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INTRODUCTION

| Généralités de la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une pathologie neurodégénérative progressive qui
atteint plus de 150000 personnes en France et plus de 6 millions de personnes a
travers le monde [Elbaz et coll., 2016]. Elle représente la deuxiéme maladie
neurodégénérative la plus fréquente apres la maladie d’Alzheimer. La maladie de
Parkinson apparait a un age moyen de 58 ans et son incidence augmente avec
I'age. Ainsi, avec le vieillissement de la population, sa prévalence pourrait doubler
d’ici 2030 [Dorsey et coll., 2007].

1. Signes cliniques

1.1 Les symptOémes moteurs caracteristiques

James Parkinson a décrit cette pathologie en 1817 en la nommant paralysie
agitante [Parkinson, 1817]. Le diagnostic repose sur la présence d’un ou plusieurs
troubles moteurs appartenant a la triade parkinsonienne, terme qui regroupe les
signes moteurs caractéristiques de la maladie.

Tout d’abord, le tremblement au repos est le signe pathognomonique : il est lent (de
fréquence 4 a 6 Hertz) et unilatéral. Il est aggravé par les émotions ou par des efforts
de concentration (comme le calcul mental) et disparait lors de [linitiation d'un
mouvement. Ce trouble, observé dans 70% des cas, a une valeur pronostic car il est
associé a une évolution plus lente de la maladie.

Les patients peuvent de plus présenter une rigidité dite plastique, qui est une raideur
des extrémités ou de la nuque par augmentation du tonus musculaire. Cette rigidité
présente une résistance constante cédant par a-coups lors de la mobilisation
passive, appelé phénomeéne de roue dentée.

Enfin, une bradykinésie et une akinésie sont caractérisées respectivement par un
ralentissement a I'exécution et a [linitiation d'un mouvement. La gestualité
automatique disparait tels que les mimiques du visage laissant une expression

faciale figée, et les gestes volontaires sont retardés et deviennent de plus en plus
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rares. Les malades marchent a petits pas, présentent une micrographie, et ont des
difficultés a réaliser les activités de la vie quotidienne.

Plus tardivement, I'apparition d’une instabilité posturale constitue le quatrieme signe
cardinal de la maladie.

Bien que la présence d’au moins deux de ces trois signes moteurs, observés
de facon asymétrique, évoque le diagnostic de la maladie de Parkinson, ces troubles
peuvent étre également observés dans des syndromes parkinsoniens d’étiologie
différente. Certains syndromes parkinsoniens sont atypiques car leur réponse au
traitement dopaminergique est faible [Williams et coll., 2013]. lls incluent I'atrophie
multisystématisée (présentant de facon variable des signes parkinsoniens,
cérébelleux, dysautonomiques et pyramidaux), la paralysie supranucléaire
progressive (présentant un syndrome a prédominance axial, des troubles occulo-
moteurs et des troubles cognitifs précoces), la dégénérescence cortico-basale
(présentant des signes corticaux tels qu'une apraxie, une aphasie et des troubles
sensitifs), et la démence a corps de Lewy (présentant des troubles cognitifs et des
démences précoces avec hallucinations). D’autre part, le syndrome parkinsonien
peut étre iatrogéne, notamment par l'utilisation de neuroleptiques qui ont une action
antagoniste sur les récepteurs dopaminergiques. Enfin, les syndromes parkinsoniens
vasculaires sont la conséquence de lIésions vasculaires multiples touchant les

noyaux gris centraux [Vizcarra et coll., 2015].

1.2 Les autres symptomes de la maladie

1.2.1 Les signes cliniqgues apparaissant classiquement avant les signes

moteurs caractéristiques

Des troubles non moteurs peuvent apparaitre plusieurs années avant les
troubles moteurs caractéristiques, et impacter fortement la qualité de vie des sujets
atteints de la maladie de Parkinson [Berg et coll., 2013]. Ces signes cliniques sont a
considérer, d’autant plus qu’ils pourraient contribuer & un diagnostic plus précoce de
cette maladie [Berg et coll., 2015] (figure 1). Cependant, ces troubles sont fréquents
dans la population générale et sont peu spécifiqgues de la maladie de Parkinson.

Plus dune dizaine d’années avant [lapparition des troubles moteurs, un
ralentissement digestif et une constipation peuvent apparaitre chez 50 a 80% des
malades. Puis, 6 a 9 ans avant les troubles moteurs, 30 a 50% des malades peuvent

avoir des troubles du sommeil paradoxal avec une perte d’atonie musculaire, des
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mouvements anormaux violents, et des cris correspondant a la thématique du réve
réalisé [Schenck et coll. 1986 ; Iranzo et coll., 2005 ; Marion et coll., 2008]. Les sujets
présentant ce trouble du sommeil ont un risque plus important de développer une
maladie de Parkinson : 40 a 65% des sujets développent une maladie
neurodégénérative dix ans aprés l'apparition de ce signe [Iranzo et coll., 2006 ;
Postuma et coll., 2009 ; Schenck et coll., 1996].

4—{ Phase prodromale I Phase clinique

Complications
iatrogénes

Psychoses

Diagnostic
de la maladie | Fluctuations « on-off »
Dyskinésies Hypomimie
Rigidite Dysphagie

Bradykinésie Instabilité posturale
Tremblements

Troubles
moteurs

Troubles

Hyposmie Urgences mictionnelles teurs
Troubles du Dépression Douleurs Difficultés visuo-spatiales Démence | Cnmeleurs
Constipation sommeil paradoxal Perte de poids Fatigue Hypotension orthostatique T
T T T T — lemps
- 20 -10 0 10 20 (années)

Figure 1 : Symptémes cliniques lors de I'évolution de la maladie de Parkinson. Le diagnostic,
réalisé au temps 0, est précédé de différents troubles non moteurs. Avec I'évolution de la pathologie,
de nombreux signes moteurs et non moteurs peuvent apparaitre, ainsi que des complications
iatrogenes démontrant les limites actuelles des thérapeutiques antiparkinsoniennes. Figure adaptée
de Kalia et Lang, 2015.

Quelques années avant I'apparition des troubles moteurs caractéristiques, 30 a
40% des sujets parkinsoniens sont déprimés. Les patients déprimés ont un risque
multiplié par deux de développer cette maladie, mais ce symptdme est peu
spécifique car il est retrouvé chez 15% des sujets agés [Leentjens et coll., 2003]. De
plus, les sujets hyposmiques ont un risque multiplié par cing de développer cette
maladie neurodégénérative, mais ce symptbme est également peu spécifique car il
est présent chez 80% des sujets parkinsoniens mais également chez 30% des sujets
ages [Haehner et coll., 2009 ; Ross et coll., 2008]. Enfin, certaines études rapportent
chez ces malades une diminution de la masse corporelle, de I'adiposité et de I'Indice
de masse corporelle (IMC) 5 ans avant lapparition des troubles moteurs
caractéristiques [Cheshire et Wszolek, 2005 ; Chen et coll., 2003 ; Durrieu et coll.,
1992]. Cette perte de poids pourrait étre associée a une plus grande séverité des
troubles moteurs et non moteurs de la maladie [Sharma et Vassallo, 2014 ; Van der
Marck et coll., 2012]. Différentes étiologies peuvent expliquées cette perte de poids,
telles qu’une diminution de la prise alimentaire liée a une perte d’appétit, des troubles

de 'humeur, une hyposmie ou une constipation [Sheard et coll., 2011 ; Abbott et
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coll., 1992 ; Lorefalt et coll., 2004]. D’autre part, la diminution plasmatique de la
leptine, hormone digestive régulant le phénomeéene de satiété et les réserves de
graisse dans l'organisme, pourrait également étre a I'origine de cette perte de masse

corporelle [Fiszer et coll., 2010 ; Lorefalt et coll., 2009].

1.2.2 Les signes cliniques apparaissant apres les signes moteurs

caractéristiques

D’autres signes cliniques peuvent apparaitre apres le diagnostic de la maladie
tels que des difficultés de déglutition, de mastication, de salivation, des urgences
mictionnelles, des difficultés visuo-spatiales et plus tardivement une démence.
L’apparition de ce trouble cognitif est plus fréquemment observée chez les sujets
parkinsoniens agés, déprimés, présentant des troubles du poids et du langage, et

répondant faiblement a la L-dopa [Coelho et Ferreira, 2012].

2. Etiologie

On distingue classiguement les formes de maladie de Parkinson a
transmission monogénique et celles, majoritaires, d’origine multifactorielle. A ce jour,
différents facteurs génétiques et environnementaux ont été identifies comme
augmentant le risque de developper la maladie. Leur découverte nous permet
d’émettre des hypotheses sur les mécanismes physiopathologiques impliqués dans
la neurodégérescence associée a la maladie, et de développer des modéles

expérimentaux.

