal and myenteric plexuses (Fig. 1a). When sig-
moid colon biopsies were analyzed, a = 50% decrease in
the expression levels of LRRK2 protein was observed in
PD samples relative to controls (Fig. 1b and Supplementary
Fig. 1, online resource) with LRRK?2 protein and mRNA lev-
els showing significant positive correlation (Supplementary
Fig. 2a, online resource). There were no differences in age,
biopsy storage time, or levels of IL-1p and IFN-y between
PD patients and controls, and no correlation between life-
time dose of levodopa and LRRK2 levels (Supplementary
Table 1 and Supplementary Fig. 2b, online resource). In
contrast, a marked increase in LRRK2 was observed in CD
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Fig. 1 Expression levels, activity, and phosphorylation status of
LRRK2 in the ENS in PD. a Lysates from dissected human colon
from 2 control subjects, which contains the submucosal and myen-
teric plexuses, were analyzed by Western blot using LRRK2 antibody.
Colonic tissues from 8 additional control subjects were stained to
examine the localisation of LRRK2 in the myenteric and submucosal
ganglia (Supplementary File 1, online resource). Representative pho-
tomicrographs are shown. Scale bar is 50 pm. b, ¢ Sigmoid biopsy

colonic biopsies (Supplementary Fig. 3a, b, online resource);
this was associated with an upregulation of IL-1  and IFN-y
(Supplementary Fig. 4, online resource). LRRK2 phospho-
rylation of Rab10 at Thr73 is commonly used to monitor
its kinase activity [1]. When biopsies were analyzed with
a Rab10 phosphospecific antibody, the amount of Rab10
phosphorylated at Thr73 was significantly lower in PD com-
pared to controls (Fig. 1b). The phosphorylation of LRRK2
at Ser935 plays a key role in its cellular localisation [2], but
no difference was observed between PD and controls when
this site was analyzed (Fig. 1c). The results obtained in two
animal models corroborated the findings we obtained with
human samples. LRRK2 expression was significantly lower
in the colon of aged alpha-synuclein transgenic mice when
compared to 1-month-old mice, while mice challenged with
DSS had more colonic LRRK2 than untreated animals (Sup-
plementary Fig. 5, online resource).

Our research is the first to study LRRK?2 in the PD gut
and we show that both LRRK2 expression and kinase

@ Springer

lysates from 12 PD patients and 11 controls (¢) (supplementary
table 1, online resource) were subjected to immunoblot analysis using
antibodies against LRRK2, LRRK2 phosphorylated at Ser935 (pS935
LRRK?2), Rab10 and Rabl10 phosphorylated at Thr73 (pT73 Rab10).
Raw immunoblots are provided in Supplementary Fig. 1 (online
resource). Quantification was performed as described in Supplemen-
tary File 1 (online resource). All data correspond to meanz+ SEM,
*p<0.05 and ***p <0.001

activity are significantly reduced in the colon of PD
patients. These results are in sharp contrast with those
obtained from CD gut, in which LRRK2 is upregulated in
inflamed areas (current study and [3]). In addition, and in
keeping with previous findings obtained in mice [4], we
also show that the distribution of LRRK2 in the human GI
tract is not limited to the immune cells [3] but also extends
to the two main plexuses of the ENS. The discrepancy
observed in enteric LRRK?2 expression between PD and
CD suggests that these two disorders, despite their genetic
links, differ mechanistically; this might explain why epi-
demiological associations between CD and PD are minor
[5]. Future research should be conducted to investigate the
transcriptional regulation of LRRK?2 and to elucidate the
possible role of LRRK?2 downregulation in the ENS in PD.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00401-021-02334-y.
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Supplementary table 1. Demographic and biopsy data for PD patients and controls. Age: age at which the
coloscopy was performed. DD: disease duration, time between diagnosis and endoscopy (years). Sigmoid/colon:
biopsies taken at the junction of sigmoid and descending colon. PSP: progressive supranuclear palsy. Levodopa:
approximation of the cumulative dose of L-Dopa (mg) was calculated as previously described by Parkkinen and
collaborators [7]. N/A: not available. PASH (Phospho-alpha-synuclein histopathology): number of positive
biopsy(ies). Age and biopsy storage time are not different between controls and PD patients (63+9.1 vs 61+9.2,
p=0.54 and 8.0+2.2 vs 7.2+3.5, p=0.36, respectively; both in years, meanSD); the expression levels of LRRK2
protein (IR, % of controls) are not different between PASH+ and PASH- subjects (24+11 vs 40.4+12, p=0.36),
however this might be due to a lack of statistical power due to the small sample size. There is no correlation
between the cumulative dose of L-Dopa and the expression levels of LRRK2 (r=-0.15, p=0.67)

Subject # | Diagnosis | Age | Sex Biopsy site Sto(ry aegae':)me I.e\;:‘dsc;pa DD (years) | PASH
115 PD 68 F Sigmoid/Colon 11 1793797 19 -(0/2)
151 PD 44 F Sigmoid/Colon 11 0 1 -(0/2)
168 PD 55 F Sigmoid/Colon 9 1697917 9 -(0/2)
177 PD 70 | F | Sigmoid/Colon 9 1188174 9 +(2/2)
178 PD 53 F Sigmoid/Colon 9 0 3 +(2/2)
184 PD 54 | F | Sigmoid/Colon 9 617384 4 +(2/2)
323 PD 58 | M | Sigmoid/Colon 7 1533000 9 +(2/2)
324 PD 72| F Sigmoid 7 NA 14 -(0/2)
340 PD 69 F Sigmoid/Colon 6.5 3759500 28 +(2/2)
347 PD 58 | F | Sigmoid/Colon 6.5 0 3 -(0/2)
400 PD 58 M Sigmoid/Colon 0.5 3650000 10 N/A
401 PD 73 M Sigmoid/Colon 0.5 109500 3 N/A
143 C 50 | M Sigmoid 11 -(0/2)
146 c 62 | M Sigmoid 11 -(0/2)
155 C 61 | F Sigmoid 10.5 -(0/2)
170 C/PSP 63 F Sigmoid/Colon 9 1314000 3.5 -(0/2)
176 C/PSP 72 | M | Sigmoid/Colon 9 584000 4 -(0/2)
187 e 75 | M | Sigmoid/Colon 8.5 -(0/2)
228 C 76 F | Sigmoid/Colon 7.5 -(0/2)
341 C 70 M Sigmoid/Colon 6.5 N/A
380 C 55 | M | Sigmoid/Colon 5 -(0/2)
381 C 62 F Sigmoid/Colon 5 -(0/2)
588 G 51 F Sigmoid/Colon 5.5 N/A
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Supplementary table 2. Demographic data for CD patients and controls. DD: disease duration. IMS:
immunosuppressive agent.

Subject # Diagnosis | Age | Sex Sto(ryae g:r:;me Treatment Case used
244 cD 31 M 12 IMS WB LRRK2, PCR
248 cD 45 F 12 Anti-TNF WB LRRK2, PCR
381 CcD 34 M 10 Anti-TNF PCR
387 CcD 43 F 10 Anti-TNF PCR
409 cD 34 M 10 None for 2 years PCR
436 CcD 20 M 9 Anti-TNF WB LRRK2, Rab10
458 cD 38 F 8 Anti-TNF+IMS PCR
461 cD 35 M 8 Anti-TNF WB LRRK2
516 cD 39 M 7 Anti-TNF+IMS PCR
517 CcD 22 M 7 Anti-TNF WB LRRK2, Rab10
533 CcD 24 M 6.0 None for 1 year WB Rab10, PCR
539 cD 39 M 6.0 None WB LRRK2, PCR
620 cD 38 F IMS PCR, WB Rab10
707 cD 50 F IMS WB LRRK2, Rab 10, PCR
190 C 51 M 11 - WB LRRK2, PCR
191 C 64 M 11 - WB LRRK2, PCR
194 C 63 F 11 WB LRRK2, PCR
212 c 52 F 11 WB LRRK2, Rab10, PCR
269 C 72 M 10 WB LRRK2, Rab10, PCR
277 C 58 M 9.5 WB LRRK2, Rab10, PCR
330 C 55 M 9.5 - PCR
335 C 73 F 9.5 - PCR
345 C 48 F 9.5 - PCR
377 C 48 F 8.5 - PCR
424 C 41 F - PCR
442 C 45 M 7.5 - WB LRRK2
477 C 18 F 6.5 - PCR
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Supplementary file 1: Material and methods

Human tissues

Specimens of human colon were obtained from 10 neurologically unimpaired subjects who
underwent colon resection for colorectal cancer. For all 10 tissues specimens, sampling was
performed in macroscopically normal segments of uninvolved resection margins. For two out
of 10 samples, colonic sections were separated into muscle and submucosal/mucosal layer,
which contain the myenteric and submucosal plexus respectively, and then were frozen and
kept at -80 °C until further analysis by Western blot. The 8 remaining samples were analysed
by immunohistochemistry.

For experiments on LRRK2 expression in PD gut, routine sigmoid colon biopsies were
obtained during sigmoidoscopy/colonoscopy from 23 subjects, 12 PD and 11 controls. All
patients were recruited from the movement disorder clinic at Nantes University Hospital,
France. Diagnosis of PD was made according to criteria provided by the United Kingdom
Parkinson’s Disease Survey Brain Bank. PD patients were all Caucasian with no family history
of PD. 9/11 control subjects were healthy subjects who had a routine colonoscopy performed
for colorectal cancer screening. These controls subjects underwent a detailed neurological
examination to rule out PD symptoms and cognitive deficiency. 2/11 controls were
progressive supranuclear palsy (PSP) patients who fulfilled the diagnostic criteria for possible
or probable PSP. These subjects were included in the control group as, in contrast with PD, no
pathological deposits [2, 6] nor inflammation [9] have been described in the gut in PSP.
Biopsies were frozen and stored at -80°C until required. All these subjects, who were included
in the Enterolark and ColoBioParker had two additional descending colon/sigmoid biopsies for
the detection of PASH (Phospho-alpha-synuclein histopathology). Microdissection and
staining were performed as previously described [4, 5, 8]; each whole-mount preparation of
submucosa obtained from a single biopsy was stained with antibodies against phosphorylated
aSyn (1:5,000, WAKO, Osaka, Japan) and PGP9.5 (1:10,000; Ultraclone Limited, UK). A biopsy
was noted as positive (phosphorylated aSyn histopathology, PASH+) when at least one
structure immunoreactive for both phosphorylated aSyn and PGP9.5 was observed.

For experiments on LRRK2 expression in CD, colon biopsies from 27 subjects, 14 CD
and 13 controls were analysed.

The sampling of human colon was approved by the Fédération des biothéques of the
University Hospital of Nantes, according to the guidelines of the French Ethics Committee for
Research on Humans and registered under the no. DC-2008-402. Regarding sigmoid biopsies
sampling, the study protocol was approved by the local Committee on Ethics and Human
Research (Comité de Protection des Personnes Ouest VI), and registered on ClinicalTrials.gov
(EnteroLark and ColoBioParker, identifier NCT01618383 and NCT01353183, respectively).
Written informed consent was obtained from each patient and from each normal volunteer.

Mouse tissues

Two mouse models were used in the current study, chronic DSS-induced colitis and M83
transgenic mice that express mutant human A53T alpha-synuclein under the direction of the
mouse prion protein promoter. Chronic DSS-induced colitis is a widely used animal model of
inflammatory bowel disease [3] while M83 transgenic mouse is a model of human
synucleinopathies that develops severe motor impairment along with accumulation of the
pathological phosphorylated alpha-synuclein in the brain and in the ENS [1]. Aggregates of
phosphorylated alpha-synuclein are not detected in the ENS of young M83 mice (not before 3
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months of age) [1]. Chronic colitis was induced by three cycles of 2% (w/v) Dextran Sulfate
Sodium (36-50,000 kDa; MP Biomedicals, Cat# ICN216011080, France) in drinking water for 2
days followed by 5 days of tap water. Control mice received plain tap water. Samples of distal
colon were taken and stored at -80°C for further analysis by Western blot. Regarding M83
transgenic mice, samples of distal colon from young (one-month-old, n=4) and aged (10, 12,
16 and 21-month old, n=4) were taken and stored at -80°C for further analysis by Western
blot.

Cell line
Raw 264.7 cells (murine macrophage) were used as positive controls for LRRK2
immunoblotting

Western Blot

Two biopsies per subject were pooled and lysed in RA1 buffer using the “Precellys 24” tissue
homogenizer (Bertin technologies, St Quentin-en-Yvelines, France) followed by sonication
with “vibracell 75 186" device (Sonics, Newton CT, USA). The total proteins were precipitated
and prepared for Polyacrylamide Gel Electrophoresis using protein precipitator and
resuspension buffer PSB/TCEP (Protein solving buffer and (tris(2-carboxyethyl)phosphine)
TCEP reducing agent) from the NucleoSpin Triprep Kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France)
according to the manufacturer’s instructions. Total protein was quantified using a Nanodrop
2000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Cillebon sur Yvette, France).

Human colonic sections and colon samples from DSS-mice were lysed in RIPA buffer
followed by sonication. Total protein was quantified using the Pierce BCA protein assay kit
(23225, ThermoFisher Scientific) before adding adjusted volume of Sample Reducing Agent
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific) and LDS Sample Buffer (NP0O008, ThermoFisher
Scientific). Equal amounts of lysate were separated using either Invitrogen NuPage 3-8% Tris-
Acetate Gels, together with the Tris-Acetate SDS Running Buffer (LA0O041, ThermoFisher
Scientific), or 10% Bis-Tris Gels, together with the 2-(N-morpholino)ethanesulfonic
acid/sodium dodecyl sulfate (MES-SDS) running buffer, before electrophoretic transfer to
nitrocellulose membranes (25V during 9 min) with the iBlot™ Dry Blotting System also from
Invitrogen (ThermoFisher Scientific). Membranes were then blocked for one hour at room
temperature in TBS with 0.1% (v/v) Tween-20 and 5% (w/v) non-fat dry milk and incubated
overnight at 4°C with the following primary antibodies: rabbit monoclonal anti-pS935
(1:1,000; UDD2, Abcam, Paris, France), rabbit monoclonal anti-LRRK2 (1:1,000; MJFF2, c41-2,
Abcam, Paris, France), rabbit monoclonal anti-phospho-T73 (1:1,0000; MJF-R21, Abcam, Paris,
France), rabbit monoclonal anti-Rab10 (1:1,0000; MJF-R23, Abcam, Paris, France). To confirm
equal protein loading, membranes were probed with mouse monoclonal anti-B-actin antibody
(1:10,000; A5441, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). Bound antibodies were detected
with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibodies (1:5,000; Life
technologies, ThermoFisher Scientific) and visualized by enhanced chemiluminescent
detection using either the Clarity ECL (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) or Supersignal
West Femto (34096, ThermoFisher Scientific) substrates. For quantification, the relevant
immunoreactive bands were quantified with laser-scanning densitometry and analysed with
Image Lab software (Biorad) and image J (version 1.51). To allow comparison between
different films, the density of the bands was expressed as a percentage of the average of
controls. LRRK2 immunoreactive bands were measured, normalized to the optical densities of
B-actin and expressed as percentage of controls; pT73 rab10 immunoreactive bands were
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measured, normalized to the optical densities of rab1l0 and expressed as percentage of
controls; pS935 LRRK2 immunoreactive bands were measured, normalized to the optical
densities of LRRK2 and expressed as percentage of controls. GraphPad Prism software version
9.1.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, California, United States) was used for statistical
analysis. For statistical comparison between groups, a Mann-Whitney test was performed. All
data shown are mean *standard error of the mean (SEM). Differences were deemed
statistically significant if p < 0.05.

Protein extracts from entire colons of M83 mice were prepared using a mechanical
homogenizer (grinding balls, Precellys 24, Bertin Technologies, Montigny-le- Bretonneux,
France) in high-salt salt buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 750 mM NacCl, 5 mM EDTA, 1 mM DTT,
1% phosphatase and protease inhibitor cocktail). Protein concentration was measured with
DC protein assay (500-0112, Biorad, Marnes-la-Coquette, France). The homogenates were
mixed with TD4215 denaturing buffer (4% SDS, 2% B-mercaptoethanol, 192 mM glycine, 25
mM Tris, 5% sucrose) and denatured for 5 min at 100°C for 5 min. 20 pg total proteins were
separated in 3-8% Tris-Acetate gels (3450130, criterion XT, Biorad) with migration buffer
(1610790, XT Tricine, Biorad) during 55 min at 150 V, then transferred onto 0,45 um PVDF
membrane (IPVH00010, Immobilon-P, Sigma) one hour at 115 Volts. The membranes were
incubated with 4% (v/v) paraformaldehyde and 0.01% (v/v) glutaraldehyde in PBS for 30 min
at room temperature under agitation, and were saturated one hour with 5% nonfat dry milk
in 0.1% PBST (16694685, Oxoid, FisherScientific). The membranes were incubated with the
primary rabbit monoclonal anti-LRRK2 (1:1,000; MJFF2, c41-2, Abcam ab8227, Paris, France)
overnight at 4°C. Mouse monoclonal anti-B-actin antibody was used for loading control
(1:1000; ab8227, Abcam). The primary antibody was detected with horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit or mouse antibodies (1:20,000; 4010-05 or 1010-05, Clinisciences). The
signal was visualized by enhanced Supersignal West Dura (34075, ThermoFisher Scientific)
substrate. For quantification, the relevant immunoreactive bands were quantified with laser-
scanning densitometry and analysed with image J (version 1.51). LRRK2 immunoreactive
bands were measured, normalized to the optical densities of B-actin and expressed as
percentage of young mice. GraphPad Prism software version 9.1.1 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, California, United States) was used for statistical analysis. For statistical comparison
between groups, a Mann-Whitney test was performed. All data shown are mean + standard
error of the mean (SEM). Differences were deemed statistically significant if p < 0.05.

Immunohistochemistry

Fixed human tissues from one control was included in paraffin using an embedding station
(LEICA EG1150C) and sections (10um) were performed using a microtome (LEICA
RM2255). The slides were deparaffinized with 2 xylene baths (for 10 min each) and incubated
in 4 ethanol baths (100% for 5 min, 95% for 4 min, 70% for 3 min, 50% for 2 min). After two
rinses in distilled water, slides were washed in PBS and antigen retrieval was performed using
a Sodium Citrate solution (2.94g Sodium Citrate Tribase ; 1 L distilled water ; 500 uL Tween 20
; PH 6) at 95°C for 20 min. Slides were incubated in NaH4Cl (100mM) for 15 min before
incubation in PBS containing 0.5% (v/v) Triton X-100 and 10% horse serum for 1 hour. Primary
antibodies, rabbit monoclonal anti-LRRK2 antibody (1:100; MJFF2, c41-2, Abcam, Paris,
France) and Blll-tubulin (1:250; T8660, Sigma) were incubated overnight at room
temperature, then with secondary antibody at room temperature for 1 to 2 hours. Images
were acquired with an AXIO Zoom.V16 fluorescence microscope (Zeiss) coupled to a digital
camera (AxioCam HRm, Zeiss)
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gRT-PCR

RNA extraction was performed with NucleoSpin Triprep Kit (Macherey-Nagel) in two-pooled
biopsies (see Western Blot section). Total RNA was quantified using a Nanodrop 2000
spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). One pg purified mRNA was denatured and
processed for reverse transcription using Superscript Ill reverse transcriptase (Thermo Fisher
Scientific, Saint-Herblain, France). PCR amplifications were performed using either the
Absolute Blue SYBR green fluorescein kit (Roche) or the Tagman Gene expression Master mix
(Thermo Fisher) and run on a StepOnePlus system (Thermo Fisher). With SYBR green
technology, the following primers were used: LRRK2, forward: 5’GGATGTTGGTGATGGAGTT3';
reverse: 5'GGCTGAGTGGAGGTATCT3'. RPS6, forward: 5'AAGCACCCAAGATTCAGCGT3';
reverse: 5'TAGCCTCCTTCATTCTCTTGGC3'. IL1B, forward: 5 GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC3';
reverse: 5’ TTGGGATCTACACTCTCCAGC3'. INFy, forward: 5’
CCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAG3’; reverse: 5 GCTGGCGACAGTTCAGCCATCA3'. All data
shown are mean # standard error of the mean (SEM). For statistical comparison between
groups, a Mann-Whitney test was performed. Correlations were assessed using the
spearman’s rank correlation coefficient. Differences or correlation were deemed statistically
significant if p < 0.05.
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Supplementary figure 1. Raw immunoblots
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Supplementary figure 2. Expression levels of LRRK2, IL-1 B and IFN-y mRNA in PD gut. (a)
Although not significant (p=0.22), a decrease in the expression levels of LRRK2 mRNA is
observed in sigmoid biopsies from PD patients. LRRK2 protein and mRNA levels are positively
correlated (r=0.59; p=0.0042). (b) Expression levels IL-13 and IFN-y mRNA are not different
between sigmoid biopsies from PD and controls. Data correspond to mean + SEM, n=12 for PD
and 11 for controls.
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Supplementary figure 3. Expression levels of LRRK2 and Rab10 phosphorylation in CD gut.
(a) Western blot analysis shows that LRRK2 protein expression is increased in CD sigmoid colon
biopsies relative to controls. Data correspond to mean + SEM, n=7 for CD and controls
(supplementary table 2); (**p<0.01). (b) LRRK2 mRNA is increased in CD sigmoid colon
biopsies when compared to controls. Data correspond to mean + SEM, n=13 and 14 for
controls and CD, respectively (supplementary table 2); (*p<0.05). (c) Rab10 phosphorylation
is not different between sigmoid colon biopsies from CD and controls the expression levels of
LRRK2 protein (IR, % of controls) are not different between PASH+ and PASH- subjects (24+11
vs 40.4+12, p=0.36), however this might be due to a lack of statistical power due to the small
sample size. Data correspond to mean + SEM, n=5 for CD and 3 for controls.

(a)

&
=3
o
J

ek

b C € C ¢ € € ¢ ¢ ¢ 2
707 277 436 194 244 191 269 517 248 212 S
kDa ** 3004
250. “ d Ll - E
: T 2004
- o
- LRRK2 S0 T
40— ——— N — g
B-actin . T
(b) (c)
500+ . - ns
o 3] o
S 400 s
*® 32 400
& 3001 P
& 2
S 200 é 200
[ 4
100 ——
; = L1
04 0

Supplementary figure 4. Expression levels of IL-1 B and IFN-y mRNA in CD gut. Expression
levels of LRRK2, IL-13 and IFN-y are significantly increased in colon biopsies from CD patients
as compared to control subjects. Data correspond to mean + SEM, n=13 and 14 for controls

and CD, respectively (***p<0.001; ****p<0.0001 ).
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Supplementary figure 5. Expression levels of LRRK2 in the colon of mice with chronic DSS-
induced colitis and in mutant human alpha-synuclein transgenic mice. (a) Expression levels
of LRRK2 are significantly increased in the colon of mice with chronic DSS-induced colitis . Data
correspond to mean + SEM, n=13 and 12 for controls and DSS mice, respectively (*p<0.05) (b)
Expression levels of LRRK2 are significantly decreased in the colon of old M83 mice when
compared to young mice (one-month old). Data correspond to mean * SEM, n=4 for each
group (*p<0.05).
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Abstract

Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) gene, which is the gene most commonly associ-
ated with Parkinson's disease (PD), is also a susceptibility gene for Crohn's disease,
thereby suggesting that LRRK2 may sit at the crossroads of gastrointestinal inflam-
mation, Parkinson's, and Crohn's disease. LRRK2 protein has been studied intensely
in both CNS neurons and in immune cells, but there are only few studies on LRRK2
in the enteric nervous system (ENS). LRRK2 is present in ENS ganglia and the exist-
ing studies on LRRK2 expression in colonic biopsies from PD subjects have yielded
conflicting results. Herein, we propose to extend these findings by studying in more
details LRRK2 expression in the ENS. LRRK2 expression was evaluated in full thick-
ness segments of colon of 16 Lewy body, 12 non-Lewy body disorders cases, and 3
non-neurodegenerative controls and in various enteric neural cell lines. We showed
that, in addition to enteric neurons, LRRK2 is constitutively expressed in enteric glial
cells in both fetal and adult tissues. LRRK2 immunofluorescence intensity in the my-
enteric ganglia was not different between Lewy body and non-Lewy body disorders.
Additionally, we identified the cAMP pathway as a key signaling pathway involved
in the regulation of LRRK2 expression and phosphorylation in the enteric glial cells.
Our study is the first detailed characterization of LRRK2 in the ENS and the first to
show that enteric glial cells express LRRK2. Our findings provide a basis to unravel the
functions of LRRK2 in the ENS and to further investigate the pathological changes in
enteric synucleinopathies.

KEYWORDS
cyclic AMP, enteric glial cell, enteric nervous system, enteric neuron, LRRK2, Parkinson's
disease

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; CNS, central nervous system; cAMP, cyclic AMP; DIV, days in vitro; EGC, enteric glial cells; ENS, enteric nervous system; EPAC, exchange
protein directly activated by cAMP; ERK, extracellular signal-regulated kinases; FSK, forskolin; GFAP, glial fibrillary acidic protein; Gl, gastrointestinal; IBMX, 3-isobutyl-1-
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9.5; PKA, protein kinase A; PSP, progressive supranuclear palsy; SMA, smooth muscle actin; VIP, vasoactive intestinal peptide.

Ellen Gelpi and Pascal Derkinderen contributed equally to this work.

Journal of Neurochemistry. 2022;00:1-17. wileyonlinelibrary.com/journal/jnc © 2022 International Society for Neurochemistry. | 1

asu20r] suowrwo)) anear) dqeardde sy Aq pauwsaaos are soppnre () fasn o sopnr 1oy Areiqry surue) £[14 uo (

56



Journal of

Dt GUILHEM DE LATAILLADE et AL

2
J—WILEY
1 | INTRODUCTION

JNC

Neurochemistry

Mutations in the LRRK2 gene, which encodes leucine-rich repeat ki-
nase 2 (LRRK?2), are a cause of autosomal dominant Parkinson's disease
(PD) (Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004), and the gene has
emerged as one of the most frequently associated with familial and
apparently sporadic form of the disease (Gilks et al., 2005). LRRK2
encodes a 286-kDa multi-domain Ser/Thr kinase of 2527 amino acids
(Mata et al., 2006), which is ubiquitously expressed, but highly abun-
dant in the kidney, lungs, pancreas, brain (Westerlund et al., 2008), and
various peripheral immune cells (Hakimi et al., 2011). The physiological
cellular function of LRRK2 is not fully understood but it has been as-
sociated with a set of cellular functions including synaptic vesicle recy-
cling (Arranz et al., 2015), control of neurites morphology (Sepulveda
et al., 2013), regulation of inflammation, and autophagy/lysosomal
functions (Gardet et al., 2010; Gémez-Suaga et al., 2012). LRRK2 is
a phosphoprotein with more than 74 potential phosphorylation sites,
which is regulated either by autophosphorylation or upstream kinases
(reviewed in [Marchand et al., 2020]). Among these phosphorylation
sites, Ser910 and Ser935 have received increased attention over the re-
centyears as it has been shown that they mediate the phosphorylation-
dependent interaction of LRRK2 with 14-3-3 family proteins and
regulate its subcellular localization (Dzamko et al., 2010).

An accumulating body of evidence has emerged in the past
20vyears to suggest that PD is both a movement disorder and a di-
gestive disease (reviewed in (Chapelet et al., 2019)). The majority of
subjects with PD will eventually develop gastrointestinal (Gl) symp-
toms (Edwards et al., 1992), and autopsy studies consistently showed
that Lewy body (LB) pathology is found in the Gl tract in nearly every
case (Beach et al., 2010; Gelpi et al., 2014). Data from genetic studies
further support the close relationship between PD and the gut as the
LRRK2 gene has been identified by genome-wide association studies as
a major susceptibility gene for Crohn's disease (Hui et al., 2018). These
observations, which suggest that LRRK2 may sit at the crossroads of
Gl inflammation, PD, and Crohn's disease, raise questions about the
expression pattern of LRRK2 in the gut under normal and pathological
conditions. In a seminal paper on the topic, Gardet et al. used intes-
tinal biopsy specimens from CD patients in both inflamed and non-
inflamed area to show that LRRK2 was expressed in various immune
cells from the lamina propria, including macrophages, dendritic cells,
and B lymphocytes. Since this publication, others and we have shown
that the distribution of LRRK2 in the GI tract was nevertheless not
limited to the immune cells (Gardet et al., 2010) but also extended to
the two main ganglia of the enteric nervous system (ENS), namely the
myenteric and submucosal ganglia (Guilhem de Lataillade et al., 2021;
Maekawa et al., 2017). Using colonic biopsies, which can capture the
submucosal but not the myenteric ganglia, we also showed that both
LRRK2 expression and kinase activity were reduced in PD patients
when compared with controls (Guilhem de Lataillade et al., 2021). In
the current study, we set out to extend and refine these findings by
(i) studying the expression levels of LRRK2 in the myenteric plexus of
subjects with LB disorders (ii) determining if, besides enteric neurons,
LRRK?2 is also expressed by enteric glial cells (EGC) in human adult

ENS and rodent enteric neural cell lines (iii) studying the regulation
of LRRK2 expression and phosphorylation in enteric neural cell lines.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Humansamples
Specimens of human colon (transverse and descending) obtained from
the Neurological Tissue Bank of the Biobank-Hospital Clinic-IDIBAPS
have been described previously (Gelpi et al., 2014). Clinicopathological
diagnoses comprised Lewy body (LB) disorders (including PD and de-
mentia with Lewy bodies, DLB) in 16 cases and 12 cases of non-LB
disorders (Alzheimer's disease, AD pathology, n = 8 and progressive
supranuclear palsy, PSP pathology n = 1, others n = 3) (Table 1). All
pathologically confirmed LB disorders had ENS involvement with alpha-
synuclein aggregates while all non-LB disorders were devoid of ENS
alpha-synuclein pathology (Table 1). The non-LB cases served as con-
trols as no changes in the ENS have been reported in AD and PSP either
regarding neuronal density (Shankle et al., 1993) or abnormal protein
deposits (Dugger et al., 2019; Lionnet et al., 2018; Shankle et al., 1993).
Samples from three non-neurodegenerative controls were used
for additional immunohistochemistry experiments. Formalin-fixed
paraffin embedded full thickness segments of colon containing the
myenteric plexus were obtained from three controls subjects who
underwent colonic resection for nonobstructive colorectal carci-
noma (83-year-old female), rectal prolapse (93-year-old female), and
colostomy repair (75-year-old male). Sampling was performed in
macroscopically normal segments of uninvolved resection margins.
This exploratory study was not pre-registered. We also did not con-
duct sample calculation. The sample size was based on previous similar
studies that examined the expression levels of neuronal and/or glial pro-
teins in the human myenteric plexus (Barrenschee, Wedel, et al., 2017;
Prigent et al., 2020; Prigent, Lionnet, et al., 2019). Post-hoc power anal-
ysis (G*Power 3.1, Disseldorf University) indicated a power of 0.74 and
0.75 for experiments performed with samples of the transverse and
descending colon, respectively. The study was not pre-registered. For
LB and non-LB samples, the study was approved by the Institutional
Ethics Committee of the Hospital Clinic de Barcelona (registry num-
ber 2007/3906 and 2013/8201) and written informed consent was
obtained from donors and/or next of kin for obtaining postmortem
brain and body tissue samples for diagnostic and research purposes.
For non-neurodegenerative controls, sampling and procedures were
performed according to the guidelines of the French Ethics Committee
for Research on Humans and registered under the no. DC-2008-402.