2.1 Les facteurs génétiques

2.1.1 Facteurs génétiques associés aux formes familiales de maladie de

Parkinson

Les formes familiales représentent environ 10% des cas de la maladie de
Parkinson. Le tableau | représente les 22 loci associés a ces formes de la maladie
de Parkinson. Le lien causal entre la présence de mutations dans le géne SCNA ou
la multiplication du locus contenant le gene SNCA et les formes familiales de la
maladie de Parkinson met en exergue le rble de cette protéine dans la
physiopathologie de la maladie de Parkinson. La présence de mutations dans des

genes codant des protéines impliquées dans les systemes de dégradation tels que le
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systeme ubiquitine protéasome (PRKN, UCHL1), I'autophagie (LRRK2) ou la fonction
lysosomale (ATP13A2) souligne que des altérations des systémes jouant un role
dans la protéolyse cellulaire pourraient également étre impliqués. L’association de
genes dont des mutations ayant trait au fonctionnement des mitochondries (PINK1,
FBXO7) suggerent que des altérations du métabolisme énergétique pourrait

contribuer & la mort neuronale dans la maladie de Parkinson [Corti et coll., 2011].

Tableau | : Loci associés aux formes monogéniques de la maladie de Parkinson. D’apres les
revues de Michel et coll., 2016 et de Deng et coll., 2018. AD = hérédité autosomique dominante, AR =
hérédité autosomique récessive.

I Symbaole Mom d Locallsation Type da Toxlcitd probable de I'altération de la protéine  Accumulation d' a-
du géne u géne dugéne  transmisslon assoclée au géne chélne
PARKT . Accumulation et agrégation d'a-synucléine O, présence de
Ft RaRK4 Sl BENTLEETE Lres s neurotoxigue [Foews et coll., 2017) corps de Lewy
Altération du systéme ubiquitine-protéasoma,
PARKZ  PRHEN  Parkine, ubiquitine ligase £3 026 AR accumulant des proténes neurclomgues [Kalinderi non
| | | et coll., 2016] |
PARKY  PARKZ - 2p13 AD Peu connu Peu connu
' Altération du systéme ubiquitine-protéasoma,
PARKS  UCHL1Y Uiguitine n].ldn_:llasa L1en 4p13 AD eccumulant des protéines neurotoxigues [Kumar et non
C-terminal call., 2017]
PARKE | |Protéine kinase 1 induite par | Altération da la fonction métnchondriale [Seirafi et |
PN FTEN 18 S coll., 2015] non
; Stress oxydant et altération du systéme ubiguitine-
PaRKY ou-1 Dég‘i‘ﬁ;ﬁlﬁf a 1p36.23 AR protéasome et de la fonction mitochondriale non
| | | | [Wilhalmus et call., 2012] |
o ) Altération du trafic wésiculaire, de I'autophagie, du ’
Fleil | e | GORERE finase 2riche en | 5044 2993 4 AD cytosguelatie, da [ synthése protdique, et dala | Ol ij:‘“ =
e fonction lysosomale [Martin at coll., 2014] corps de Lawy
Altération de la fonction lyscsomale [Demirsoy et '
PARKS . ATP134A2 . ATPasa 13A2 . 1p36.13 . AR . call., 2017 ; Holamans et coll., 2015] . oui
PARKID  PARKTO - 1p32 imconnu Peu connu Peu connu
PARK1! GiGyFz , [rowine2 GYE 2g3T.1 AD | facisors de crsissante & Miveulne. [ﬁfiz#arlfjr:aitat o
interagissant avac GRE10 : call, 2015]
FARK12  PARKIZ | - | Xg21-g25 | Lidealx | Peu connu | Peu connu
Altération de la fonct itochondriale [Cagda et
PARKI3 HTRA2  Peptidsse Zseine A 2p13d AD e 200y e non
[ | Phospholipase A2 du | [ [ Altération de la fonction mitochondriale, [
PARK14  PLA2GE groupe Vi 229131 AR peroxydation lipidique [Kinghom et coll., 2015] non
Altération de |la fonction mitochandriale, mejoration
PARK1S | FBXOT Protéine F-box T 220123 AR d'espécas rdactifs 4 I'oxygéne [Delgado-Camprui non
| | | | | et coll., 2017] |
PARKIG  PARKTE - 1g32 imconnu Peu connu Peu connu
Altgration du transport rétrograde des protéines
VF535, composant du 7 r
PARKIT  WP535 e T 16qg11.2 AD enire les endosomes Bt2I§1tBEI|n5rGulg| [Deng et coll., oui
| Altération de la traduction des ARNm codant des |
Facieur aucanyoie ’ ] ) ]
S ’ protéines de croissance, | survie callulaire et la
PARK1B  EIF4G1 | dinitiation de la u?duwnn 4 3g274 AD mitochondrie £n réponss & un siress [Charier- nen
gamma Harlin &t coll., 2011 ; Deng &t coll, 2015]
Membre C6 des protéines Altgration des vésicules synaptiquas at de leur
PARK1S  DNAJCE | de choc thermigue Dnad 1p31.3 AR recyclage par la voie de lendocylose médiée par la non
| [famille Hsp40] | | | clathrine [¥im et coll., 2010) |
PARK20  SYNJT Synaptojanine 1 21g22.1 AR Altéeation s :f:u,"f‘“',mm B non
Protéine transmembranaire Altgration du trafic de la sécrétion et du recyclage Cui, présence de
PARIZT | TMEM230| 230 | el AD | des vésicules [Deng et ool 2016] e
Altération de l'apoptose médiée & la mitochaondrie,
CHCHD Domaine 2 contanant des du métabaolisme, de la phosphorylation oxydative, et
FARKz2 = super hélices i e de |la migration cellulaire ou neuronale [Funayama Lol
et coll.,, 2015; Li at coll., 2016].
Homologue C protéine Altération de la fonction mitochondriale [Lesage et
o WRS13C, wvacuolaire 13 T2z AR call., 2018]
RICS Chaperon du récepteur 11p15.4 AD Altération, par les protéines chaperons, de la nen
acétylcholine RIC3 densité des récepteurs [Sudnaman &t coll., 20186]
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2.1.2 Facteurs génétiques associés aux formes sporadiques de la

maladie de Parkinson

Les formes sporadiques représentent environ 90% des cas de la maladie de
Parkinson. Les études d’association ont révélé l'implication de loci associés a la
forme sporadique de la maladie de Parkinson, dont les associations les plus
importantes impliqueraient les genes GBAL1, SNCA, LRRK2 et MAPT [Kalinderi et
coll., 2016].

D’une part, le géne MAPT code pour une protéine tau associée aux
microtubules. Cette protéine, fortement exprimée dans le cerveau, permet de
stabiliser le cytosquelette et le transport axonal des neurones [Pascale et coll., 2016].
L’haplotype H1 du gene MAPT est associé a un risque plus important de développer
la maladie de Parkinson par rapport a I'haplotype H2, et a la survenue plus fréquente
de troubles cognitifs [Fagan et Pihlstrom, 2017 ; Wang et coll.,, 2016]. Les sujets
parkinsoniens homozygotes a I'haplotype H1 ont une incidence plus importante de
développer des corps de Lewy dans le neocortex [Pascale et coll.,, 2016 ; Calillet-
Boudin et coll., 2015]. D’autre part, les génes GBAL1, SNCA, et LRRK2 sont des
facteurs majeurs observés dans des études d’association pangénomiques. Ainsi

leurs descriptions sont donc présentées plus en détails ci-dessous.

2.1.3 Les génes LRRK2 et SNCA, impliqués dans les formes génétiques et

sporadiques de la maladie de Parkinson

2.1.3.1 Le géne LRRK2 codant une protéine kinase

Le gene LRRK2 représente une cause genéetique majeure de la maladie de
Parkinson, ou les mutations de ce géne sont responsables d’environ 10% des cas
familiaux et 3,6% des cas sporadiques [Martin et coll., 2014 ; Corti et coll., 2011].
L’'implication des mutations de LRRK2 dans des formes sporadiques et génétiques
de la maladie de Parkinson suggére que la transmission est autosomique dominante
et de pénétrance incomplete [Martin et coll.,, 2014]. Environ 120 variants ont été
décrits, mais de nombreuses mutations restent inconnues de part leur faible
pénétrance et I'apparition tardive de la maladie [Ross et coll.,, 2011 ; Corti et coll.,
2011].

Le géne LRRK2 code pour une protéine kinase riche en leucine exprimée

notamment dans différentes zones cérébrales tels que le striatum, I'hippocampe, le
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cortex, le cervelet et les bulbes olfactifs [Kang et Marto, 2017]. Impliquée dans des
formes familiales mais également dans des formes sporadiques, la mutation G2019S
du géne LRRK2, responsable d’'un gain de fonction de la protéine, augmente le
nombre d’autophagosomes, le pH lysosomal et réduit l'activité enzymatique du
lysosome [Gomez-Suaga et Hilfiker, 2012]. D’autre part, les mutations des genes
LRRK2 impactent l'autophagie, tout comme les mutations responsables de la
surexpression de I'a-synucléine, décrite plus tard dans l'introduction [Winslow et coll.,
2010].

2.1.3.2 Le gene SNCA

L’alpha-synucléine est codée par le gene SNCA. Il s’agit d’'une protéine
composée d’'une extrémité N-terminale membranaire par son domaine hélice a-
amphipathique [Ozansoy et Basak, 2013 ; Deng et Yuan, 2014]. Alors que sa
fonction physiologique est peu caractérisée, son accumulation et son agrégation est
neurotoxique [Poewe et coll., 2017].

Polymeropoulos et son équipe identifierent en 1996 ce locus, désigné comme
PARK1, qui était associé a une grande famille atteinte de la maladie de Parkinson
[Polymeropoulos et coll., 1996]. Puis I'haplotype 4p15 a été découvert et désigné
comme PARK4, mais il a été confirmé plus tard que PARK1 était le méme locus
[Farrer et coll., 1999].

La premiére mutation de la protéine a-synucléine associée a une forme
génétique de la maladie fut la mutation A53T [Polymeropoulos et coll., 1997]. Les
sujets présentant cette mutation peuvent développer une maladie de Parkinson a un
age adulte (entre 20 et 85 ans), par des syndromes cardinaux répondant a la L-
DOPA, une dysphagie, une dysarthrie et des troubles cognitifs [Xiong et coll., 2016].
Depuis, cing autres mutations ont été découvertes chez des sujets parkinsoniens,
avec une transmission autosomique dominante. La mutation A30P est associée a
une maladie de Parkinson qui est diagnostiquée a un age de 54 a 76 ans, dont le
phénotype est similaire a la forme idiopathique de la maladie [Kruger et coll., 1998 et
2001]. Les sujets présentant la mutation E46K peuvent développer a I'dge de 50-65
ans une maladie de Parkinson associée a des hallucinations visuelles et une
démence a corps de Lewy [Zarranz et coll., 2004]. La mutation H50Q altere la
morphologie de la protéine, tout comme les mutations A53T et E46K [Appel-
Cresswell et coll.,, 2013]. La mutation G51D est associée a l'apparition précoce (a
environ 30 ans) d’une forme clinique différente de la forme idiopathique. Les patients

21



présentent une atrophie multisystématisée (tels que des troubles de 'autonomie, une
progression rapide de la maladie) et des signes moteurs répondants a la L-DOPA
[Kiely et coll., 2013 et 2015 ; Lesage et coll., 2013]. Enfin, la mutation AS3E a été
reportée chez une famille présentant, en plus du phénotype classique de la maladie
de Parkinson, une atrophie multisystématisée atypique [Pasanen et coll., 2014]. Des
multiplications dans le locus SNCA sont également associées a la survenue de la
maladie de Parkinson, dont les triplications [Singleton et coll., 2003 ; Deng et Yuan,
2014]. Ce qui suggere que I'augmentation du taux d’expression de cette protéine
semble suffisante pour déclencher le mécanisme neurodégénératif [Chartier-Harlin et
coll., 2004 ; Singleton et coll., 2003]. De plus, 47 duplications du gene SNCA ont été
reportées a ce jour chez des malades atteints de la maladie de Parkinson. Le plus
souvent, un phénotype clinique atypique apparait a un age moyen de 48 ans avec,
en plus de la triade parkinsonienne, des hallucinations visuelles, un trouble du
sommeil paradoxal et des troubles dysautonomiques et cognitifs [Konno et coll.,
2016]. D’autre part, des polymorphismes du gene SNCA sont associés aux formes
sporadigues de la maladie [Simon-Sanchez et coll., 2009 ; Maraganore et coll.,
2006]. Ces polymorphismes affectent davantage le taux d‘expression protéique plutot
que sa fonction, et mettent en évidence son role central dans la majorité des cas de

la maladie de Parkinson.

2.1.4 La présence d'une mutation dans le géne GBAL, facteur de risque

fréequemment associé aux formes sporadiques de maladie de Parkinson

La présence d’'un allele muté du géene GBAL a été identifiée comme étant le
facteur de risque le plus fréquent associé aux formes sporadiques de maladie de
Parkinson. Elle serait présente chez 7% des sujets parkinsoniens et multiplierait par
cing le risque de développer une maladie de Parkinson [Sidransky et coll., 2009 ;
Goker-Alpan et coll.,, 2004]. Le géene GBAL, également appelé GBA, code pour la
protéine glucocérébrosidase lysosomale, également appelée glucocérébrosidase
acide, qui catalyse I'hydrolyse des glucosylcéramides en glucose et céramides dans
le lysosome [Cilia et coll., 2016]. Plus de 300 mutations ont été identifiees dans le
géene GBAL. Parmi elles, les mutations sont classées en termes de sévérité de risque
de développer la maladie de Parkinson [Gan-Or et coll., 2015]. Les mutations
séveres GBA1 ont un Odds-ratio de développer la maladie de I'ordre de 14,6 a 19,3,
et concernent principalement les mutations 84GG, V394L et L444P. Ces mutations
sont associées a un développement plus précoce de la maladie de Parkinson (de
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I'ordre de 5 ans) par rapport aux sujets présentant une mutation modérée GBAL. Ces
mutations modérées concernent principalement les mutations N370Q, IVS2+1G>A,
370Rec et présentent un odds ratio de 3 a 4,7 [Gan-Or et coll., 2015].

Les mécanismes sous-tendant I'association entre les mutations GBALl et
maladie de Parkinson pourraient mettre en jeu des changements de la conformation
de la glucocérébrosidase et une altération de sa fonction enzymatique favorisant une

accumulation pathologique d’a-synucléine [Sidransky et Lopez, 2012].

2.2 Les facteurs environnementaux

Les formes sporadiques seraient associées dans la majorité des cas a une
interaction géne-environnement [Fleming, 2017] (figure 2). L’age est un facteur de
risque majeur. Ainsi, la prévalence chez les sujets agés de 70 a 79 ans (1087/100
000 personnes) est dix fois plus importante que chez les agés de 50 a 59 ans [Elbaz
et coll., 2016]. Le sexe est également un facteur de risque établi puisque la maladie
de Parkinson est davantage diagnostiquée chez les hommes, avec un sexe-ratio
homme/femme de 1,5 [Kalia et Lang, 2015].

_..,Ag,e,v fe risque :
e -+ - Sexe masculin

Principaux génes La Kisee ™ N - E)gzgsiti:)n p:sticides,
impliqués : . 2 meétaux lourds
- SNCA maladie - Traumatisme cranien
- LRRK2 - B-bloguants
- GBAt1
= AL Facteurs protecteurs

- Tabac

- Café

Figure 2 : Représentation schématique des facteurs impliqués dans les cas sporadiques de la
maladie de Parkinson.

La méta-analyse réalisée par Noyce et collaborateurs met en avant
plusieurs facteurs environnementaux tels qu’'une exposition aux pesticides et aux
herbicides, la vie en milieu rural, les activités agricoles, I'ingestion d’eau de pluie,
la survenue de traumatisme cranien et 'usage de -bloquant [Noyce et coll., 2012].
L’exposition aux pesticides constituerait le facteur de risque environnemental

majeur de cette maladie neurodégénérative connue a ce jour. Depuis 2012, la
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maladie de Parkinson est considérée en France comme une maladie
professionnelle chez les sujets exposés aux pesticides pendant plus de 10 ans,
par l'utilisation de différents produits tels que le paraquat, le maneb, la roténone et
le MPTP [INRS, 2012]. Parmi les pesticides incriminés figurent notamment des
pesticides de la famille des organochlorés, le paraquat et la roténone. L’exposition
aux pesticides présente un odds ratio de 2,4 et I'exposition aux composés organo-
chlorés semble avoir une relation effet-dose [Elbaz et coll., 2009]. Tout d’abord, les
organo-chlorés ont une utilisation limitée en France depuis l'interdiction d’utilisation
des composés les plus toxiques dans les années 1970, car ils représentent un
groupe majeur de polluants organiques persistants. Tres lipophiles, les composés
organochlorés traversent facilement la BHE ou ils s’accumulent, et ou ils peuvent
engendrer un stress oxydant [Banerjee et coll., 2001] et intéragir avec les
récepteurs GABAergiques [Pomes et coll., 1994 ; Ikeda et coll., 1998 ; Vale et coll.,
2003]. Le paraquat est un herbicide dont l'utilisation en France est interdite depuis
2007. Il présente une structure et une action similaire au MPP+. Le MPP+ est le
métabolite actif du MPTP (1-méthyl-phényl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) dont I'effet
néfaste a été découvert en 1982 chez des sujets toxicomanes ayant consommeé ce
contaminant de I'héroine et développé un syndrome parkinsonien [Langston et
coll., 1983]. Le MPTP, lipophile, traverse la BHE, atteint les astrocytes et est
transformé en métabolite actif, le MPP+. Via le transporteur de la dopamine, le
MPP+ va étre stocké dans les vésicules neuronales et va inhiber le complexe | de
la chaine mitochondriale, libérant des espéces réactives a I'oxygéne (ROS) et
réduisant la synthése d’ATP [Javitch et coll., 1985]. Le stockage vésiculaire
provoque une libération de dopamine dans I'espace intracellulaire, transformant la
dopamine en métabolite toxique, tel que la 6-hydroxy-dopamine (6-OHDA) [Burke
et coll., 2008 ; Panneton et coll., 2010]. Outre le paraquat, il a été suggeré que le
maneb puisse également agir comme le MPTP [Thiruchelvam et coll., 2000 ;
Takahashi et coll.,, 1989 ; Kachroo et coll., 2010]. La toxicité de la roténone
proviendrait quant a elle de son effet inhibiteur du complexe | de la chaine
respiratoire mitochondriale. Il s’agit d’'un insecticide dont 'usage en France est
interdit depuis 2011 [Hisata, 2002]. Hautement lipophile, la roténone traverse la
BHE mais n’est pas reconnue comme un polluant majeur du fait de sa courte demi-
vie (de 3 a 5 jours).
Une association entre I'apparition de la maladie de Parkinson et la proximité