2.2 | Cellcultures

Four different cell culture models were used in the current study: one
model of primary culture of rat ENS, two cell culture models of en-
teric glial cells (EGC), and one model of primary culture of rat enteric
neurons (Figure 1). Primary culture of rat ENS (termed ENS culture)
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TABLE 1 Demographic and samples
data for LB (PD and DLB) and non-LB (AD,

PSP and other) cases. Siblect®

160
161
166
169
173
176
178
179
189
199
200
247
157
158
159
167
168
180
181
182
187
192
210
224
238
244
245
246

JNC

Neurochemistry

DD

Diagnosis Age Sex

AD 80 M 10 930 -
AD 89 F 14 255 =
AD 84 F 10 360 =
other 62 M 19 960 -
AD 88 M 11 1095 -
AD 92 F 11 1281 =
AD 93 F 8 360 -
AD 83 F 360 =
other 84 F 13 360 =
PSP 78 M 5 360 =
other 89 F 985 -
AD 80 F 1 480 =
PD 84 F 24 270 +
DLB 79 M 4 600 +
DLB 77 F 8 680 +
PD 81 F 6 1260 +
PD 79 F 6 570 +
PD 86 F 1 870 +
PD 81 F 12 390 +
PD 68 M 6 560 +
PD 84 F 12 300 +
DLB 77 F 860 +
PD 85 M 735 +
PD 82 M 10 435 +
PD 76 M 25 1030 +
PD 86 F 4 1080 +
PD 82 F 30 790 +
PD 69 F 22 300 +

Note: Clinical features of the study population are given in Table 1. There was no significant
difference between the two groups with respect to age at death (values are normally distributed,
t = 1.445, p = 0.16), post-mortem sampling delay (values are not normally distributed, U = 90,

p =0.79), and sex ratio (p >0.99).

Abbreviations: AD, Alzheimer's disease; ASH, alpha-synuclein histopathology in the ENS; DD,
disease duration, time between diagnosis and autopsy (years); DLB, dementia with Lewy bodies;
Other, vascular dementia or mixed pathologies (AD and vascular dementia); PM delay, postmortem
delay; PSP, progressive supranuclear palsy.

obtained from E15 embryos is routinely performed in our labora-
tory and has been extensively described and characterized (Chevalier
et al., 2008; Lionnet et al., 2018; Paillusson et al., 2010; Prigent,
Gonzales, et al., 2019). Rat EGC cell line (termed EGC culture) was
obtained from primary culture of rat fetal ENS after selection of cells,
trypsinization, and seeding in serum-containing medium as described
previously (Cossais et al., 2016; Van Landeghem et al., 2011). Primary
culture of rat adult male EGC (termed adult EGC culture) was ob-
tained by dissecting and dissociating longitudinal muscle and myen-
teric plexus preparations (LMMP) of rat as described previously (Soret
et al., 2013). In some experiments, 1% Ara-C (Sigma, Saint Quentin
Fallavier, France, Cat# C1768) was added to the medium of primary

cultures of rat fetal ENS to reduce glial cell proliferation and favor neu-
ral cell enrichment (Enteric neurons culture) (Bannerman et al., 1988;
D'Errico et al., 2018). Figure 1 recapitulates the characteristics of the
four different cell cultures used in the current research and the de-
tailed protocols are listed in supplementary material S1.

All housing and experimental procedures for male rats and preg-
nant rats were carried out in compliance with the local ethical review
panel of INSERM (agreement E. 44011; INSERM, Nantes, France) and
in accordance with the Council Directive 2010/63EU of the European
Parliament and the Council of 22 September 2010 on the protection of
animals used for scientific purposes. Animals were housed in standard
42x26x15cm plastic cages. Bedding consisted of kiln-dried aspen
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serum

Primary culture
No of fetal ENS

Primary culture of
fetal EGC

Serum +
morphology

Primary culture of
fetal enteric neurons

— LMMP —— > Primary culture of adult EGC

Morphology
+ serum
(b)
Origin Short name Composition
FI—— S5 . 6-10% neurons
Primary culture | Embryonic intestine ENG giiltiive 20-30% EGC

of fetal ENS E15

>50% SMC

Primary culture
of fetal enteric

E15
neurons

Embryonic intestine

Enteric neurons culture

80% neurons

Primary culture | Embryonic intestine
of fetal EGC E15

EGC culture

96% EGC

Primary culture
otadultEge |/ AAURLMMP

Adult EGC culture

82-90% EGC

FIGURE 1 Cell culture models used in the study (a) Schematic representation of the different cell culture models. Primary culture of fetal
EGC and primary culture of fetal enteric neurons were derived from primary culture of fetal ENS that were obtained from rat embryonic
intestine; for primary culture of adult EGC, the small intestine of adult rat was microdissected to isolate longitudinal muscle-myenteric plexus
(LMMP) preparations. Ganglia were then pipetted and mechanically/enzymatically dissociated before plating (b) The main characteristics of
the four cell lines are summarized. For the sake of clarity, short names and color code will be used in the manuscript. Parts of the figure were
drawn by using pictures from Biorender and Servier Medical Art (http://smart.servier.com/), licensed under a Creative Commons Attribution

3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

shavings (SAFE, Augy, France). Water and food were available (SAFE) ad
libitum. Animals were housed at 19-22°C, humidity 55%, and 12:12h
light: dark cycle with lights on at 07:30. All experiments were carried out
in accordance with the local Animal Care and Use Committee of Nantes
(France). Sprague-Dawley rats (Janvier Laboratories S.A, Le Genest-
St-Isle, France) were housed under standard conditions. Animals were
anesthetized with isoflurane and sacrificed by cervical dislocation.
Forskolin (FSK), 8-Bromo-cyclic adenosine monophosphate
(8-Br-cAMP), and IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) used for

treating the cells were all from Bio-Techne (Noyal, France, Cat# 1099,
1140 and 2845, respectively).

2.3 | Immunofluorescence

Slides from paraffin-embedded human samples were deparaffinized

with two xylene baths (10 min each) then incubated in four etha-
nol baths (100% for 5 min, 95% for 4 min, 70% for 3 min, and 50%
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for 2 min). After two rinses in distilled water, slides were washed
in phosphate-buffered saline (PBS, Sigma Cat#P7059) and antigen
retrieval was performed using either an acidic (2.94 g Sodium Citrate
Tribase [Sigma, Cat# S4641]; 1 L distilled water; 500pL Tween 20
[Sigma, Cat# P1379]; pH 6) or a basic solution (Trizma base 10mM
[Sigma, Cat# T1503]; EDTA 1mM [Sigma, Cat# ED2P]; pH 9) at
95°C for 20 min. Slides were incubated in 100mM NaH,Cl (Sigma,
Cat# A9434) for 15min before incubation in PBS containing 0.5%
(v/v) Triton X-100 (Sigma, Cat# 94443) and 10% (v/v) horse serum
(Sigma, Cat# H1270) for 1 h. Primary antibodies (Table 2) were in-
cubated overnight at 4°C followed by incubation with secondary
antibodies at 21°C for 1 h. Images were acquired with either an
AXIO Zoom.V16 fluorescence microscope (Zeiss) coupled to a digi-
tal camera (AxioCam HRm, Zeiss) or a confocal microscope Nikon
A1 RSi (Nikon SAS). The Lucy-Richardson deconvolution algorithm
was used for 3D image enhancement. For quantification, analyses
were performed with the Image) software 1.8.0 (NIH) from images
of the AXIO Zoom microscope. Each submucosal or myenteric gan-
glion was marked, fluorescence signal was recorded from 4 to 7 sub-
mucosal/myenteric ganglia for each slide and the mean gray value
(integrated density/um? ganglionic tissue) was then determined for
each case in the transverse and/or descending colon. Two slides per
subject were analyzed for the transverse colon. Analysis of fluores-
cence was performed by ADGDL who was blinded to the clinical and
neuropathological status of the subjects.

For cell culture models, all cell models were first fixed in PBS (Sigma,
Cat# P5119) with 4% (v/v) paraformaldehyde (Sigma, Cat# 158127)
at 21°C for 30min. ENS culture was pre-incubated in PBS contain-
ing 10% (v/v) of bovine serum albumin (BSA, Sigma, Cat# A7030) and
0.25% (v/v) Triton X-100 (Sigma, Cat# X100) for 5 min, and then in
PBS with 10% (v/v) BSA for 30min, before overnight incubation at

TABLE 2 Primary antibodies

Reference Target Details
MJFF2 (c41-2) LRRK2 rm
EB06550 LRRK2 gp
MA1-83428 PGP 9.5 mm
A-21271 HuC/HuD mm
CIPO Hu hp
70311 S100p p
287006 S100p cp
ab7817 aSMA mm
uDD2 pS935 LRRK2 m
MJF-R21(ab230261) pT73 Rab10 rm
MJF-R23 (ab237703) Rab10 rm
A5441 p-actin mm
ab5694 aSMA p
IFO3L (GA5) GFAP mm
T8660 Blll-tubulin mm

Neurochemistry

4°C with primary antibodies in PBS with 3% (v/v) BSA (Table 2). EGC
cultures and enteric neurons culture were pre-incubated in PBS con-
taining 0.5% (v/v) Triton X-100 and 10% horse serum for 1 h before
overnight incubation with primary antibodies at 4°C in the same solu-
tion (Table 2). Secondary antibodies were then incubated at 21°C for
1 h. Images were acquired with either an AXIO Zoom. V16 fluores-
cence microscope (Zeiss) coupled to a digital camera (AxioCam HRm,
Zeiss) or a confocal microscope Nikon A1 RSi (Nikon SAS).

2.4 | Western blot

Cells were harvested and lysed in radioimmunoprecipitation assay
buffer (RIPA, Merck Millipore, Cat# 20-188) with 2mM ortho-
vanadate (Sigma, Cat# S6505), phosphatase inhibitors cocktail Il
(Sigma, Cat# P5726), and a protease inhibitors cocktail (Sigma, Cat#
11697498001). Samples were sonicated, adjusted volumes of Sample
Reducing Agent (Life Technologies, Cat# NP0009) and NuPAGE
Sample Buffer (Life Technologies, Cat# NP0008) were added before
heating at 98°C for 5 min. Equal amount of lysates were separated
using either the NUPAGE 10% Bis-Tris gels (Life Technologies, Cat#
NP0336BOX) or NUPAGE 3-8% Tris-Acetate gels (Cat# EA0375PK2),
together with the 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid/sodium dode-
cyl sulfate running buffer (Life Technologies, Cat# 1B23002), or the
Tris-Acetate SDS running buffer, respectively, before electrophoretic
transfer to nitrocellulose membranes (25V, 9 min) with the iBlot™
Dry Blotting System (Life Technologies, Cat# I1B21001). Membranes
were then blocked for 1 h at 21°C in Tris-buffered saline (Sigma, Cat#
T5912) with 0.1% (v/v) Tween-20 (Sigma, Cat# P1379) and 5% (w/v)
non-fat dry milk and incubated overnight at 4°C with the primary an-
tibodies (Table 2). Bound antibodies were detected with horseradish

Application(s) (dilution)
IF (1:250), WB (1:1000)
IF (1:100-1:250)

IF (1:500), WB (1:1000)
IF (1:250-1:500)

IF (1:500)

IF (1:3000)

IF (1: 2000)

IF (1: 1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WAB (1:10000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

WB (1:1000)

Source

Abcam

Everest Biotech
Thermo Ficher
Thermo Ficher
CIPO patient serum
Dako

Synaptic systems
Abcam

Abcam

Abcam

Abcam

Sigma

Abcam
Calbiochem

Sigma

Abbreviations: CIPO, chronic intestinal pseudo-obstruction; cp, chicken polyclonal; gp, goat polyclonal; hp, human polyclonal; mm, mouse

monoclonal; rm, rabbit monoclonal; rp, rabbit polyclonal.
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peroxidase-conjugated anti-rabbit (1:5000; Life technologies, Cat#
31460) or anti-mouse (1:5000; Sigma, Cat# A9044) antibodies and
visualized by enhanced chemiluminescent detection using either
Clarity™ Western ECL (Biorad, Marnes-la-Coquette, France, Cat#
1705060) or Supersignal™ West Femto (ThermoFisher Scientific, Cat#
34094) substrates. For quantification, the relevant immunoreactive

Neurochemistry

bands were quantified with laser-scanning densitometry and analyzed
with Image Lab software (Biorad) and image J software (NIH; version
1.51). To allow comparison between different films, the density of
the bands was expressed as a percentage of the average of controls.
LRRK2 immunoreactive bands were measured, normalized to the opti-
cal densities of p-actin, and expressed as percentage of controls; pT73
rab10 immunoreactive bands were measured, normalized to the opti-
cal densities of rab10, and expressed as percentage of controls; pS935
LRRK2 immunoreactive bands were measured, normalized to the opti-
cal densities of LRRK2, and expressed as percentage of controls.

2.5 | Quantitative PCR analysis

RNA extraction from ENS culture was performed with NucleoSpin
Triprep Kit (Macherey-Nagel, Cat# 740966) according to the manu-
facturer's instructions. Total RNA was quantified using a Nanodrop
2000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Saint-Herblain,
France). One microgram purified mRNA was denatured and processed
for reverse transcription using Superscript Il reverse transcriptase
(Thermo Fisher Scientific, Cat # 18080044). PCR amplifications were
performed using the Absolute Blue SYBR green fluorescein kit (Roche
Molecular Biochemicals, Cat# AB4166B) and run on a StepOnePlus
system (Life Technologies, Cat# 4376600). The following primers
were used: LRRK2, forward: 5'GCTCTGAACAGGTTCATTGGGAS';
reverse: 5' CCAGACACTGAATTTCTTGGTCATC3. RPS6, forward:
5'GCATTGTGGATGCCAACCTGSZ'; reverse: 5'GTCCTGGGCTTCTTAC
CTTCTT3.