géographique des industries a métaux est également observée [Rybicki et coll.,
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1993]. L’exposition au manganese et au fer sont associées au risque de développer
la maladie [Smyth et coll.,, 1973 ; Dexter et coll., 1987]. Le manganése est un
élément essentiel impliqué dans de multiples fonctions biologiques, présent dans
certains fongicides tels que le maneb et le mancozeb [Roth et coll., 2013]. Un apport
excessif, par une activité miniére ou de soudure, peut engendrer le manganisme, qui
est une pathologie neurodégénérative proche de la maladie de Parkinson. Cet exces
de manganése provoque divers dommages tels que des dysfonctions
mitochondriales, un stress oxydant, une activation microgliale et une sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires [Kwakye et coll., 2015]. Egalement, le fer est un facteur
de risque environnemental de la maladie de Parkinson. Cet élément maintient les
fonctions physiologiques cérébrales et est impligué dans le métabolisme des
neurotransmetteurs [Ward et coll., 2014]. Mais lorsque les concentrations dépassent
les capacités de stockage, I'excés de fer peut stimuler la production de radicaux
libres, entrainer un stress oxydatif et une mort cellulaire [Kruszewski, 2003 ; Double
et coll., 2003]. Chez les malades atteints de la maladie de Parkinson, le fer ferrique
est détecté en plus grande quantité dans les corps de Lewy de la substance noire
[Castellani et coll., 2000 ; Gorell at coll., 1995].

3. Mécanismes physiopathologiques de la maladie

3.1 Les Iésions de la maladie de Parkinson

3.1.1 La neurodégénerescence dopaminergique

Les troubles moteurs caractéristigues de la maladie seraient associés a une
perte de plus de 50% des neurones dopaminergiques, qui synthétisent la dopamine
a partir de la tyrosine et de la tyrosine hydroxylase [Fearnley et Lees, 1991 ;
Kannarkart et coll., 2013 ; Jackson et coll., 1994]. Cette dégénérescence
dopaminergique atteint la voie nigro-striee, constituée de neurones situés dans la
substance noire qui se projettent vers le striatum, une zone cérébrale impliquée dans
le controle des mouvements. Le déréglement de cette voie est donc responsable des
symptoémes moteurs de la maladie de Parkinson, et plus particulierement I'akinésie,
qui résulte d’'une incapacité a exécuter les mouvements volontaires. La cascade
d’événements moléculaires menant a la destruction progressive de ces neurones

dopaminergiques n’est pas clairement définie a ce jour. Cette neurodégénérescence
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pourrait provenir de différents troubles cellulaires liés aux différents mécanismes

physiopathologiques développés dans ce paragraphe [Michel et coll., 2016].
3.1.2 Les corps de Lewy et I'a-synucléine

Les corps de Lewy sont des lésions intracellulaires retrouvées dans environ 4%
des neurones de la substance noire des sujets parkinsoniens, qui seraient
probablement dégradés lors de la mort neuronale [Spillantini et coll., 2018]. Les
corps de Lewy sont constitués principalement d’a-synucléine sous forme agrégée,
ubiquitinylée et ayant subi des modifications post-traductionnelles dont une
phosphorylation du résidu de sérine en position 129 (aSYN P129S) [Spillantini et
coll., 1997 ; Fujiwara et coll., 2002 ; Lees et coll., 2009]. lls sont également
abondants dans d’autres syndromes parkinsoniens tels que la démence a corps de
Lewy et l'atrophie multisystématisée (AMS), qui sont des maladies regroupées sous
le terme de synucléinopathies [Spillantini et coll., 1998a et 1998b ; Wakabayashi et
coll.,, 1998 ; Tu et coll.,, 1998]. Bien que ce soit une lésion caractéristique de la
maladie, ces corps de Lewy sont également observés chez 10% des sujets
asymptomatiques de plus de 60 ans [Forno et coll., 1969 ; Gibb et coll., 1988].

L’a-synucléine est une petite protéine ubiquitaire de 140 acides aminés,
synthétisée a partir du gene SNCA dont la séquence est hautement conservée entre
les especes. A titre d’exemple, le géne SNCA localisé sur le chromosome 4 chez
'Homme et sur le chromosome 6 chez la souris présentent 95% d’homologie
[Clayton et George, 1998 ; George, 2002, Chen et coll., 1995 ; Touchman et coll.,
2001]. L’a-synucléine est une protéine majoritairement neuronale localisée dans le
compartiment cytoplasmique des terminaisons nerveuses présynaptiques [Weinreb
et coll., 1996 ; Kahle et coll., 2000]. Au niveau périphérique, celle-ci est présente
dans les cellules hématopoiétiques, les plagquettes, les oligodendrocytes, les muscles
squelettiques et le coeur [Norris et coll., 2004]. Son rdle n’est pas totalement défini a
ce jour. Physiologiquement dépliée, 'a-synucléine peut adopter une conformation
différente en fonction de I'environnement physico-chimique, ce qui lui permet
d’interagir notamment avec de nombreux cofacteurs tels que les phospholipides
acides membranaires [Davidson et coll., 1998 ; Kim et coll., 2006]. Son association a
la bicouche lipidigue permettrait de moduler les trafics vésiculaires au niveau du
réticulum endoplasmique (RE), de I'appareil de Golgi et des synapses [Clayton et
George, 1999 ; Fortin et coll., 2005 ; Thayanidhi et coll., 2010]. Elle pourrait agir sur
la quantité cérébrale en dopamine par différents mécanismes. D’une part, elle
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participe a la régulation de la synthése de la dopamine directement en inhibant la
tyrosine hydroxylase, et indirectement en activant la phosphatase PP2A qui & son
tour déphosphoryle et inhibe la tyrosine hydroxylase [Perez et coll., 2002 ; Lou et
coll., 2010]. D’autre part, 'a-synucléine atténue lactivité du transporteur de la
dopamine, ce qui diminue la recapture de la dopamine dans I'espace synaptique
[Wersinger et Sidhu, 2003]. Enfin, l'accumulation d’a-synucléine peut étre
neurotoxique, car elle est associée a une diminution de I'activité du complexe | de la
chaine respiratoire, responsable d'un stress oxydant et d’une altération de la
synthése de I’ATP [Devi et coll., 2008].

Différentes modifications post-traductionnelles peuvent étre responsables de
formes toxiques de I'a-synucléine. Cette protéine phosphorylée sur le résidu de
sérine 87 est observée en quantité importante dans la maladie d’Alzheimer et dans
'AMS. Elle pourrait étre responsable d’'une diminution de la formation des fibrilles et
de sa liaison membranaire [Paleologou et coll.,, 2010]. D’autre part, I'a-synucléine
peut étre phosphorylée sur un résidu tyrosine (positionnée en 39, 125, 133 et 136)
mais leur impact a été peu étudiée [Negro et coll., 2002]. Enfin, la phosphorylation en
serine 129 est la plus connue car c’est la forme d’a-synucléine prépondérante dans
les corps de Lewy, suggérant que la détection de cette modification post-
traductionnelle pourrait étre un critere robuste d’'une synucléinopathie. Son impact
sur la pathogénese est controverseé et est peu connu de nos jours, mais elle pourrait
favoriser I'oligomérisation de I'a-synucléine [Walker et coll., 2013 ; Fujiwara et coll.,
2002].

Plusieurs hypothéses suggeérent que I'a-synucléine pourrait étre pathologique
par sa transformation en feuillet B, responsable de la dimérisation et de
'oligomérisation de la protéine [Uversky, 2007]. Ces formes oligomériques
perturberaient la perméabilité en créant des pores dans la bicouche lipidique
membranaire [Lashuel et coll., 2002 ; Waxman et Giasson 2009], provoquant un
trouble de I'exocytose, une libération de dopamine [Larsen et coll., 2006 ; Scott et
coll., 2010], et un blocage du trafic vésiculaire du réticulum endoplasmique (RE) et
de l'appareil de Golgi [Gosavi et coll., 2002 ; Cooper et coll., 2006 ; Thayanidhi et
coll., 2010]. Ces formes oligomériques s’assemblent et forment des fibrilles
insolubles dans les détergents qui sont résistantes aux enzymes protéolytiques tels
qgue la protéinase K. Ces fibrilles sont observées dans les cerveaux de patients

atteints de synucléinopathies [Miake et coll., 2002 ; Neumann et coll., 2004].
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L’équipe de Braak suggéere que l'accumulation de l'a-synucléine serait
progressive, séquentielle et prédictive, de la forme pré-clinigue a la forme
symptomatique de la maladie [Braak et coll., 2003] (figure 3). L’accumulation serait
arbitrairement divisée en 6 étapes. L’accumulation pathologique de l'a-synucléine
démarrerait dans le plexus gastrigue de Meissner et les nerfs olfactifs, puis diffuserait
vers le tronc cérébral et la partie compacte de la substance noire. La pathologie
corticale, restreinte au mésocortex temporal, s’étendrait dans le neocortex puis les
aires neocorticales associées aux ordres sensoriels et prémoteurs. Dans cette
hypothése, les stades 1 et 2 peuvent correspondre a I'apparition des symptémes pre-
moteurs, le stade 3 aux troubles moteurs associés a la neurodégénérescence
dopaminergique, et les stades 4 a 6 aux troubles non moteurs associés au stade
avanceé de la maladie. Différents groupes de recherche ont confirmé ce systéme de
diffusion, méme si au moins 15% des patients atteints de la maladie de Parkinson ne

sont pas conformes a ce schéma [Kalaitzakis et coll., 2008 ; Parkkinen et coll., 2008].

Troubles olfactifs, troubles du Triade parkinsonienne : Dépression,
sommeil, dysautonomie dont Akinésie, rigidité, troubles cognitifs,
une variation du poids tremblements hallucination visuelle

Dégénérescence du Progression dans Dégénérescence de la substance Présence de corps de Lewy dans la
bulbe et du noyau le tronc cérébral noire et des autres noyaux du structure limbique et le néocortex
antérieur olfactif inférieur mésencéphale et du proencéphale

Etapes :

s o

Figure 3 : Représentation du processus pathologique de la maladie de Parkinson. d'aprés
I'hypothése de Braak [Braak et coll., 2003].

L’initiation de cas sporadiques de la maladie de Parkinson pourrait étre causée par
un pathogéne viral ou bactérien, se propageant dans le systéme nerveux central par
deux schémas potentiels. D’une part ce pathogéne pourrait étre inhalé, atteindre le
bulbe olfactif puis le lobe temporal par voie antérograde. D’autre part, son ingestion
pourrait engendrer une accumulation dans le systéme nerveux entérique puis dans le
systéme nerveux central [Hawkes, Del Tredici et Braak, 2009]. L’exposition a ce
pathogéne ou a une toxine environnementale pourrait provoquer une inflammation

locale et/ou un stress oxydant intestinal responsable d’une aggrégation d’alpha-
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synucléine qui ensuite se propagerait dans le systéeme nerveux central et dans la
substance noire [Rietdijk et coll., 2017].

L’a-synucléine aurait la capacité de se propager d’'un neurone vers un neurone Vvoisin
selon le phénoméne « prion-like », gagnant ainsi tout le tissu cérébral. En effet, une
accumulation d’a-synucléine temps-dépendante a été observée dans des neurones
humains feetaux mésencéphaliques greffés dans le striatum de sujets parkinsoniens
a un stade avancé de la maladie [Li et coll., 2008 ; Kordower et coll., 2008]. Ce
phénomene pourrait étre la base neurobiologique de cette diffusion stéréotypique, ou
des inclusions d’a-synucléine diffuseraient vers d’autres régions cérébrales [Goedert,
2015 ; Shimozawa et coll., 2017]. Pour confirmer cette hypothese, différents modéles
animaux accumulant I'a-synucléine ou mimant le transfert de cette protéine ont été

développés et seront présentés dans un prochain chapitre.

3.1.3 La neuroinflammation

La neuroinflammation chronique serait un facteur pathogénique majeur et
précoce de la maladie de Parkinson. Ainsi, une activation microgliale est observée
en imagerie cérébrale dans la substance noire des patients des les phases précoces
de la maladie. Celle-ci augmente avec la sévérité des troubles moteurs [Gerhard et
coll., 2006 ; Ouchi et coll., 2005 et 2009] et est associée a la perte massive des
neurones dopaminergiques dans la substance noire des patients aux stades plus
avanceés de la maladie [Kannakart et coll., 2013]. De plus, une gliose réactionnelle
des astrocytes activés apparait au sein des zones neurodégénérées dans la maladie
de Parkinson [Kannakart et coll., 2013]. Il est important de prendre en compte que
cette mort neuronale peut également induire une neuroinflammation par relargage de
facteurs cellulaires apoptotiques et nécrotiques [Wilms et coll., 2009 ; Marin-Teva et
coll., 2011].

Le mécanisme inflammatoire, notamment la sécrétion de cytokines et d’especes
réactives a I'oxygéne (ROS), pourrait contribuer au développement de cette maladie
et a la neurodégénérescence dopaminergique [Tansey et Goldberg., 2010]. Plusieurs
études in vitro démontrent que les neurones dopaminergigues sont tres sensibles a
la toxicité induite par ces cytokines pro-inflammatoires [McGuire et coll., 2001 ;
Mount et coll., 2007]. Des élévations des taux de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires au niveau central (TNFa, IL-1B8, IL-2, IL-4, IL-6 et IFNy), et
périphérique (TNFa et IL-6) sont observées chez les patients parkinsoniens [Dobbs
et coll., 1999 ; Mogi et coll., 1994 ; Mount et coll., 2007 ; Blum-Degen et coll., 1995].
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L’augmentation de la concentration sanguine en IL-6 est corrélée a un risque plus
important de développer la maladie de Parkinson [Chen et coll., 2008], et les taux
sanguins en TNFa et IL-6 sont corrélés avec la sévérité des troubles moteurs de la
maladie [Koziorowski et coll., 2012].

D’autre part, un lien entre I'activation microgliale et l'infiltration des lymphocytes T
est observé chez ces malades [McGeer et coll.,, 1988a et 1988b]. Le CMH 1, qui
active les lymphocytes T CD8+, est augmenté dans le striatum des patients
parkinsoniens [Mogi et coll., 1995] et peut engendrer une cytolyse par libération de
cytokines pro-inflammatoires. Au niveau périphérique, les lymphocytes T et B sont
moins nombreux et présentent diverses altérations tels qu’'un noyau plus grand, des
coupures de I'ADN et une oxydation des bases puriques. Ces anomalies sont
ameéliorées sous traitement par L-DOPA [Cornetta et coll., 2009 ; Bas et coll., 2001 ;
Stevens et coll., 2012]. De plus, le ratio CD4+/CD8+ diminue avec une augmentation
de la synthése de I'IFNy par les lymphocytes T [Baba et coll., 2005].

Parmi les autres classes lymphocytaires majeures, le lymphocyte B est un
médiateur de limmunité humorale qui sécréte des immunoglobulines ou des
anticorps [Shlomchik et Weisel, 2012]. Ces anticorps dirigés contre des protéines
cérébrales sont présents dans le sérum des sujets parkinsoniens [Han et coll., 2012]
malgré une diminution du nombre de lymphocytes B sanguins et une absence
d’infiltration de ces lymphocytes [Brochard et coll.,, 2009 ; McGeer et coll., 1988a et
1988b ; Bas et coll., 2001, Stevens et coll., 2012].

Cependant, méme si l'ibuproféne semble avoir un léger effet protecteur, le
traitement par anti-inflammatoire non stéroidien ne modifierait pas le risque de
développer la maladie de Parkinson [Samii et coll., 2009]. Chez les consommateurs
chroniques de cette classe médicamenteuse, I'inhibition de I'activation microgliale et
de la synthese de médiateurs pourrait contribuer a la diminution de l'incidence des
cas de Parkinson [Chen et coll., 2003 et 2005]. Ces résultats suggerent donc que les
traitements a visée anti-inflammatoire pourraient étre une cible thérapeutique afin de

limiter la progression de la maladie de Parkinson [Tansey et Goldberg, 2010].

3.2 Les autres facteurs pouvant intervenir dans la physiopathologie

3.2.1 Le stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est le lieu de synthése de protéines

sécrétées a I'extérieur de la cellule, mais aussi de protéines et de lipides constituant
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les membranes des organites cellulaires tels que I'appareil de Golgi, les lysosomes
et les mitochondries. C’est un lieu de maturation des protéines, ou elles sont repliées
et assemblées en complexes multi-protéiques. Cependant, si certaines
conformations sont anormales, les protéines sont retenues dans le RE et sont soit
dégradées, soit prises en charge par des protéines chaperones pour leur permettre
d’acquérir une conformation correcte. L’accumulation de protéines mal conformées
entraine un stress du RE, qui est un phénoméne physiologique d’adaptation. Cet
effet induit une réponse protectrice en restaurant 'homéostasie et la fonction
cellulaire [Hetz, 2012]. Cependant, un stress chronique du RE peut engendrer une
aopotose et une mort cellulaire.