2.6 | Cell culture viability

Cell viability was assessed using the Celltiter 96 Aqueous nonradioac-
tive cell proliferation 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymetho
xyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazolium assay (MTS) (Promega,
Charbonniéres-les Bains, France, Cat#G3582). ENS culture was cultured
in 96-well plates and treated with 20uM FSK for 72 h. After removal of
the medium, CellTiter 96 Aqueous One Solution reagent was added to
each well, according to the manufacturer's instructions. Viability of the
culture was determined by its ability to metabolize the reagent com-
pared with an untreated culture (measure of absorbance at 490 nm).

2.7 | Statistics

All quantitative data shown are mean+standard error of the mean
(SEM). For comparison of quantitative data between groups, a

Shapiro-Wilk test was performed in order to determine whether
or not data followed a normal distribution; in case of normal dis-
tribution, an unpaired t-test or one-way ANOVA followed by either
Dunnett's (comparison to control condition only) or Tukey's (com-
parison between all conditions) multiple comparisons tests were
performed for two or multiple groups comparison, respectively;
for data that were not normally distributed, Mann-Whitney test or
Kruskal-Wallis then Dunn's multiple comparisons tests were per-
formed for two or multiple groups comparison, respectively. For
comparison of qualitative data between groups, Fisher's exact test
was performed. All tests were two-tailed. Differences were deemed
statistically significant if p <0.05. GraphPad Prism software version
9.1.1 (GraphPad Software Inc.) was used for statistical analyses and
for designing figures. No sample calculation was performed and no
exclusion criteria were pre-determined. No test for outliers was
conducted.

3 | RESULTS

3.1 | No changes in the expression levels of LRRK2
in the myenteric plexus of subjects with LB disorders

LRRK2 distribution by immunofluorescence in cross-section of the
colon from control cases (subjects with non-neurodegenerative
disorders) was consistent with that of previous reports with
strong staining of the myenteric plexus (Figure 2a,b). In order to
analyze LRRK2 expression levels in the myenteric plexus in the
context of enteric synucleinopathy, transverse and descend-
ing colonic samples from LB cases (Table 1) were stained with
two anti-LRRK2 antibodies (Table 2) and compared with non-LB
cases. Myenteric ganglia were delineated after immunostaining
with either the neuronal marker PGP 9.5 or the glial marker S1008
(Scheuermann et al., 1989) (Figure 3a). No difference in LRRK2
immunofluorescence intensity was observed between the two
groups when samples from the transverse and descending colon
were analyzed regardless of the antibody used (Figure 3a,b).
Additional findings showed that LRRK2 immunofluorescence in-
tensity in the submucosal plexus of the descending colon was also
comparable between LB disorders and non-LB disorders cases
(Figure S1).

3.2 | LRRK2 s expressed in both neurons and glia
in the human myenteric plexus

ENSgangliaare primarily composed of neuronsand glial cells. Confocal
immunofluorescence microscopy experiments of myenteric ganglia
from control cases (subjects with non-neurodegenerative disorders)
revealed that LRRK2 immunoreactive cells were observed over the
entire thickness of the ganglia and expressed in the cytoplasmic per-
inuclear region of both neurons and EGC (Figure 4a,b). Some nerve
fibers were also immunoreactive for LRRK2 (Figure 4a,b).
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FIGURE 2 Distribution of LRRK2 in
human intestinal tissue (a) Schematic
cross-sectional view of the human colon
highlighting the ENS and the distribution
of enteric neurons (green) and glial cells
(red). M/SM: mucosa/submucosa; SMP:
submucosal plexus; CM: circular muscle;
MP: myenteric plexus; LM: longitudinal
muscle. (b) Paraffine-embedded colonic
tissues from three non-neurodegenerative
controls were immunolabeled with

mouse anti-pllI-Tubulin (green) and goat
anti-LRRK 2 (red) antibodies. Nuclei

were stained with DAPI. Representative
photomicrographs are shown. Scale bar is
100 pm. Parts of the figure were drawn by
using the Motifolio Neuroscience toolkit.

3.3 | LRRK2 s expressed in both neurons and glia
in ENS culture

The brain is not the only source from which neurons can be cul-
tured and there are now established protocols for the isolation
of enteric neurons from rodents and especially rats (Chevalier
et al., 2008; Eaker & Sallustio, 1994). These have already been
shown to be useful for studying the expression of neuronal pro-
teins involved in neurodegeneration such as alpha-synuclein and
tau (Lionnet et al., 2018; Prigent et al., 2019). We therefore char-
acterized the expression pattern of LRRK2 in ENS culture in order
to further study the regulation of LRRK2 expression and phos-
phorylation in the ENS. After 14 DIV, the culture is considered
mature and contains Hu-immunoreactive neurons and S100f-
immunoreactive glia organized in interconnected ganglia, laying
on a smooth muscle cells (¢SMA positive) monolayer (Chevalier

(a)

JNC:==. "~W| LEy-L”

Gut lumen

Neurochemistry

M/

MERGE

et al., 2008; Prigent, Gonzales, et al., 2019). Imnmunofluorescence
experiments showed that LRRK2 was expressed in both enteric
neurons and EGC in ENS culture (Figure 5). In contrast, LRRK2 was
not present in smooth muscle cells (Figure S2).

3.4 | LRRK2 expression in ENS culture is decreased
following sustained activation of the cAMP pathway

The cAMP signaling pathway is a pivotal regulator of gene expression
not only in the brain (Montminy, 1997) but also in the ENS (Chevalier
et al., 2008; Paillusson et al., 2010). We therefore set outo study the
effects of cAMP on the expression levels of LRRK2 in the ENS. To this
end, ENS culture was treated with the adenylate cyclase activator for-
skolin (FSK) at 20puM for various time points (3-72h). FSK treatment
induced a progressive and significant decrease in LRRK2 protein levels
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FIGURE 3 Expression pattern and level of LRRK2 in the myenteric plexus of LB and non-LB disorders cases. (a) LRRK2 antibodies

(goat anti-LRRK2 in green and rabbit anti-LRRK2 in red) were used to detect LRRK2 in the myenteric ganglia in colon from LB and

non-LB disorders cases. Myenteric ganglia were delineated either with rabbit anti-S100 (red) or anti-PGP 9.5 (green). Representative
photomicrographs of LB and non-LB cases are shown (left panel, transverse colon, #168 and #179, respectively; right panel, descending
colon #210 and #247, respectively). Scale bar is 50 um. CM: circular muscle; MP: myenteric plexus; LM: longitudinal muscle. (b) Quantitative
analysis of LRRK2 immunofluorescence in the myenteric plexus (8-14 ganglia per subject) of the transverse or descending colon from LB
and non-LB cases. Graphics outlined in red correspond to experiments performed with rabbit anti-LRRK2 antibody while those outlined

in green correspond to goat anti-LRRK2 antibody experiments. Data are shown as corrected mean gray value normalized to controls and
presented as mean+ SEM. For transverse colon, n = 16 for LB and 11 for non-LB cases, when rabbit anti-LRRK2 was used and n = 15 for

LB and 10 for non-LB cases, when goat anti-LRRK2 was used as no samples were available for subject #199 and subjects #166, #187, and
#199, respectively (Table 1); for descending colon, n = 16 for LB and 12 for non-LB cases; n indicates the number of subjects. As data for
transverse colon were not normally distributed, a Mann-Whitney test was performed (LB vs. non-LB, p = 0.77 with U = 52 and 0.59 with

U = 65 for rabbit and goat anti-LRRK2, respectively). As data for descending colon were normally distributed, unpaired t-test was performed
(LB vs. non-LB, p = 0.31 with t = 1.023 and 0.50 with t = 0.681 for rabbit and goat anti-LRRK2, respectively). Parts of the figure were drawn
by using pictures Servier Medical Art (http://smart.servier.com/), licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

(50% decrease at 72h; Figure éa). Both cell morphology (Figure éb) A similar decrease in LRRK2 expression was observed when cells
and MTS assay (Figure 6c) showed that LRRK2 down-regulation in- were treated the non hydrolyzable cAMP analog 8-Br-cAMP to-
duced by FSK occurred in the absence of any changes in cell viability. gether with the phosphodiesterase inhibitor IBMX (100uM each for
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FIGURE 4 Distribution and localization of LRRK2 in the human adult myenteric plexus (a) Paraffin-embedded colonic tissues from 3 non-
neurodegenerative controls were immunolabeled with mouse anti-glll-Tubulin (green), rabbit anti-S1008 (red) and goat anti-LRRK2 (white)
antibodies. Nuclei were stained with DAPI. Representative 3D confocal micrograph of a myenteric ganglion is shown. 3D acquisition volume:
x =y =100pm, z = 8 pm. Higher magnification of the ganglion showing LRRK2 expression in the neuronal perinuclear cytoplasm (dashed
lines) and in nerve fibers (arrows). Scale bar is 10 pm, (b) samples were processed as in (a) and representative 3D confocal micrograph of
another myenteric ganglion is shown. Higher magnification showing LRRK2 expression in the glial perinuclear cytoplasm (dashed lines) and
in nerve fibers (arrows). Scale bar is 10 pm.

24 and 72h) (Figure 6d), thereby demonstrating that cAMP is directly LRRK2 and phosphorylation of Rab10 at Thr73 is commonly used to
responsible for LRRK2 downregulation. The effects of FSK on LRRK2 monitor LRRK2 kinase activity (Steger et al., 2016). When cell lysates
protein were also observed at the mRNA levels with a significant de- were analyzed with a Rab10 phospho-specific antibody, the amount
crease in Lrrk2 mRNA starting as early as 3 h after treatment and of Rab10 phosphorylated at Thr73 was significantly decreased fol-
persisting at 72 h (Figure 6e). Rab10 is a key physiological substrate of lowing a 72-h treatment with FSK (Figure 6f).
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FIGURE 5 Distribution and localization of LRRK2 in ENS culture. ENS culture at 14 DIV was immunolabeled with rabbit anti-S1008 (red),
mouse anti-Hu (green), and goat anti-LRRK2 (white) antibodies. Nuclei were stained with DAPI. Upper panel at low magnification: LRRK2

is present in ganglia, inter-ganglionic fibers (arrowheads) and in the cell body of an isolated neuron (green arrow), scale bar is 50 um. Lower
panel at high magnification: LRRK2 is expressed by EGC (red arrow) and neurons (green arrow), scale bar is 10 pm.

3.5 | The regulation of LRRK2 expression by cAMP
differs between enteric neurons and EGC cultures

To identify in which cell type LRRK2 expression is regulated,
we used purified culture of rat enteric glia or neurons (Figure 1).
Immunohistochemistry and Western blot experiments confirmed
that EGC culture express the glial markers S100p and GFAP but
not the neuronal markers Hu and PGP 9.5 (Figure 7a,b); the oppo-
site expression pattern was observed for enteric neurons culture
(Figure 7a,b). In addition, both cell cultures expressed LRRK2 pro-
tein (Figure 7b). An 80% decrease in LRRK2 expression was ob-
served when EGC culture was treated with FSK for 72h (Figure 7c).
Conversely, such a treatment induced a five-fold increase in LRRK2
expression levels in enteric neurons culture (Figure 7d). In order to
confirm the findings obtained in EGC culture, we performed addi-
tional experiments with a more mature model, namely primary cul-
ture of adult EGC (Figure 1). These cells behaved similarly to EGC
(Figure 7c) and ENS cultures (Figure 6a) in the presence of FSK with
a marked and significant 48% decrease in LRRK2 expression levels
after 72 h of treatment (Figure S3a).

3.6 | LRRK2 phosphorylation is regulated by
short-term modulation of cAMP pathway in ENS and
EGC cultures

LRRK2 is phosphorylated on several Ser/Thr residues follow-
ing the activation of the cAMP/protein kinase A (PKA) pathway
either in vitro (Muda et al., 2014) or in transfected cell models (Li
et al., 2011). Among these sites, phosphorylation at Ser935, which
regulates 14-3-3 binding to LRRK2 and its cellular localization
(Dzamko et al., 2010; Li et al., 2011), has been largely studied. To
study if phosphorylation on this residue also occurs in our culture
models, ENS and EGC cultures were treated with 20 uM FSK for 10,
30, and 60 minutes and analyzed by Western blot with a phospho-
specific antibody. A decrease in LRRK2 phosphorylation at ser935
was detectable as early as 10 min after treatment and persisted at
30min (Figure 8a). Similar effects were observed when cells were
treated with 8-Br-cAMP and IBMX (Figure 8b) and in mature EGC
(Figure S3b). The decrease in LRRK2 phosphorylation at ser935 was
accompanied by a decrease in LRRK2 kinase activity as evaluated by
Rab10 phosphorylation (Figure S4).
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FIGURE 6 Effects of FSK and cAMP on the expression levels of LRRK2 in ENS culture. (a) ENS culture was treated or not (c) with 20pM
of FSK for 3, 12, 24, 48, or 72 h. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis using rabbit anti-LRRK2 antibody. Membranes were also
probed with an anti-B-actin antibody to ensure equal protein loading. Data correspond to mean+ SEM (n =23, 5, 5, 6, 6, and 16 for C, 3,

12, 24,48, and 72h of FSK, respectively; n indicates the number of wells). As data from 3 h-treated samples were not normally distributed,
Kruskal-Wallis (40.25, p <0.0001) then Dunn's multiple comparisons tests were performed (treated vs. control ***p <0.001; ****p <0.0001).
(b) ENS culture was treated or not (C) with 20uM FSK for 72h and then immunolabeled with human anti-Hu (green) and chicken anti-

S100p (red) antibodies. Scale bar is 250 um (c) ENS culture was treated or not (C) with 20 uM FSK for 72 h and cell metabolism/viability was
evaluated by performing an 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) assay.
Mean 490 nm absorbance is expressed as percentage of controls and data correspond to mean+ SEM (n = 5, n indicates the number of
wells). (d) ENS culture was treated or not (C) with 100uM of 8-Br-cAMP and IBMX for 24 or 72 h. Immunoblot analysis was performed as

in (a). Data correspond to mean+ SEM (n = 8, 4 and 4 for C, 24 and 72h of cAMP/IBMX conditions, respectively, n indicates the number of
wells). As data for 72h-treated samples were not normally distributed, Kruskal-Wallis (11.27, p <0.001) then Dunn's multiple comparisons
tests were performed (treated vs. control **p <0.01). (e) Quantitative PCR analysis of LRRK2 mRNA in ENS culture treated or not (C) with
20uM FSK for 3, 12, 24, 48, or 72 h. Data correspond to mean+ SEM (n = 4 for each condition, n indicates the number of wells). As data
were not normally distributed, one-way ANOVA (F = 6.163, p <0.01) then Dunnett's multiple comparisons tests were performed (treated
vs. control *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001). (f) ENS culture was treated or not (C) with 20uM FSK for 72h. Cell lysates were subjected to
immunoblot analysis with Rab10 and Rab10 phosphorylated at Thr73 (pT73) antibodies. Data correspond to mean+ SEM (n = 4, n indicates
the number of wells). As data were normally distributed, unpaired t-test was performed (treated vs. control ***p <0.001 with t = 7.231)