Dans la maladie de Parkinson, l'accumulation d’a-synucléine dans les tissus
cérébraux pourrait étre une source de stress chronique délétere du RE, jouant un

réle central dans la mort neuronale [Colla et coll., 2012].

3.2.2 L’altération de la voie autophagie-lysosome

L’autophagie est un processus d’autodestruction physiologique. Les
métabolites issus de cette dégradation sont transportés afin d’étre recyclés sous
forme de nouvelles macromolécules, ou afin d’étre utilisés sous forme d’énergie
[Boya et coll.,, 2013]. Trois formes d’autophagie existent. Tout d’abord, la micro-
autophagie impligue une invagination directe de la membrane lysosomale de
constituants cellulaires. Secondairement, l'autophagie médiée par des protéines
chaperones permet d’éliminer les complexes formés par ces protéines, qui sont
amenés sélectivement dans la lumiére lysosomale a laide dun récepteur
membranaire spécifique. Enfin, la macro-autophagie est la forme la moins sélective
d’autophagie, ou les autophagosomes séquestre le matériel cytosolique (agrégats,
organelles défectueux, lipides) de facon non sélectif avant de le libérer dans les
lysosomes pour dégradation.

Dans la substance noire des patients parkinsoniens, I'augmentation du nombre
d’autophagosomes et la diminution du nombre de protéines lysosomales suggerent
une perturbation du flux autophagique chez ces patients [Anglade et coll., 1997]. De
plus, l'autophagie par protéine chaperone (qui est le mécanisme majoritaire de la
dégradation de I'a-synucléine) est également altérée [Cuervo et wong 2014[ ; Cuervo
et coll., 2004]. Cette réduction d’activité autophagique peut entrainer une

accumulation de protéines mal conformées, notamment [I'accumulation d’a-
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synucléine, et accélérer la progression des maladies neurodégénératives [Fujikake et
coll., 2018].

3.2.3 Le stress oxydant

Les espéces réactives a I'oxygéne ou reactive oxygen species (ROS) sont une

catégorie importante de radicaux libres cellulaires. En effet, un équilibre entre les
espeéces pro et anti-oxydantes est nécessaire. Cependant, lorsque le taux de
radicaux libres augmente, la capacité de défense anti-oxydante peut étre atteinte et
engendrer un stress oxydant ainsi que des dommages severes irréversibles sur les
composants cellulaires tels que ’ADN, les protéines et les lipides [Tramutola et coll.,
2016]. Le cerveau possede une large capacité oxydative mais une faible habileté a
compenser le stress oxydant par sa consommation importante en oxygene, sa
composition lipidique, et sa faible quantité en enzymes anti-oxydantes [Calabrese et
coll., 2009].
La source de ROS peut provenir d’'une dysfonction mitochondriale mais aussi de la
production par la NADPH-oxydase, qui est la source majeure de ROS dans la
microglie. Les patients parkinsoniens présentent un stress oxydant dans la partie
compacte de la substance noire associé a une activation microgliale et un taux de
ROS plus important [Qureshi et coll., 1995 ; Hunot et coll., 1996]. L’augmentation de
I'expression de la sous-unité membranaire gp91 (ou NOX2) de la NADPH-oxydase
dans la substance noire de sujets parkinsoniens suggerent que des inhibiteurs de la
NADPH oxydase peuvent étre une cible thérapeutique potentielle dans la maladie de
Parkinson [Belarbi et coll., 2017].

3.2.4 Le déréglement de la fonction mitochondriale

La mitochondrie est un organite intracellulaire ayant pour rble de fournir
I'énergie nécessaire aux cellules et de participer a I'apoptose [Tait et Green, 2013].
Dans la maladie de Parkinson, différentes anomalies de la fonction mitochondriale
sont observées tels que des troubles de la réparation et de I'élimination des
organelles endommagées ou défectueux, et un trouble de la synthése de I'ADN
mitochondrial et nucléaire codé par les protéines mitochondriales. Ces anomalies
pourraient étre provoquées par une interaction directe entre les oligoméres d’alpha-
synucleine et les membranes mitochondriales, qui pourraient entrainer leur
fragmentation [Nakamura et coll., 2011]. Dans ce cas, ces anomalies de la fonction

mitochondriale peuvent bloquer la signalisation de mTOR, qui est un régulateur
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majeur du métabolisme cellulaire et de 'lhoméostasie énergétique [Laplante et coll.,
2009]. De plus, un déficit de I'activité du complexe | mitochondrial, nécessaire a la
production d’énergie, a été observé dans le cerveau de patients parkinsoniens
provoquant un stress oydant et une diminution de la production énergétique

[schapira et coll.,1990].

3.2.5 Troubles de 'homéostasie calcique

Dans la substance noire, les neurones dopaminergiques ont une activité

basale dépendante des canaux calciques voltage-dépendants [Nedergaard et coll.,
1993 ; Shepard et Stump, 1999]. Ces neurones dopaminergiques possédent une
faible capacité de stockage en calcium et peuvent étre fragilisés en cas de trouble de
’'homéostasie calcique [Surmeier et Schumacker, 2013].
Des études in vivo démontrent que la présence de corps de Lewy dans ces neurones
dopaminergiques peut provoquer un influx calcique important et entrainer un stress
oxydant mitochondrial [Dryanovski et coll., 2013]. Ce stress réduit les capacités des
réserves énergétiques et pourrait rendre ces neurones dopaminergiques vulnérables
[Rivero-Rios et coll., 2014]. De plus, 'augmentation de cette concentration calcique
active la tyrosine hydroxylase et la synthése de dopamine ce qui peut causer une
auto-oxydation du neurotransmetteur [Rittenhouse et Zigmond 1999 ; Michel et Hefti
1990].

4. Prise en charge thérapeutique

4.1 Les traitements symptomatiques actuels en France

A ce jour, les traitements antiparkinsoniens disponibles sont symptomatiques
et permettent d’améliorer la qualité de vie des patients. Ainsi ces thérapeutiques
diminuent les troubles moteurs de la maladie en palliant le déficit dopaminergique au
niveau cérébral. La dopamine ne franchit pas la BHE et ne peut donc étre utilisée en
I'état a des fins thérapeutiques. Ainsi différents traitements antiparkinsoniens, qui
traversent la BHE, ont été développés (figure 4). Ces traitements sont prescrits en
prenant compte des signes cliniques, de I'évolution de la maladie et de la tolérance

aux traitements [Recommandations HAS,2012 ; Defebvre et Moreau, 2017].
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Le précurseur de la dopamine, la L-DOPA, est le traitement antiparkinsonien
le plus efficace sur les troubles moteurs. Cependant, apres 10 années de traitement,
80% des patients présentent des effets indésirables moteurs invalidants, a type de
dyskinésies et d’effet on-off [Gérard, 2008]. Ces complications motrices sont liées a
la pulsatilité de la stimulation des récepteurs dopaminergiques altérés, qui ne gerent
plus le stockage en dopamine. D’autre part, les agonistes dopaminergiques
stimulent les récepteurs dopaminergiques D2 post-synaptiques, qui sont les
principaux récepteurs au niveau striatal. lls sont utilisés chez le sujet parkinsonien
jeune, car les effets indésirables psycho-comportementaux sont fréquents et peuvent
limiter leur utilisation [Voon et coll., 2007 ; Antonini et coll., 2009]. Seul ou associé a
la L-DOPA, les inhibiteurs de la monoamine oxydase de type B (IMAO-B) inhibent
irréversiblement la monoamine oxydase de type B et permettent d’augmenter la
biodisponibilité de la dopamine cérébrale, tout comme les inhibiteurs de la catéchol-
O-méthyltransférase (ICOMT).

Périphérique Central Mcammgmm
phenn tomz™ R mao-8

L-Dopa| L-DOPA ICOMT U IMAO-B
Récepteurs
+ IDDC epteu
AN \ / DA DA dopaminergiques
N § DA DA
COMT L-Dopa — dopamine ~
ICOMT DDC DA DA
DA
s Neurone présynaptique Neurone
dopamlne PR \ postsynaptique
Agonistes

dopaminergiques

Figure 4 : Représentation du mode d'action des principales classes d’antiparkinsoniens. lls
agissent en mimant une activité dopaminergique (agonistes dopaminergiques, L-DOPA) ou en limitant
la dégradation de la dopamine (IDDC, ICOMT, IMAO-B). IDDC = inhibiteur de la dopa-décarboxylase ;
ICOMT = inhibiteur de la catéchol-O-méthyl transférase ; IMAO-B = inhibiteur de la monoamine
oxydase de type B ; DA = dopamine.