4 | DISCUSSION EGC, in both fetal and adult tissues. As far as we know, our study
is the first to report that LRRK2 is present in EGC. There is now a
The present results indicate that LRRK2 protein is constitutively ex- large body of evidence to support that EGC are the digestive coun-

pressed in the two main ENS cell types, namely enteric neurons and terparts of CNS astrocytes. EGC surround both the neuronal cell
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FIGURE 7 Effects of FSK on the expression levels of LRRK2 in EGC culture and in enteric neurons culture (a) EGC and enteric neurons
cultures were immunolabeled with chicken anti-S100 (red) and human anti-Hu (green) antibodies. Scale bar is 100pum. (b) Cell lysates

from ENS culture, EGC culture, and enteric neurons culture (Neu) were subjected to immunoblot analysis using antibodies against LRRK2
(MJFF2), GFAP, PGP 9.5, and «SMA. Membranes were also probed with an anti-p-actin antibody to ensure equal protein loading (c) EGC
culture was treated or not (C) with 20uM FSK for 72 h. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis with LRRK2 (MJFF2) antibodies.
Membranes were also probed with an anti-p-actin antibody to ensure equal protein loading. Data correspond to mean+ SEM (n = 18 and 11
for C and FSK, respectively, n indicates the number of wells). As data were normally distributed, unpaired t-test was performed (treated vs.
control ****p <0.0001 with t = 12.69). (d) Enteric neurons culture was treated or not (C) with 20uM FSK for 72h. Immunoblot analysis was
performed as in (c). Data correspond to mean+ SEM (n = 5 and 6 for C and FSK, respectively, n indicates the number of wells). As data were
normally distributed, an unpaired t-test was performed (treated vs. control **p <0.01 with t = 3.593).

bodies and the axon bundles, an aspect that is highly reminiscent
of the close relationship between astrocytes and neurons in the
CNS (Jessen & Mirsky, 1983). EGC and astrocytes are also similar
at the molecular and functional levels as they share markers (Jessen
& Mirsky, 1980) as well as neuroprotective (Abdo et al., 2010) and
neuro-immunomodulatory properties (Chow et al., 2021). Our
findings are therefore in line with the previous observation that
showed the presence of LRRK2 in both adult human brain astro-
cytes and in various astrocyte cell lines (Miklossy et al., 2006).
LRRK2 functions in astrocytes are starting to be uncovered (Filippini
et al., 2021) with a possible role in the regulation of CNS inflamma-
tion (Munoz et al., 2015) and alpha-synuclein clearance (Streubel-
Gallasch et al., 2021). It is therefore tempting to speculate that

EGC-expressed LRRK2 could play similar roles by modulating intes-
tinal alpha-synuclein aggregation and inflammation in the gut, two
processes that have been reported in the Gl tract of PD subjects
(Devos et al., 2013; Fenyi et al., 2019; Schwiertz et al., 2018).
Regarding enteric neurons, our results confirm and extend pre-
vious findings, which reported that LRRK2 is expressed in neurons
from the submucosal and myenteric plexus of mouse and human
colon (Maekawa et al., 2017; de Guilhem de Lataillade et al. 2021).
Using LRRK2-KO mice, Maekawa and collaborators elegantly showed
that LRRK2 invalidation was associated with changes in mRNA levels
coding for the major intestinal neuronal peptides, with a significant
increase in vasoactive intestinal peptide (VIP) mRNA together with
a significant decrease in the amounts of mRNAs for substance P and
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neuropeptide Y. These findings, which suggest that LRRK2 is either
capable of regulating the expression levels of neuropeptides in the
adult ENS or the neurogenesis of peptidergic neurons, open inter-
esting perspectives on the possible role of enteric LRRK2 (Maekawa
etal., 2017). There is indeed solid evidence to suggest that neuronal
peptides exert key functions in the gut and are involved in the devel-
opment of some Gl tract disorders, such as inflammatory bowel dis-
eases (reviewed in [Margolis & Gershon, 2009]). Remarkably, while
we showed that the amount of LRRK2 was significantly decreased
in sigmoid biopsies from PD subjects when compared with controls
(de Guilhem de Lataillade et al. 2021), Barrenschee and colleagues
reported an upregulation of VIP mRNA in PD rectal biopsy lysates
(Barrenschee, Zorenkov, et al., 2017). These findings, together with
the data obtained in LRRK2-KO mice and the observation showing
that LRRK2 controls the expression of various mRNA (Reinhardt
etal., 2013), suggest that there might be a direct link between LRRK2

and VIP expression in enteric neurons. Further study is needed not
only to clarify the details of this possible interplay between LRRK2
and VIP regulation but also to determine whether the expression of
LRRK2 in enteric neurons is ubiquitous or limited to specific neu-
rochemical subtypes, for example VIPergic neurons. It will be also
important to evaluate the possible roles of LRRK2 on principal Gl
functions such as motility and permeability.

We did not observe any significant difference in LRRK2 pro-
tein expression levels between subjects with LB and non-LB disor-
ders, either in the myenteric or in the submucosal plexus. At first
glance, these findings may seem at odds with our previous report,
in which we showed that LRRK2 expression was reduced in sig-
moid Gl biopsies from PD subjects when compared with controls.
It should be however borne in mind that the samples and the tech-
nical approaches that were used in our two studies were radically
different; in our first paper, LRRK2 expression was quantified by
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LRRK2 immunofluorescence signal was analyzed in paraffin slides
from cross-section of the colon. Besides a few submucosal/muco-
sal EGC and neural processes (Corbillé et al., 2016), pinch biopsies
capture various LRRK2 immune cells from the lamina propria, which
express high levels of LRRK2, such as macrophages, dendritic cells,
and B lymphocytes (Gardet et al., 2010). Therefore, the evaluation of
LRRK2 amount in biopsy lysates more likely reflects LRRK2 expres-
sion in immune rather in neural cells. This might explain the appar-
ent discrepancies between our two studies, as the current research
focused on enteric ganglia, which contain mostly neurons and EGC
and only a small amount of immune cells (Phillips & Powley, 2012).

The two existing studies on gut expression of LRRK2 in
PD, which have both used Gl biopsies, have had conflicting re-
sults. Using sigmoid biopsy lysates from 12 patients with PD (all
Caucasian with no family history of PD) and 11 age-matched con-
trols, we showed that both LRRK2 expression and kinase activity
were significantly reduced in the colon of patients with PD when
compared with controls (de Guilhem de Lataillade et al. 2021). In
a subsequent study, Liao et al. analyzed the expression of LRRK2
by immunohistochemistry in colonic biopsies from 51 patients with
PD (3 with LRRK2 R1441H or 12012T mutations, 9 with the PD risk
variant G2385R) and 40 controls (Liao et al., 2021). The percentage
of cells immunoreactive for LRRK2, which were located in the lam-
ina propria and therefore likely of immune origin, was higher in PD
subjects when compared with controls. Among subjects with PD,
the number of LRRK2-positive cells was higher in those with the
LRRK2 mutations and genetic risk variants compared with those
without LRRK2 mutations. Although not mentioned in the study,
the significant increase in LRRK2-positive cells was likely driven by
the few cases with LRRK2 mutations and risk variants. In this set-
ting, our study is the first to analyze the expression levels of LRRK2
in the myenteric plexus of subjects with LB disorders. No differ-
ence was observed between LB and non-LB cases when samples
from the transverse and descending colon were analyzed. When
taken as a whole, the available findings on LRRK2 expression in the
Gl tract in PD suggest that the expression levels of LRRK2 in the
ENS in sporadic PD is either unchanged or only slightly decreased,
while an increase in LRRK2 expression could be observed only in
subjects bearing LRRK2 mutations. These preliminary findings and
hypothesis underscore the fact that future research should be con-
ducted to better characterize the expression levels of LRRK2, but
also its phosphorylation status and kinase activity in the human
Gl tract under physiological conditions, as well as in subjects with
idiopathic PD and LRRK2-associated parkinsonism.

The cAMP signaling pathway is one of the key regulators in sig-
nal transduction in the brain and there is now mounting evidence to
suggest that it is also the case in the ENS. cAMP modulates the neu-
rophysiological properties of enteric neurons (Neylon et al., 2006;
Vogalis et al., 2003) and regulates Gl motility (Guerra et al., 2020;
Howe et al., 2006). We also showed that the activation of the cAMP
pathway increased the expression of alpha-synuclein in primary cul-
ture of fetal ENS (Paillusson et al., 2010) and more precisely in fetal

enteric neurons as alpha-synuclein is expressed by enteric neurons
but not EGC (Paillusson et al., 2010; Prigent, Gonzales, et al., 2019).
These observations together with our current findings therefore
show that LRRK2 and alpha-synuclein expression share similar reg-
ulation by cAMP in enteric neurons. The precise mechanisms lead-
ing to LRRK2 and alpha-synuclein upregulation by cAMP in enteric
neurons remains, however, to be determined. One possible sce-
nario might imply the transcription factor Sp1, which is activated by
cAMP (Rohlff et al., 1997) and has functional responsive elements
in both human LRRK2 (Wang & Song, 2016) and alpha-synuclein
(Liang & Carr, 2006) gene promoters. One of the intriguing results
of our study is the differential effect of cAMP on LRRK2 expres-
sion between enteric neurons and EGC. To our knowledge, such a
differential regulation of gene/protein expression between enteric
neurons and EGC has not been described so far and existing data on
signal transduction in the ENS are still scarce especially when com-
pared with the CNS. In this regard, the observation showing that
cAMP has differential effects on the extracellular signal-regulated
pathways ERK pathway between CNS neurons and astrocytes, de-
serves to be underlined. This study showed that in neurons, cAMP
activated extracellular signal-regulated kinases (ERK), while in as-
trocytes, cCAMP decreased ERK activity and that B-Raf, which is
expressed by neurons but not astrocytes, was the molecular switch
involved in this differential regulation (Dugan et al., 1999). It is
therefore conceivable that such a mode of regulation may occur
in the ENS and further studies are needed to evaluate the effects
of inhibitors of the ERK signaling pathway on LRRK2 expression in
enteric neurons and EGC and to determine if B-Raf is differentially
expressed between the two cell types. Finally, when we treated ei-
ther ENS or EGC cultures with FSK or with cAMP/IBMX for 30 min,
we observed a decrease in LRRK2 phosphorylation at Ser935. This
is definitely an unexpected result as two previous studies showed
that PKA could phosphorylate LRRK2 at Ser935 in vitro as well as
in cell culture (Li et al., 2011; Muda et al., 2014). Quite remarkably,
Muda et al have used an pharmacological approach similar to ours
by treating LRRK2-transfected Cos-7 cells with 50 uM FSK together
100pM and IBMX for 30 min (Muda et al., 2014). This strongly sug-
gests that the effects of cAMP/PKA on LRRK2 phosphorylation are
cell-type dependent.

In conclusion, our findings are the first to show that EGC ex-
press LRRK2 and to identify the cAMP pathway as being involved in
the transcriptional regulation of LRRK2. It opens new perspectives
on the possible role of LRRK2 in Gl physiology and should prompt
further studies of enteric glial LRRK2, which could become a new
target for modulation of the intestinal tract functions and intesti-
nal disorders. Regarding the pathological aspect, we did not find any
significant changes in the expression levels of LRRK2 in subjects
with enteric synucleinopathy. These findings suggest that the mere
amount of LRRK2 in the Gl tract is unlikely to contribute to the de-
velopment of PD, at least in sporadic forms of the disease. However,
future research should be conducted to study the phosphorylation
status and kinase activity of LRRK2 in the human Gl tract in subjects
with idiopathic PD and LRRK2-associated parkinsonism.
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Supplementary material 1

Primary cultures of rat ENS (ENS culture)

Small intestine of rat embryos E15, 20-28 per isolation from 2 pregnant Sprague—Dawley rats
(Janvier Laboratories SA, Le Genest-St-Isle, France) were removed and finely diced in Hanks’
Balanced Salt Solution (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France, Cat# H9259). Tissue fragments
were collected and pooled in 8 mL of Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM-F12) (1: 1)
(Gibco, Life Technologies, Cergy-Pontoise, France, Cat# 31330-038) and digested at 37°C for
15 min in 0.1% (w/v) trypsin (Sigma, Cat# T1426). The trypsin reaction was stopped by adding
20 mL of medium containing 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Sigma, Cat# F2442) and then
treated by 0.01% (w/v) DNAse | (Sigma, Cat# DN25) for 10 min at 37°C. After trituration with
a 10 mL pipette, cells were centrifuged at 750 rpm for 10 min. Cells were counted and then
seeded in the same medium (DMEM-F12 with 10% fetal bovine serum) at a density of 2.4.105
cells/cm? on 24-well plates previously coated for 2 h with a solution of 0.5% (w/v) gelatin
(Sigma, Cat# G6144) in sterile phosphate-buffered saline (PBS) (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France, Cat# 10010023). After 24 h, the medium was replaced with a serum-free DMEM-F12
(1 : 1) medium containing 1% (v/v) of N-2 supplement (Life Technologies, Cat# 17502-048).
Cells were maintained in culture for a maximum of 15 days.

Rat EGC cell line (EGC culture)

EGC culture was obtained from ENS primary culture derived from rat embryonic intestine
(see above). After 13 days of culture, primary cultures were trypsinized and seeded in
serum-containing media (DMEM 4.5 g/| glucose [Gibco, Cat# 41965-039] supplemented with
10% [vol/vol] of FBS) after differential centrifugation. Following 7 days of culture, isolated
areas of morphological glial cells-like were trypsinized using cloning cylinder and seeded in
culture flask in serum-containing media.

Primary cultures of rat adult EGC (adult EGC culture)

Small intestine rat longitudinal muscle/myenteric plexus (LMMP) was scarified with a scalpel
and removed from the underlying mucosa with a pair of fine dissection forceps. The LMMP
specimens were collected in GentleMACS tubes C (MiltenyiBiotec, Paris, France, Cat# 130-093-
237) containing 5 mL of DMEM/F12 (Gibco, Cat# 31330-038) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS), 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 1.1 pg/mL
amphotericin B, 20 pg/mL gentamicin, 6 mM glutamine, and 2.1 g/L NaHCO3 (all from
Invitrogen); 250 UL protease (type | from bovine pancreas; stock solution: 5 g L-1), 250 pL
collagenase (Clostridium histolyticum; stock solution: 20 g L-1), and 400 pL bovine serum
albumin (BSA; stock solution: 50 g L-1) (all from Sigma-Aldrich, Paris, France) were added to
each tube. The tubes were then placed in a GentelMACS dissociator (MiltenyiBiotec) and a
mechanical dissociation procedure was performed. Next, the tubes were incubated under
gentle agitation on arocker at 37 °Cin a dry incubator for 15 min. At the end of the incubation,
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another dissociation program was run prior to the addition of 10 mL of DMEM/F12
supplemented with 10% FCS to each preparation and centrifugation at 425 g for 5 min. The
pellets were washed by pipetting up and down 3 times with ice-cold, sterile Krebs solution
and after centrifugation were resuspended in 10 mL of DMEM/F12 complete medium. The
suspension was then transferred in Petri dishes (@ 10 cm). Petri dishes were placed under a
binocular microscope and individual ganglia or interganglionic fiber strands were picked up
using a pipette fitted with a 200 pL sterile round gel-loading tip (Starlab, Bagneux, France).
Ganglionic structures numbering 10 to 20 were then seeded in gelatin (gelatin type A from
Porcine skin 90-110; 0.5% in phosphate buffered saline [PBS], Sigma-Aldrich) coated 24-well
plates and cultured in 500 uL of DMEM/F12 complete medium for 48 h at 37 °C in a 5% CO2
incubator. After a 48-h, half of the medium was replaced with complete DMEM medium
((Invitrogen), DMEM 4.5 g L-1 glucose, supplemented with 10% FCS, 2 mM glutamine, 50 |U
mL-1 penicillin, 50 pug mL-1 streptomycin). After 48—72 h, the medium was entirely replaced
by complete DMEM medium and the cultures were maintained between 14 and 28 days (P0)
with changes of half of the medium every 3 days. After 3—5 days of culture, only wells with
clearly identified ganglia were maintained in culture.

Primary cultures of rat enteric neurons (enteric neurons culture)

Enteric neurons culture was obtained from the same rat embryonic intestines than ENS
primary culture (see above). At 6 days in vitro, the antimitotic cytosine arabinoside (AraC;
Sigma, Saint Quentin Fallavier, France, Cat# C1768) at 5uM was added in a neurobasal
medium (Cat# 21103-049- Gibco), supplemented with B27 (Cat# 17504-044- Gibco), GDNF
(50ng/mL), 10 mM Glutamine (Cat# 25030-024- Gibco), 50,000 IU Penicillin / 50,000 U
Streptomycin (Cat#15140-122- Gibco), in order to eliminate a maximum of glial and muscle
cells and favor neuronal cell enrichment. The enriched neuron culture was treated at 12 days
in vitro.
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Supplementary figure 1

LRRK2
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Post-mortem transverse colonic tissues from 15 LB and 12 non-LB disorders subjects (table 1;
not available for subject #187) were immunolabeled with rabbit anti-S100p (red) and goat
anti-LRRK2 (green) antibodies. Scale bar is 20 um. Representative photomicrographs of one
LB and one non-LB cases (#246 and #78 respectively) are shown. Quantitative analysis of
LRRK2 immunofluorescence in the sub-mucosal plexus (four per subjects) was performed and
shown as mean grey value normalized to controls. Data correspond to mean + SEM.
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Supplementary figure 2

In primary culture of rat ENS, LRRK2 is not expressed in smooth muscle cells. In contrast to
neurons (Hu staining, green arrow) and EGC (S100p staining, red arrow), smooth muscle
cells (arrowheads) do not express LRRK2. Nuclei were stained with DAPI. Scale bars are 50

pim and 20 um (upper and lower panel, respectively).
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Supplementary figure 3
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(a) Adult EGC culture was treated with 20 pM of FSK for 24 or 72 h. Cell lysates were subjected
to immunoblot analysis LRRK2 antibodies (MJFF2). Membranes were also probed with an anti-
B-actin antibody to ensure equal loading of protein. The bands have been sliced for
presentation purposes in order to show representative images of each experimental group.
Data correspond to mean + SEM (n=14, 7 and 8 samples for C, 24 and 72h of FSK conditions
respectively; treated vs. control ***p < 0.001) (b) Adult EGC culture was treated with 20 uM
of FSK for 10, 30 or 60min. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis using antibodies
specific for LRRK2 phosphorylated at S935 and total LRRK2 (MJFF2). Membranes were also
probed with an anti-B-actin antibody to ensure equal loading of protein. Data represent
means of pS935/total LRRK2 ratio expressed as percentage of control and correspond to mean
+ SEM (n=6 samples per condition; treated vs. control **p < 0.01).
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Supplementary figure 4
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EGC culture was treated with 20 uM of FSK for 30 min. Cell lysates were subjected to
immunoblot analysis using antibodies specific for Rab10 phosphorylated at Thr73 or total
Rab10. Membranes were also probed with an anti-B-actin antibody to ensure equal loading
of protein. Data represent means of pT73/total Rab 10 ratio expressed as percentage of
control and correspond to mean + SEM (n=13 and 3 for C and FSK, respectively; treated vs.
control *p < 0.05).
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Addendum méthodologique
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Cet addendum donne des éléments de réponse aux remarques des rapporteurs concernant la
specificité des anticorps anti-LRRK2 et la préparation des échantillons en amont des
immunomarquages.

1. Spécificité des anticorps anti-LRRK2

Les anticorps utilisés dans les deux articles proviennent de chez Abcam (ab133474, C41-2,
MJFF2) et Everest biothech (EB06550).

La spécificité du C41-2 a été validée sur des prélevements digestifs de souris KO pour Lrrk2
dans I’article de Mackawa et al. de 2017 (162), aussi bien en western blot qu’en immunofluorescence
(figure 1’a et b). Cette spécificité n’a pas été retestée au laboratoire. Lors des premiers western blot,
nous nous sommes tout de méme assurés que la bande reconnue dans les cultures de SNE et les
prélévements humains de tube digestif co-migrait bien avec celle reconnue dans une lignée cellulaire
monocytaire (Raw 264.7) (figure 1°c). L’épitope reconnu par cet anticorps se situe entre 1’acide aminé
950 et la partie C-terminale de la protéine, la séquence exacte n’étant pas communiquée par le
fournisseur.
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Figure 1’ : Caractérisation de P’anti-LRRK2 C41-2. a et b. Western blot puis immunofluorescence LRRK2
rapportant I’absence de signal chez les souris KO pour Lrrk2 en comparaison des souris sauvages (WT pour wild type).
Adapté de Maekawa et al. (162). c. Données non publiées rapportant la co-migration des bandes révélées par 1’anti-
LRRK2 C41-2 entre une biopsie digestive humaine (H) et un lysat de la lignée RAW 264.7 (RAW) en western blot.
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L’anticorps EB06550 a été moins bien caractérisé. 1l est notamment utilisé dans deux articles
qui étudient des coupes congelées ou incluses en paraffine de SNC normal et pathologique en
immunohistochimie (169,170). Ceux-ci rapportent un signal similaire, localisé dans le cytoplasme
des neurones et dans le halo des CL (figure 2’a et b). L’un des deux présente également un western
blot sur des lysats de SNC avec détection d’une bande unique (pas d’autre protéine reconnue jusqu’a
au moins 250kDa) et mentionne la disparition du signal apres incubation avec le peptide immunisant
(figure 2°c) (170). Aucun test supplémentaire n’a été réalisé au laboratoire (pas de test sur échantillons
KO pour LRRK2, pas de corrélation avec I’ARNm). L’épitope reconnu correspond aux acides aminés
2015 a 2026 (CELAEKMRRTSV). Le logiciel Blastp identifie cette séquence sur trois autres
protéines :

-YTH domain-containing protein 1 qui est une protéine ubiquitaire, localisée notamment dans le
noyau, et qui joue un role dans 1’épissage alternatif (The Human Protein Atlas). Cette protéine n’est
probablement pas révélée par 1’anticorps EB06550 car aucun des immunomarquages ne donne un
signal intra-nucléaire, elle n’est pas connue comme étant plus exprimée par les cellules neurales que
par les cellules musculaires lisses du tube digestif et aucune bande compatible n’apparait en western
blot (attendue entre 80 et 85kDa ; figure 2°¢).

-EAWS57815.1 et CAD39185.1 qui sont des protéines théoriques sans validation qu’un transcrit Soit

effectivement traduit.
KDa
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Figure 2’ : Caractérisation de I’anti-LRRK2 EB06550. a et b. Immunohistochimie LRRK2 sur prélevement de SNC
rapportant un signal neuronal cytoplasmique, absent du noyau (fleches blanches) et présent dans le halo des CL (fleches
noires). Adapté de Alegre et al. puis .Sharma et al. (169,170). c. Western blot LRRK2 rapportant ’absence de signal
sur un lysat pré-traité avec le peptide immunisant (B) en comparaison d’un lysat non traité (A). Adapté de Sharma et al.
(170).

81



Au total, la caractérisation de I’anti-LRRK2 C41-2 est documentée et sa spécificité a été
montrée dans le tube digestif de souris. La méthode de production des anticorps monoclonaux issus
du lapin permettant une stabilité du produit a travers les lots, on peut considérer que nos résultats sont
interprétables a la lumiére de cette caractérisation. En revanche, I’anticorps EB06550 n’a pas, a notre
connaissance, été testé en condition KO pour Lrrk2. Méme si certains éléments sont en faveur d’une
reconnaissance spécifique de LRRK2 (pas d’autres bande en western blot, signal purement
cytoplasmique cohérent entre les différentes études, pas d’autre candidat compatible sur Blastp), la
spécificité ne peut étre assurée dans notre étude. Le choix de privilégier I’anticorps EB06550 pour
les expériences d’immunofluorescence dans I’article 2 est lié au fait que, si les deux anticorps
marquaient bien le SNE, le C41-2 donnait beaucoup plus de bruit de fond (voir Article 2, figure 3a).

2. Préparation des immunomarquages

La préparation des échantillons inclus en paraffine a toujours compris une étape de
récupération/démasquage des antigenes par la chaleur (avec autocuiseur). Celle-ci se déroulait soit
avec un tampon acide (protocole standard du laboratoire), soit avec un tampon basique (uniqguement
lors d’un multi-marquage incluant I’anticorps anti-Hu A-21271 qui ne fonctionne pas avec une
récupération antigénique acide). Les deux anti-LRRK2 fonctionnent avec les démasquages acide et
basique ; bien qu’une comparaison directe n’ait pas été réalisée, le signal semblait similaire entre ces
deux conditions. Chaque expérience d’immunofluorescence comprenait toujours un échantillon ne
recevant pas d’anticorps primaire (uniquement les secondaires) pour servir de contréle négatif ; seul
le signal détecté au-dela du bruit de fond du contréle négatif était interprété comme significatif.

Les traitements utilisés sur les cultures cellulaires dans ’article 2 étaient dilués soit dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO) (forskoline et IBMX), soit dans 1’eau distillée (8-Br-cAMP). Dans tous
les cas, les puits témoins recevaient une quantité de solvant equivalente a celle administrée aux puits
traités.

La préparation de lysats en amont du western blot comprenait toujours une étape de sonication.
Les expériences réalisées dans le cadre de cette these visaient a étudier LRRK2 en condition
dénaturante, c’est-a-dire avec une volonté de ne pas conserver les conformations 3D ni les
associations homo ou hétéro-multimériques, dans le but d’analyser un signal unique correspondant
au monomere de LRRK2. Nous avons envisagé d’étudier un signal qui pouvait correspondre a un
dimeére (figure 3’a), malheureusement celui-ci était peu reproductible en condition dénaturante. Nous
avons tout de méme souhaité valider si oui ou non ce signal correspondait a un dimere de LRRK2, ce
pourquoi nous avons réalisé du cross-linking (création de ponts moléculaires entre les protéines en
interaction). Cette expérience n’a pas été concluante, les formes multimériques de LRRK2
apparaissant sous la forme d’un signal continu au-dela de 170kDa (figure 3°b). L’étude des formes
multimériques de LRRK2 nécessite donc une importante mise au point technique et un travail en
condition non dénaturante, comme décrit dans le matériel et méthode de I’article de 2012 d’Ito et
Iwatsubo(171), I’ensemble étant au-dela des objectifs définis pour cette these. Concernant les formes
tronquées, nous avons identifié une bande reproductible et reconnue par plusieurs anti-LRRK2
différents a environ 170kDa, tronquée au niveau N-terminal (figure 3°c). Nous avons choisi de ne pas
plus analyser cette forme tronquée de LRRK2 car elle ne semblait pas régulée comme la forme
monomeérique entiére (figure 3°d).
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Figure 3’ : Etude des différentes conformations de LRRK?2. a. Western blot de biopsies coliques humaines rapportant
une bande a environ 500kDa suite a 1’hybridation avec le C41-2. b. Cross-linking de Lrrk2 sur culture de SNE. DJ-1
sert de contréle positif étant donné que cette protéine forme naturellement des homo-dimeres. Le DSP
(dithiobis(succinimidyl propionate) crée des ponts moléculaires entre les protéines en interaction (dimére DJ-1 a 40kDa).
L’ajout d’agent réducteur (AR) permet de rompre les liaisons créées par le DSP (disparition du dimére DJ-1). En
condition dénaturante (RIPA), il n’y a pas de formation multi-mérique, ni pour Lrrk2 ni pour DJ-1. c. Western blot
LRRK2 de biopsies coliques humaines. Les anti-LRRK2 C41-2 et C-terminal reconnaissent une bande a 170kDa qui
n’est pas reconnue par I’anti-N-terminal. d. Le MIi-2 (inhibiteur de D’activité kinase de LRRK2) entraine une
déphosphorylation du monomeére LRRK2 (250kDa) en S935 mais pas de la forme tronquée (170kDa).
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Discussion
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L’objet de cette discussion de thése est de compléter la discussion des articles scientifiques,
parfois limitée par les contraintes de mise en forme (article 1 principalement), en y intégrant des

données non publiées.

1. LRRK2 dans les cellules immunitaires digestives de la lamina propria et MP

La baisse du niveau d’expression de LRRK2 dans les biopsies de sujets parkinsoniens,
mesurée en western blot avec un résultat cohérent en RT-PCR, est discutée dans les deux articles. Si
la conclusion de notre premier article évoque la possibilité que ce signal LRRK2 soit d’origine neurale,
le deuxiéme article apporte des arguments plutot en défaveur de cette premiére hypothése. En effet,
nous y rapportons que I’expression protéique de LRRK2, évaluée spécifiquement par
immunofluorescence dans le plexus myentérique des colons transverse et descendant, ainsi que dans
le plexus sous-muqueux du colon descendant, par deux anticorps anti-LRRK2 différents, n’est pas
modifiée par I’existence d’une pathologie de type Lewy dans le SNE. De plus, bien que les biopsies
puissent capturer du SNE sous-muqueux (voir chapitre 111-1-b), il peut arriver que la biopsie soit trop
superficielle, ou que le prélevement tombe sur une zone entre deux ganglions ; la part de SNE par
biopsie est ainsi variable (172). Ces deux arguments, en plus des travaux de Gardet et al. qui
rapportent une expression essentiellement immunitaire de LRRK2 dans des biopsies de sujets atteints
de MICI (60), laissent supposer un signal tissulaire de LRRK2 plutét d’origine immunitaire dans

les biopsies.

Un article, paru au cours de ma thése, est d’un intérét particulier dans ce contexte : I’étude
s’intéresse a I’expression de LRRK2 dans les biopsies de sujets parkinsoniens mais en quantifiant le
nombre de cellules positives pour LRRK2 en immunohistochimie (173). Le résultat montre qu’il
pourrait y avoir une augmentation de ce nombre de cellules dans la MP idiopathique (le résultat est
douteux (174) car la différence est principalement liée a des patients non idiopathiques porteurs du
variant G2385R [voir chapitre 11-5.a]), mais en tous cas qu’il n’y a pas moins de cellules positives
pour LRRK2 dans la lamina propria de ces patients. Moins de signal avec autant de cellules suggere
un mécanisme de diminution de I’expression. La voie ERKS5, décrite dans une lignée monocytaire,
pourrait étre impliquée (voir figure 10a), mais nos données (voir Article 1, figure supplémentaire 2)
ne rapportent pas de diminution de I’INF-y (supposé étre en amont de cette voie [voir chapitre 11-4.c])
chez les sujets parkinsoniens, ni de corrélation des niveaux d’expression de LRRK2 et d’INF-y (voir

figure 9c).
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Dans les cellules immunitaires, plusieurs réles de LRRK2 ont été décrits. On peut retenir
son implication dans les processus d’élimination des pathogenes intracellulaires, ainsi que dans la
modulation de I’inflammation, un « gain de fonction » de LRRK2 étant associé a une augmentation
de la production de cytokines pro-inflammatoires, dont le TNF-a (41). Dans nos échantillons, le
niveau de TNF-a n’était pas différent entre sujets témoins et parkinsoniens, mais corrélait bien avec

le niveau d’expression de LRRK2, contrairement aux cytokines IL-1 et INF-y (voir figure 9).