Puis, lorsque des fluctuations motrices importantes perdurent malgré
'association de thérapies présentées précédemment, des traitements
dopaminergiques continus peuvent étre envisagés [Van Wamelen et coll.,, 2018 ;
Muthuraman et coll., 2018]. Ce sont des techniques invasives permettant une
amelioration des symptémes moteurs, une réduction du nombre de traitement per os

et une amélioration de la qualité de vie des patients. Tout d’abord, la pompe a
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apomorphine par voie sous-cutanée permet un apport continu d’apomorphine qui
stabilise les concentrations et les effets de I'agoniste dopaminergique. Néanmoins,
des complications peuvent survenir telles qu'une intolérance psycho-
comportementale et des nodules sous-cutanés [Titova et Chaudhuri, 2016]. Puis, la
stimulation cérébrale profonde peut étre utilisée chez les jeunes patients atteints de
complications motrices. Par repérage électrophysiologique de la cible, une
stimulation bilatérale a haute fréquence est le plus souvent réalisée et permet de
synchroniser une population neuronale [Jia et coll., 2008]. Cependant, de hombreux
criteres doivent étre requis pour cette prise en charge tels qu’un age jeune (moins de
70 ans), une dopasensibilité de plus de 50%, une absence de démence, de troubles
psychocomportementaux, et d’autres pathologies évolutives. Enfin, un gel de L-
DOPA peut étre administré en perfusion continue par voie entérale. Cette thérapie
permet de limiter les périodes off et les dyskinésies en court-circuitant la vidange
gastrique fluctuante [Olanow et coll.,, 2014]. Les psychoses et les pathologies
empéchant le geste chirurgical (troubles séveéres de I'hémostase, péritonite,
pancréatite aigie, anomalie de la paroi gastrique) contre-indiquent l'utilisation de
cette thérapeutique.

Ainsi, bien que de multiples thérapeutigues existent, elles sont toutes
symptomatiques et ne permettent pas la guérison. Le développement de traitements

a visée curative serait une avancée majeure dans la prise en charge de la maladie.

4.2 Modélisation de la maladie de Parkinson et pistes thérapeutiques

421 Les modeéles in vivo de la maladie de Parkinson

L’identification de facteurs de risques associés a la maladie de Parkinson a
permis la mise en place de modéles expérimentaux pour explorer les mécanismes
physiopathologiques potentiellement impliqués dans cette maladie. Ces modéles
présentent certaines caractéristiques physiopathologiques et comportementales de
la maladie de Parkison. Certains modéles présentent une accumulation progressive
d’inclusions d’a-synucléine, qui peuvent permettent de mieux comprendre le
mécanisme de propagation de cette protéine. Dans ce chapitre sont traités les
modéles animaux dits « environnementaux » (obtenu par exemple par injection de
substances neurotoxiques ou par administration de pesticides) et les modeles dits
« génétiques « (basés par exemple sur la surexpression de génes associés a des

formes familiales de maladie de Parkinson).
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421.1 Les modeles environnementaux

Les modeles basés sur I'utilisation de neurotoxiques

Le modele 6-hydroxydopamine (6-OHDA) est le plus ancien modéle utilisé
[Ungerstedt, 1968]. Ce composé peut étre impliqué dans le processus
neurodégénératif des patients atteints de la maladie de Parkinson. En effet, cette
forme hydroxylée, produite lors d’'un excés de dopamine, peut inhiber le complexe |
de la chaine respiratoire mitochondriale et induire des radicaux libres neurotoxiques
[Betarbet et coll., 2002]. Le composé ne traversant pas la BHE, une injection
stéréotaxique est réalisée au niveau de la substance noire ou du striatum [Perese et
coll., 1989 ; Przedborski et coll., 1995]. L'injection unilatérale permet a chaque
animal d’étre son contrble, par 'hémisphére cérébral non traitée par la toxine
[Ungerstedt et coll., 1968]. L’ampleur de la Iésion dépend de la quantité de 6-OHDA
injectée, du site d’injection et de I'espéce animale utilisée. Une perte de neurones
dopaminergiques et de dopamine est observée dans ce modele, ainsi que des
troubles moteurs séveres et brutaux [Betarbet et coll., 2002]. Cependant, ce modele
ne présente pas de troubles non moteurs, d’aggrégats protéiques et de corps de
Lewy [Blandini et coll., 2008].

Le modéle MPTP est le modele de syndrome parkinsonien in vivo le plus
utilisé. Ce composé lipophile traverse la BHE pour étre transformé en MPP+ par les
IMAO-B. Celui-ci inhibe également le complexe | de la chaine mitochondriale [Javitch
et coll., 1985] et provoque une libération de dopamine dans I'espace intracellulaire,
transformant la dopamine en 6-OHDA [Burke et coll., 2008 ; Panneton et coll., 2010].
Ce composé, administré par différentes voies d’administration (orale et injectable),
est utilisé principalement chez les souris et les primates non humains [Zigmond et
coll., 1989 ; Przedborski et coll., 1995]. L’injection systémique provoque un
syndrome parkinsonien bilatéral [Langston et coll., 1984]. Ce modele de référence
réplique différents signes de la maladie tels qu’un stress oxydant, une production de
ROS, des troubles énergétiques et une inflammation. Néanmoins, les inclusions d’'a-
synucléine ne sont pas développées dans ce modele [Schober et coll., 2004 ;
Halliday et coll., 2009]. Différents schémas de posologie sont décrits: une
administration de doses élevées de MPTP pendant une courte durée permet
d’obtenir un modéle de syndrome parkinsonien aigu, alors que l'injection de petites
doses pendant une longue période permet d’obtenir un modéle ressemblant
davantage a la pathologie humaine [Iravani et coll., 2005]. Le singe MPTP répond
aux traitements antiparkinsoniens et est utilisé en phase préclinique [Bezard et
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Przedborski, 2011]. Ce modele permet également d’étudier les troubles non moteurs
de la maladie, notamment les troubles du sommeil paradoxal [Pessiglione et coll.,
2004 ; Anderson et coll., 2007 ; Vezoli et coll.,, 2011]. La souris MPTP est utilisée
pour étudier le processus de mort neuronale dopaminergique, le mécanisme
physiopathologique et pour rechercher des traitements potentiels de la maladie de

Parkinson.

Les modeles par administration de pesticides

Le paraquat est un herbicide présentant une structure et une action similaire
au MPP+ [Day et coll., 1999 ; Przedborski et Ischiropoulos, 2005]. Suite a une
injection par voie intra-péritonéale (IP), les souris présentent une
neurodégénérescence dopaminergique, une agrégation d’a-synucléine dans la partie
compacte de la substance noire [Brooks et coll., 1999 ; McCormack et coll., 2002 ;
Manning-Bog et coll., 2002].

Le maneb est un fongicide diminuant I'activité locomotrice qui pourrait agir
comme le MPTP et le paraquat [Thiruchelvam et coll., 2000 ; Takakashi et coll.,
1989 ; Kachroo et coll., 2010]. L’effet synergique obtenu lors de la co-administration
du maneb et du paraquat a entrainé I'apparition de modéles murins traités par ces
deux composés pour mieux comprendre I'effet de I'exposition environnementale a
plusieurs pesticides dans le développement de la maladie de Parkinson
[Thiruchelvam et coll., 2003].

D’autre part, une ingestion chronique de roténone a faible dose induit une
inhibition du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale, un stress oxydant et
une diminution de la synthése d’ATP. L’administration de cet herbicide per os cause
des troubles moteurs, une dégénérescence nigro-striee avec une diminution du taux
striatal de dopamine et une agrégation d’a-synucléine dans différentes régions
cérébrales [Inden et coll., 2007 ; Pan-Montojo et Fonk, 2010]. De facon intéressante,
'accumulation de I'a-synucléine est progressive : initialement retrouvée dans le
systeme nerveux entérique, la protéine est retrouvée dans la moelle épiniére, dans le
tronc cérébral puis dans la substance noire [Pan-Montojo et coll.,, 2010 ; Angot et
coll., 2010]. L’injection intrapéritonéale de roténone provoque un phénotype sévere
ou les troubles comportementaux et neurobiochimiques sont réverses par la L-DOPA
[Alam et coll., 2004]. L’administration intraveineuse induit une neurodégénérescence

dopaminergique nigrostriatale associée a une agrégation d’a-synucléine, la présence

37



de corps de lewy, un stress oxydant et des problemes gastro-intestinaux [Cannon et
coll., 2009].

42.1.2 Les modeéles génétiques
Les modeles génétiques ont été développés a partir des mutations ou de la
surexpression de genes impliquées dans la survenue de la maladie de Parkinson.
Une meilleure compréhension de ces modeéles permettrait de mieux comprendre le
mécanisme physiopathologique de la maladie. La présentation ci-contre s’est limitée

aux principaux modéles murins.