Une hypotheése peut alors étre formulée : chez les sujets parkinsoniens étudiés dans I’article
1, une régulation a la baisse de I’expression de LRRK2 permet de diminuer I’inflammation
digestive associée a la maladie pour revenir au niveau des sujets témoins, particulierement via la
réduction de production de TNF-a (voir figure 10a) ; il s’agirait ici d’un mécanisme protecteur
permettant notamment de diminuer ’effet délétére de I'inflammation digestive sur le SNC (voir
chapitre 111-3.f). Un argument qui s’oppose a cette hypothése est 1’aggravation de la colite au DSS
induite chez les souris porteuses de cellules myéloides KO pour Lrrk2 (167) ; mais ces résultats
s’avérent contradictoires avec d’autres (voire chapitre IV-3.c) et on peut se demander si un KO en
amont de la genése de I’inflammation est comparable a une régulation plus fine de LRRK2 en réponse
a celle-ci. Un second argument contre est que LRRK2 affiche plut6t un profil « gain de fonction »
dans les différents types de cellules immunitaires circulantes des sujets parkinsoniens (175-178) ;
I’hypothése formulée correspondrait donc a une réaction spécifique aux cellules immunitaires de la
lamina propria digestive. A I’inverse, le possible effet neuroprotecteur des anti-TNF-a s’intégre bien
dans cette hypothese. En effet, celui-ci est suspecté chez I’homme sur des données épidémiologiques
rétrospectives (voir chapitre 111-3.c). 1l a également été montré sur un modeéle murin de MP alliant
expression transgénique de LRRK2 G2019S et colite au DSS(173).

Pour tester ce scénario, la premiére étape consisterait a identifier le mécanisme responsable
de la diminution de I’expression de LRRK2 dans ces cellules immunitaires digestives de la lamina
propria ; une possibilité serait de rechercher une baisse d’activité de la voie ERKS5 dans les biopsies

de nos sujets parkinsoniens de ’article 1, en évaluant par exemple en western blot la phosphorylation
de ERKS (179).
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Figure 9 : Cytokines pro-inflammatoires et LRRK2 dans les biopsies des sujets parkinsoniens de I’article
1. a. Résultat de RT-PCR pour TNF-a (8 sujets C et 9 « PD ») puis corrélation avec I’ARNm de LRRK2 (r =
0,68, p<0,01). b. Corrélation des résultats de RT-PCR pour les ARNm d’IL-1p et de LRRK2 (10 sujets C et
11 MP ; r=-0,09, p=0,7). c. Corrélation des résultats de RT-PCR pour les ARNm d’INF-y et de LRRK2 (10
sujets C et 11 MP ; r=- 0,12, p=0,6). Abréviations : PD : Parkinson’s disease

2. LRRK2 dans les CGE muqgueuses et MP

Malgré I’absence de modification du niveau d’expression de LRRK2 dans les ganglions du
SNE, on ne peut pas exclure que la diminution de signal LRRK2 sur les biopsies provienne en partie
des CGE muqueuses, d’autant plus qu’une possible réaction gliale entérique a été documentée dans

la MP sur des prélevements équivalents (voir chapitre 111-1.b).

Le role de LRRK2 dans les CGE est inconnu étant donné que nous sommes les premiers a
montrer son expression dans ces cellules (Article 2). Les CGE ont de nombreux points communs avec
les astrocytes du SNC (voir chapitre 111-1.b), il est donc logique de supposer que LRRK2 a des

fonctions communes dans ces deux types cellulaires. Dans les astrocytes, LRRK2 est connue pour
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moduler le systeme endo-lysosomal et la capacité de dégradation de I’a-synucléine, un profil « gain
de fonction » étant associé a une moindre élimination d’a-synucléine(83). Dans ce paradigme, une
baisse de I’expression de LRRK2 dans les CGE muqueuses des sujets parkinsoniens pourrait
correspondre a une réaction de ces cellules pour participer a 1’élimination de 1’a-synucléine
pathologique qui peut exister dans les prolongements neuronaux a destinée muqueuse (voir figure 5) :
il s’agirait ici @ nouveau d’un mécanisme protecteur, dirigé cette fois-ci principalement vers les
neurones entériques (voir figure 10b). Cette hypothése est confortée par la propriété de
neuroprotection qu’a montré le knock-down de Lrrk2, par oligonucléotides anti-sens injectés dans le
liquide cérebro-spinal, dans un modéle murin exposé a une injection intracérébrale d’a-synucléine
pathologique (180). L’absence de perte neuronale identifiée dans le SNE des sujets parkinsoniens
(voir chapitre 111-2.b), contrairement au SNC, s’intégre bien dans cette hypothése d’un mécanisme
protecteur propre aux CGE muqueuses, d’autant plus que les dépdts d’a-synucléine semblent plus

nombreux dans le plexus myentérique que dans le plexus sous-mugqueux (103).

Une autre fonction de LRRK2 dans les astrocytes est, a I’image des cellules immunitaires,
de contrdler la production de cytokines pro-inflammatoires (83), les astrocytes étant notamment
capables de synthétiser du TNF-a (181). On pourrait donc reprendre au compte des CGE muqueuses
I’hypothése formulée précédemment (voir Discussion-1) d’une baisse de LRRK2 qui régule

I’inflammation digestive de la MP dans le cadre d’un mécanisme protecteur (voir figure 10a).

Pour ces deux hypothéses autour des CGE muqueuses, le mécanisme de régulation de LRRK2
pourrait étre une activation de la voie AMPc (voir figure 10a et b) dont nous montrons dans 1’article
2 qu’elle régule a la baisse Lrrk2 dans des cultures de CGE de rat. Ce double scénario neuroprotecteur
est compatible avec les résultats montrant qu’une neuroprotection est obtenue par un inducteur de la
voie AMPc, le Rolpiram, dans un modele de souris MPTP (182). Il existe méme des données
cohérentes pour 1’hypothése anti-inflammatoire digestive montrant que I’activation de la voie AMPc
diminue la production de TNF-a dans des cultures d’astrocytes (183). De maniére a explorer cette
hypothése, il serait intéressant d’étudier ’activation de la voie AMPc dans les biopsies de nos sujets
parkinsoniens de I’article 1, en évaluant par exemple en western blot la phosphorylation du résidu
sérine 133 de CREB (c-AMP Response Element-Binding protein), I’un des principaux effecteurs de
cette voie (183).

Mais la premiére chose a faire dans le cadre de ces hypothéses impliquant les CGE
mugueuses serait de s’assurer de leur expression de LRRK2 dans des prélevements humains, car

nous nous sommes focalisés dans I’article 2 sur les CGE du plexus myentérique.

88



1. MPet
agrégation

¢
C
0 d’a-synucléine
¢

1. MP et -
-+
Inflammation |

digestive

2. Diminution

[
I
[
I
[
[
: , 2. Diminution
de I'expression |

|

|

|

|

|

|

|

|

|

de I'expression

de LRRK2 N TNRd de LRRK2

/4 LRRK2

3. Résolution de

I'inflammation i synucléinopathie l
|

digestive entérique

©
© 3. Améliorationdela — © | ©
©
C

Figure 10 : Hypothéses sur la baisse de LRRK2 entérigue dans la MP. a. En réaction a I’inflammation
digestive de la MP, I’expression de LRRK2 est diminuée dans les cellules immunitaires de la lamina propria
(voie ERKD5) et dans les CGE muqueuses (voie AMPc) permettant une diminution de la synthése de TNF-a et
une résolution de I’inflammation. b. En réaction aux dépots pathologiques d’a-synucléine dans les neurones
entériques, ’expression de LRRK2 est diminuée dans les CGE muqueuses (voie AMPc) permettant un
catabolisme plus efficace de 1’a-synucléine anormale et une meilleure survie des neurones entériques.
Ilustrations tirées de Servier Smart Art.
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3. LRRK?2 entérique et maladie de Crohn

Nous discutons dans I’article 1 le fait que les mécanismes pathologiques médiés par LRRK?2
entérique dans les MC et MP sont probablement différents. En effet, contrairement a celles des
sujets parkinsoniens, les biopsies prélevées en zones coliques inflammeées des sujets atteints de MC
rapportent une augmentation de I’expression de LRRK?2 en comparaison des zones non inflammées

(60) ou des sujets témoins (voir Article 1, figure supplémentaire 3).

Etant donné que, contrairement aux informations disponibles pour la MP, nous ne possédons
pas d’évaluation du nombre de cellules positives pour LRRK2 dans la lamina propria des sujets avec
une MC, ’hypothése suivante peut étre formulée : I’augmentation du signal LRRK2 dans les biopsies
est en lien avec un recrutement de cellules immunitaires circulantes dans les zones inflammées.
Cette hypothése est compatible avec le niveau important d’expression de LRRK2 par les cellules
immunitaires circulantes (60), particulierement par les neutrophiles et monocytes (41,177). Elle est
également appuyée par des données montrant effectivement un recrutement actif de monocytes
circulants dans la muqueuse inflammée des patients atteints de MC (184). De méme, nos données
non publiées s’intégrent bien dans ce cadre : lorsque 1’on normalise en western blot le signal LRRK2
avec le signal CD11b, une intégrine exprimée notamment sur les monocytes/macrophages et les
neutrophiles (185), le niveau d’expression de LRRK2 s’équilibre entre sujets témoins et porteurs
d’une MC ; de plus, ce signal CD11b est bien corrélé aux niveaux d’expression protéique et génique
de LRRK2 (voir figure 11). Dans cette hypothése, I’augmentation de LRRK2 dans les biopsies de
zones inflammatoires serait le simple reflet d’une infiltration immunitaire du tissu. Un argument
contre cette premiere hypothese est que le recrutement de monocytes dans les muqueuses inflammées
est aussi rapporté dans la RCH (184) alors que, contrairement a la MC, I’expression de LRRK2 n’est

pas modifiée entre les biopsies faites en zones saines et inflammées (60).
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Figure 11 : CD11b et LRRK2 dans les biopsies des patients porteurs d’une MC de P’article 1. a.
Quantification en western blot (WB) de CD11b, normalisée sur la B-actine (4 sujets C et 4 « CD »). b.
Quantification en WB de LRRK2, normalisée sur CD11b (4 sujets C et 3 « CD »). c. Corrélation des résultats
de WB pour CD11b et LRRK2 (4 sujets C et 5 MC ; r =0,72, p<0,05). d. Corrélation des résultats de RT-PCR
pour LRRK2 avec la quantification en WB de CD11b (3 sujets C et 5 MC ; r = 0,93, p<0,001). Abréviations :
CD : Crohn’s disease
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On ne peut donc pas exclure que, en miroir des hypothéses formulées plus haut pour la MP
(voir Discussion-1 et 2), cette surexpression de LRRK?2 soit liée a sa régulation a la hausse dans les
cellules immunitaires résidentes de la lamina propria et/ou dans les CGE. Dans cette 2°™
hypothése, 1’expression forte de LRRK2 pourrait étre a la fois la cause et la conséquence de la
production accrue de cytokines pro-inflammatoires (voir figure 15a). En effet, nos données non
publiées sur les patients MC de I’article 1 rapportent une bonne corrélation de LRRK2 avec I’ensemble
des cytokines pro-inflammatoires testées (TNF-a, IL-1p, IL6 et INF-y [voir figure 12]), 'INF-y
pouvant étre a I’origine d’une augmentation de LRRK2 par activation de la voie ERKS dans les
cellules immunitaires (voir chapitre 11-4.c). De maniére intéressante, une étude montre qu’un cocktail
de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p et IFN-y) diminue I’AMPc dans les astrocytes (186),
ouvrant également la possibilité que ces cytokines, dont I’INF-y, induisent une augmentation de
LRRK2 dans les CGE par inhibition de la voie AMPc chez les patients MC de I’article 1.
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Figure 12 : Cytokines pro-inflammatoires et LRRK2 dans les biopsies des patients de ’article 1 et
d’autres porteurs d’une MC. Pour les quatre corrélations, les données sont issues de 13 biopsies de sujets C,
13 de patients MC prélevées en zone inflammée et 13 des mémes patients MC mais prélevées en zone non
inflammée. Corrélation des résultats de RT-PCR pour les ARNm de LRRK2 et de a. TNF-a (r = 0,67,
p<0,0001), b. IL-1B (r = 0,64, p<0,0001), c. IL-6 (r = 0,59, p<0,001) et d. INF-y (r = 0,65, p<0,001)
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L’augmentation de I’expression de LRRK2 dans les CGE pourrait en outre participer a
I’augmentation d’expression d’a-synucléine mise en évidence dans des biopsies de sujets atteints de
MC(126) Ce phénomene a été montré comme étant au moins en partie di & une défaillance de
I’autophagie gliale médiée par Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor) (187). Nos données
non publiées montrent que 1’expression de LRRK2 corréle négativement avec celle de Nrf2 dans les
biopsies des sujets atteints de MC (voir figure 13a) et que, a I’image de 1’a-synucléine et de Tau (187),
le niveau de Lrrk2 est diminué apres 1’activation de Nrf2 par le sulforafane dans la culture primaire
de SNE (voir figure 13b). Ceci suggére que les diminutions d’expression de Nrf2 et de son effecteur
NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa) dans les biopsies de sujets atteints de la MC (187) alterent
I’élimination gliale d’a-synucléine au moins en partie via I’augmentation d’expression de LRRK2

(voir figure 15b).
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Figure 13 : Nrf2 et LRRK2 dans les biopsies de patients et dans la culture de SNE. a. Corrélation des
résultats de WB pour LRRK2 (issus de I’article 1) et Nrf2 (issus de Prigent et al. (187)) dans les biopsies de
patients porteurs d’'une MC de Darticle 1 (r = - 0,67, p<0,05), b. Quantification de Lrrk2 en WB suite au
traitement ou non de la culture primaire de SNE (voir article 2) par 12h de sulforafane (n = 4 pour les deux
conditions ; p<0,05 avec un test de Mann Whitney)
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On ne peut pas non plus completement exclure que I’augmentation du signal LRRK2 dans
les biopsies des patients porteurs d’une MC soit le reflet d’une augmentation de son expression dans
les ganglions sous-muqueux, d’autant que des atteintes morphologiques du SNE sont documentées
dans la MC (119). La encore, nos données préliminaires montrent que le traitement des cultures
primaires de SNE par INF-y, et pas par TNF-a, induit I’augmentation d’expression de Lrrk2 (voir
figure 14) suggérant un mécanisme de régulation dans le SNE équivalent a celui décrit dans la lignée
monocytaire THP-1 (voir chapitre 11-4.c). Que cette régulation se déroule dans les neurones et/ou
dans les CGE reste a explorer ; la encore, cette augmentation de Lrrk2 pourrait avoir lieu dans les
CGE du fait d’une I’inhibition de la voie AMPc par I’'INF-y (186). Cette hypothése souléve en tous
cas la question d’une surexpression de LRRK2 dans le SNE des patients porteurs d’une MC (voir
figure 15¢) ; une fagon d’y répondre serait de quantifier LRRK2 en immunofluorescence dans les
ganglions myentériques et sous-muqueux de piéces opératoires des sujets atteints de MC, a I’image

de ce que nous avons fait pour la MP dans 1’article 2.
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Figure 14 : Lrrk2 dans la culture de SNE traitée par cytokines pro-inflammatoires. Quantification de
Lrrk2 en WB suite au traitement ou non de la culture primaire de SNE (voir article 2) par 72h de TNF-a
(10ng/mL) ou INF-y (100ng/mL). n = 4 pour les non traités (CTL), 4 pour les TNF-a et 3 pour les INF-y.
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Enfin, il reste une question importante a traiter : LRRK2 est-elle impliquée uniquement dans
la zone et au moment correspondants a la poussée inflammatoire ? Ou existe-t-il une dérégulation
de LRRK2 dans la MC en dehors des poussées ? Pour répondre a cette question, les mémes travaux
réalisés sur les zones inflammatoires devraient étre réalisés sur les zones saines du tube digestif de

patients porteurs de MC, en comparaison de sujets témoins.
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Figure 15 : Hypothéses sur ’augmentation de LRRK2 entérique dans la MC. a. L’inflammation digestive
de la MC géneére de I’'INF-y qui augmente 1’expression de LRRK2 dans les cellules immunitaires de la lamina
propria (voie ERKS5) et dans les CGE muqueuses (voie AMPc) ce qui augmente la synthése de TNF-a et
aggrave I’inflammation. b. La baisse d’expression de Nrf2 et de son effecteur NDP52 induit une augmentation
L’inflammation digestive de la MC génére de I’INF-y qui augmente 1’expression de LRRK2 dans les CGE
ganglionnaires (voie AMPc¢) et/ou dans les neurones entériques (voie inconnue) ce qui est responsable d’une
neuropathie entérique marquée par des altérations hypertrophiques et rétractiles des fibres nerveuses et une
infiltration immunitaire des ganglions(119). Illustrations tirées de Servier Smart Art.
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4. AMPc, PKA et Lrrk2

La mise en évidence dans ’article 2 d’une régulation transcriptionnelle de Lrrk2 dans les
cultures de CGE par la voie AMPc rajoute une nouvelle strate de complexité dans la relation
bidirectionnelle Lrrk2/voie AMPc. En effet, le principal effecteur de la voie AMPc, la PKA (183),
phosphoryle directement LRRK2 et régule ses phosphatases dans différents types cellulaires (voir
chapitre 11-4.c) ; en parallele, LRRK2 régule négativement la PKA dans les neurones efférents du
striatum, en modifiant sa localisation subcellulaire (188), et dans la microglie en régulant I’activité
de la phosphodiestérase de type 4 (189). Cette régulation transcriptionnelle de Lrrk2 par la voie AMPc
semble dépendante du type cellulaire puisque des résultats opposes sont obtenus entre les cultures
de neurones et de CGE. Notre résultat expérimental est d’autant plus crédible qu’il existe au moins
un exemple documenté¢ de différences d’expression d’effecteurs de la voie AMPc entre neurones et

glie qui résulte en des effets inverses d’un méme stimulus (190).

La discussion de I’article 2 compare nos résultats dans les cultures de CGE avec la littérature
existante sur la régulation de la phosphorylation de Lrrk2 par la PKA (voir chapitre 11-4.c) et conclue
qu’elle est probablement dépendante du type cellulaire. Une revue récente (191) donne des exemples
concrets de mécanismes moléculaires par lesquels I’AMPCc régule les deux protéines phosphatases
identifiées comme régulant la phosphorylation de LRRK2 en S935, a savoir PP1 et PP2A (voir
chapitre 11-4.c). Quand nous observons une diminution de la phosphorylation en S935 sous
stimulation de la voie AMPc (forskoline ou analogue de I’AMPc, voir Article 2, figure 8), cela est
possiblement en lien avec une activation de PP2A par la PKA (voir figure 16b). En effet, si I’effet de
la PKA sur la PP1 est plut6t décrit comme inhibiteur, celle-ci peut activer la PP2A soit directement
(phosphorylation de sa sous-unité régulatrice), soit indirectement (certains inhibiteurs de la PP2A
sont inactifs quand phosphorylés par la PKA) (191). Bien sir d’autres mécanismes indirectes non
décrits dans la littérature pourraient étre en jeu tels qu’une inactivation des kinases de LRRK2 (par
exemple la CK1la) ou une diminution de I’affinité de LRRK2 pour la protéine 14-3-3 (I’interaction
LRRK?2/14-3-3 protegeant de la déphosphorylation en S935 (192)) . Lorsque 1’on évalue I’effet de de
cette déphosphorylation en S935 sur ’activité kinase de Lrrk2 (via Rab10), on observe une 1égére
diminution de la phosphorylation en T73 apres stimulation a la forskoline (voir Article 2,
supplementary figure 4). Ce résultat va dans le sens des données générées par Ito et al. qui montrent
que des fibroblastes de souris KI pour Lrrk2 S910A/S935A (formes non phosphorylables de Lrrk2
en S910 et S935) présentent une nette baisse de la phosphorylation de Rab10 en T73 (46) ; I’ensemble
de ces données pourrait étre expliqué par une diminution de la capacité de Lrrk2 a interagir avec
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la protéine 14-3-3 (voir chapitre I1-4.c) qui modifie sa localisation subcellulaire et ainsi sa capacité

a accéder a son substrat Rab10(46) (voir figure 16).

a b,
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Figure 16 : Hypotheses sur la régulation de la phosphorylation de S935 par la PKA dans nos cultures de
CGE. a. Au niveau basal, la PKA est possiblement 1’une des kinases responsables de la phosphorylation de
Lrrk2 en S935. L’activation de la PP2A est faible dans cet état. Lrrk2 est trés associée a la protéine 14-3-3 et
accede facilement a son substrat Rab10. b. L’activation de la voie AMPc¢ induit la régulation positive de
I’activité de la PP2A envers Lrrk2 par la PKA. S935 est déphosphorylée car la phosphorylation directe de
Lrrk2 par la PKA est déja maximale au niveau basal, ou n’a pas lieu dans ce modele. L’affinité de Lirk2 pour
la 14-3-3 est moindre ce qui limite son acces a Rab10.

5. Conclusion

Mes trois ans de thése auront permis de générer des hypothéses sur le role de LRRK?2
entérique dans la MP a partir de données humaines originales. En perspective, il me semble
important de préciser 1’éventuel réle pathologique de LRRK2 dans le SNE des sujets atteints de MP
en évaluant I’activité kinase de LRRK2 spécifiquement dans les ganglions du SNE ; la méthode
de « proximity ligation assay » sur prélévements post-mortem, qui a permis a Di Maio et al. d’évaluer
la phosphorylation de Rab10 en T73 dans la substance noire des sujets parkinsoniens (79) et qui a
récemment fait 1’objet d’un article de méthode (47) devrait permettre une telle évaluation. Enfin, la
mise en évidence d’un nouvel aspect de la relation bidirectionnelle complexe entre la voie AMPc et

Lrrk2 sera peut-étre une pierre portée a 1’édifice de la compréhension du réle cellulaire de LRRK2.
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Abstract

A sizeable body of evidence has recently emerged to suggest that gastrointestinal
(GI) inflammation might be involved in the development of Parkinson's disease
(PD). There is now strong epidemiological and genetical evidence linking PD to
inflammatory bowel diseases and we recently demonstrated that the neuronal protein
alpha-synuclein, which is critically involved in PD pathophysiology, is upregulated
in inflamed segments of Crohn's colon. The microtubule associated protein tau is
another neuronal protein critically involved in neurodegenerative disorders but, in
contrast to alpha-synuclein, no data are available about its expression and phospho-
rylation patterns in inflammatory bowel diseases. Here, we examined the expression
levels of tau isoforms, their phosphorylation profile and truncation in colon biopsy
specimens from 16 Crohn's disease (CD) and 6 ulcerative colitis (UC) patients and
compared them to samples from 16 controls. Additional experiments were performed
in full thickness segments of colon of five CD and five control subjects, in primary
cultures of rat enteric neurons and in nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf2)
knockout mice. Our results show the upregulation of two main human tau isoforms
in the enteric nervous system (ENS) in CD but not in UC. This upregulation was
not transcriptionally regulated but instead likely resulted from a decrease in protein
clearance via an Nrf2 pathway. Our findings, which provide the first detailed charac-
terization of tau in CD, suggest that the key proteins involved in neurodegenerative
disorders such as alpha-synuclein and tau, might also play a role in CD.
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Abstract

An accumulating body of literature has emerged in the past 25 years to show that Parkinson’s disease (PD) is
not only a disorder of the brain but also of the gastrointestinal tract and more generally of the gut-brain axis.
Gastrointestinal symptoms occur in almost every PD patient at some point and in nearly every case examined
pathologically autopsy studies find alpha-synuclein deposits, the pathological hallmarks of PD, in the enteric
nervous system. This concept of ‘enteric synucleinopathy’ led to the hypothesis that the enteric nervous sys-
tem might play a pivotal role in the initiation and spreading of PD. Although this hypothesis opens up interest-
ing perspectives on the pathogenesis of neurodegenerative disorders, some important questions are still pend-
ing. The present opinion paper describes and compares the physiological and pathophysiological properties of
alpha-synuclein in the brain and the enteric nervous system. We conclude that the existing data supports the
existence of pathological alpha-synuclein species in the gut in PD. We also discuss if gut-brain interactions are
important in other neurodegenerative disorders.

Keywords: Synucleinopathies, Tauopathies, Enteric nervous system, Aggregates, Alpha-synuclein, Parkinson’s disease

Abbreviations The enteric nervous system (ENS) is an intricate
neural network embedded within the gastrointes-

AD - Alzheimer’s disease, ENS - enteric nerv- tinal (Gl) tract and distributed from the lower oe-

ous system, Gl - Gastrointestinal, LB - Lewy bodies, sophagus to the rectum. Compared to other com-
LN - Lewy neurites, PD - Parkinson’s disease, PMCA ponents of the peripheral nervous system, the ENS
- protein misfolding cyclic amplification, PSP - pro- shows some unique features that closely resemble
gressive supranuclear palsy the CNS and therefore it is sometimes referred to
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Abstract

Background: It is now well established that phosphorylated alpha-synuclein histopathology, the
pathologic hallmark of Parkinson's disease (PD) is not limited to the brain but also extends to the
enteric nervous system (ENS). This observation led to the hypothesis that the ENS could play a pivotal
role in the development of PD. Research on the enteric synucleinopathy has, however, been hampered
by difficulties in detecting phosphorylated alpha-synuclein in the ENS by Western blotting, even when
the transferred membrane is fixed with an optimized protocol. This suggests that the available
antibodies used in previous studies lacked of sensitivity for the detection of phosphorylated alpha-
synuclein at Ser129 in enteric neurons. Here, we evaluated three recent commercially available
phospho-alpha-synuclein antibodies and compared them to two antibodies used in previous research.

Methods: The specificity and sensitivity of the 5 antibodies were evaluated by Western blot
performed with recombinant alpha-synuclein and with protein lysates from rat primary cultures of
ENS. In primary culture of ENS, additional experiments were performed with the most specific
antibody in order to modulate alpha-synuclein phosphorylation and to validate its utilization in
immunofluorescence experiments.

Results: The rabbit monoclonal antibody D1R1R uniquely and robustly detected endogenous
phosphorylated alpha-synuclein at Ser129 in rat primary culture of ENS without any non-specific
bands, allowing for a reliable analysis of phosphorylated alpha-synuclein regulation by pharmacologic

means.

Conclusions and inferences: Using D1R1R antibody together with the optimized protocol for
membrane fixation may help deciphering the signaling pathways involved in enteric alpha-synuclein
post-translational regulation in PD.

Keywords: Parkinson's disease; Western blot; alpha-synuclein; enteric neuron; phosphorylation.
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LRRK2 entérique : un lien entre maladie de Parkinson et maladie de Crohn ?
Mots clés : LRRK2, Maladie de Parkinson, Maladie de Crohn, Systéme nerveux entérique

Résumé : LRRK2 est un géne impliqué dans la maladie de Parkinson (MP) ainsi que dans la
maladie de Crohn (MC). Bien qu’a priori sans rapport, ces deux pathologies partagent en fait une
part de phénotype commun au niveau digestif, marqué notamment par une inflammation et un
métabolisme altéré de I'a-synucléine. Dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése que Lrrk2
entérique pourrait étre un maillon moléculaire commun aux mécanismes pathologiques des MC et
MP. Pour tester cette hypothése, nous avons entrepris d’étudier Lrrk2 dans des biopsies coliques
de patients atteints des MC ou MP, ainsi que de sujets témoins. Nous avons montré que Lrrk2 était
exprimée dans le SNE (ganglions myentériques et sous-muqueux), aussi bien par les neurones que
par les cellules gliales entériques (CGE). Nous avons observé une augmentation de I'expression de
Lrrk2 entérique dans la muqueuse/sous-muqueuse de la MC qui contraste avec la baisse
d’expression et d’activité kinase de Lrrk2 dans la MP. Pour préciser I'implication du systéme
nerveux entérique (SNE) dans ces résultats, nous avons quantifié I'expression de Lrrk2 dans les
ganglions du SNE. Aucune différence n’a été observée entre des patients parkinsoniens et des
sujets témoins. Nous avons également mis en lumiére un mécanisme de régulation
transcriptionnelle de LRRK2 par la voie AMPc dans les CGE. Au total, nos données humaines
originales, générées a la fois en conditions physiologique et pathologique, nous permettent de
proposer des hypothéses sur les réles distincts que pourrait tenir Lrrk2 entérique dans les MP et
MC.

Enteric LRRK2 : a link between Parkinson’s disease and Crohn’s disease ?
Keywords : LRRK2, Parkinson’s disease, Crohn’s disease, Enteric nervous system

Abstract : Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) is genetically associated with both Parkinson's
disease (PD) and Crohn's disease (CD). Besides the genetics aspects, these two seemingly
unrelated disorders also share common features such as gastrointestinal (Gl) inflammation,
epidemiological links and impaired a-synuclein metabolism. These observations suggest that Lrrk2
may sit at the crossroads between PD, CD and Gl inflammation. The aim of the current research
was therefore to study the expression levels and kinase activity of Lrrk2 in the Gl tract in both
pathological and physiological conditions. We first showed that the two main ganglia of the enteric
nervous system (ENS), namely the myenteric and submucosal ganglia expressed Lrrk2, both in
enteric neurons and glial cells. We further showed that Lrrk2 expression levels were increased in
colonic biopsies from CD patients, sharply contrasting with the decrease in Lrrk2 levels and kinase
activity observed in PD samples. In order to get a more precise view on the involvement of the
ENS, we quantified Lrrk2 expression levels in ENS ganglia, but didn’t find any difference between
PD patients and non-neurodegenerative controls. In addition, we also showed that Lrrk2
expression was tightly regulated by the cAMP pathway in enteric glial cells. Taken as a whole, our
data provide new insights into the possible role of Lrrk2 in the Gl tract in both physiological and
pathological conditions.
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