Modeles impliquant I'a-synucléine

Au vu des arguments génétiques et histopathologiques soulignant le role de
I'alpha-synuléine dans la maladie de Parkinson, de nombreux modeles ont été
developpés pour explorer le réle de I'alpha-synucléine.
Parmi ces modéles, plusieurs sont basés sur la surexpression d’alpha-synucléine
murine ou humaine comportant ou non des mutations, associés aux formes
familiales de la maladie de Parkinson. L’utilisation de modéles murins surexprimant
'a-synucléine native permet d’étudier le mécanisme physiopathologique lié a une
accumulation d’a-synucléine, qui est une caractéristigue clé dans cette maladie
neurodégénérative.
La surexpression par un promoteur permet de contréler I'expression génique de la
protéine. Le modele murin surexprimant I'a-synucléine native sous le promoteur PrP
n’'est pas utilisé, car, malgré I'expression cérébrale d’a-synucléine et des troubles
moteurs caractéristiques répondant a la L-DOPA, ce modéle ne présente pas d’'a-
synucléine sous forme fibrillaire et de neurodégénérescence dopaminergique typique
[Chesselet, 2008 ; Dawson et coll., 2010]. Etant donné que la dégénérescence nigro-
striée est un élément clé dans la maladie de Parkinson, le promoteur TH est utilisé
afin  d'obtenir une expression protéigque au niveau des neurones
catécholaminergiques. Ce promoteur a permis de développer des modeles murins
surexprimant I'a-synucléine sous forme tronquée [Tofaris et coll., 2006 ; Wakamatsu
et coll.,, 2008] et doublement mutée. Alors que cette protéine est sélectivement
exprimée dans les neurones catécholaminergiques, l'expression de la tyrosine
hydroxylase est diminuée sans évidence d'une mort neuronale [Blandini et
Armentero, 2012]. D’autres promoteurs sont utilisés tels que les promoteurs PDGF[3

et Thyl, qui conferent une vaste expression neuronale de [I'a-synucléine
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[Rockenstein et coll.,, 2002]. Le modéle exprimant I'a-synucléine sous le promoteur
humain du gene PGDF codant le facteur de croissance dérivé des plaquettes
présente des anomalies sensorimotrices progressives et un déficit dopaminergique
striatal. Ce modéle permet de mieux comprendre le mécanisme physiopathologique
de la maladie et de tester I'effet neuroprotecteur de différentes thérapeutiques
[Chesselet, 2008]. Sous le promoteur PDGF3, le modele TgD9 exprime précocément
'a-synucléine dés I'dge de 2 mois [Masliah et coll., 2000]. La typographie de ces
inclusions cérébrales suggere que ce modele est plus proche de la démence a corps
de Lewy, ou l'a-synucléine s’accumule de fagon importante dans le cortex. De plus,
malgré la présence de troubles moteurs, cette accumulation d’a-synucléine est
associée a une diminution de l'activité neuronale de la tyrosine hydroxylase, sans
neurodégénérescence dans la substance noire. D’autre part, la lignée Thyl
(Thymocyte antigen 1) permet une expression pan-neuronale de I'a-synucléine dans
les neurones corticaux et sous-corticaux, notamment dans la partie compacte de la
substance noire [Rockenstein et coll., 2002]. Des inclusions d’a-synucléine
protéinase K résistants sont également retrouvées dans d’autres régions cérébrales
telles que les bulbes olfactifs, la substance noire, et le locus coeruleus [Neumann et
coll., 2004 ; Freichel et coll., 2007 ; Ferganut et coll., 2007]. Ces souris
transgéniques surexpriment I'a-synucléine a un niveau d’expression comparable a
celui observé dans le cerveau de patients présentant une triplication du géene SNCA
[Chesselet et coll., 2012]. Elles reproduisent des caractéristiques biochimiques et
histopathologiques de la maladie de Parkinson telles que la formation progressive
d’inclusions intraneuronales immunoréactives pour I'a-synucléine, une activation
microgliale dans la substance noire des 5 mois [Watson et coll., 2012] et des Iésions
cellulaires liées au stress oxydant dans la substance noire et I'hippocampe [Ferganut
et coll., 2007 ; Rockenstein et coll., 2002]. A 14 mois, ces souris présentent une
perte de dopamine striatale, entrainant des troubles moteurs importants répondant a
la L-DOPA [Fleming et coll., 2006].

A linverse du modéle A30P, le modele murin A53T présente un phénotype moteur
sévere pouvant entrainer une paralysie et une mort [Giasson et coll., 2002]. Ces
modéles engendrent des inclusions similaires aux corps de Lewy [Masliah et coll.,
2000] et des troubles non moteurs tels que des troubles olfactifs et digestifs. Ainsi
leurs utilisations permettent de tester des thérapeutiques sur les symptdmes non
moteurs de la maladie et de mieux comprendre le réle de I'a-synucléine dans la

maladie de Parkinson [Blesa et coll., 2012].
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D’autre part, des modeéles présentant des fibrilles d’a-synucléine ont été
développées, car celles-ci sont observées dans les corps de Lewy des sujets atteints
de la maladie de Parkinson. Notamment, l'injection de cette forme fibrillaire dans
différentes zones cérébrales (dont le striatum et le cortex) a permis d’étudier 'impact
de cette conformation sur la perte de neurones dopaminergiques et les troubles
moteurs développés dans ces modeéles [Luk et coll., 2012].

Enfin, l'utilisation de vecteurs viraux représente un choix important de modéles, car
cette approche permet une surexpression localisée de I'a-synucléine [Kirik et coll.,
2003]. Cette surexpression peut étre associée a une perte de dopamine striatale et a
des troubles comportementaux [Volpicelli-Daley et coll., 2016]. Différents vecteurs
viraux peuvent étre employés : les lentivirus et les adénovirus [Kirik et coll., 2002 ; Lo
Bianco et coll., 2002 ; Lauwers et coll., 2003 ; Mochizuki et coll., 2006]. Méme si le
modele murin existe, le rat et le primate non humain sont les espéces
majoritairement choisies, car l'injection stéréotaxique dans la partie compacte de la
substance noire est plus facilement réalisable. Ces modéles permettent de
reproduire des stades intermédiaires de la maladie de Parkinson mais la stéréotaxie

peut limiter la reproductibilité du modele [Chesselet, 2008].

Modeles impliquant LRRK2
Une surexpression du gene LRRK2 mutée en G2019S entraine une diminution
age-dépendante du relargage et de la recapture de la dopamine [Li et coll., 2010].
Ces souris présentent des troubles moteurs progressifs age-dépendants, avec une
immobilité a I'age de 10 mois réverseés par un traitement dopaminergique [Blandini et
Armentero, 2012].

Modeles impliquant PINK1 ou PTEN-induced putative kinase 1
Les souris KO PINK1 ne présentent pas de troubles majeurs, de perte de
neurones dopaminergiques et de diminution du taux de dopamine striatal. Cependant
ces souris présentent une anomalie mitochondriale et sont plus sensibles au stress

oxydant et a la synthese de ROS [Gautier et coll., 2008].

Modeles impliquant Parkin
Differents modeles murins KO Parkin ont été développés, mais aucun ne
présentaient de troubles comportementaux ou dopaminergiques. Cependant, ces

souris sont plus sensibles aux stimuli inflammatoires et a la présence de
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neurotoxines. Ces données suggerent que ces mutations pourraient étre associées a
une hypersensibilité des neurones dopaminergiques aux agents neurotoxiques
[Blandini et Armentero, 2012].

Modeles impliquant DJ-1
Etant donné que les mutations du gene DJ-1 associées a une perte de
fonction de la protéine sont un facteur de risque de développer la maladie de
Parkinson, des souris KO ont été développées. Ces souris KO DJ-1 sont également
plus sensibles au stress oxydant et aux toxines, mais ne présentent pas de troubles

neuronaux majeurs.

4.2.2 Pistes thérapeutiques

Les essais cliniques realisés en France sont présentés ci-dessous par
consultation du site clinicaltrial.gov, et ciblent ceux agissant principalement sur les
troubles moteurs de la maladie.

D’une part, de nouvelles molécules de classes thérapeutiques existantes sont en
essais, tels que la safinamide appartenant a la classe des IMAO-B, et I'opicapone
appartenant a la classe des ICOMT. Plusieurs agonistes dopaminergiques de
sélectivité  différente  sont en développement, notamment un agoniste
dopaminergique D1-D5 (PF-06649751), un agoniste D2 (sumanirole), et la buspirone
qui agit sur les récepteurs dopaminergiques présynaptiques. Certains traitements
testés ont un profil plus large tels que le pardoprunox (agoniste dopaminergique,
sérotoninergique et noradrénergique), et le sarizotan testé en tant qu’anti-
dyskinétique (agoniste D2 et 5HT1A). De nouvelles cibles thérapeutiques ayant un
mécanisme d’action similaire aux traitements symptomatiques actuels ont été testeés,
tels qu’un inhibiteur de la recapture de la mono-amine oxydase (Tesofensine) et un
agoniste des récepteurs cholinergiques (aqw051).

D’autre part, de nouvelles formes galéniques ont été développées afin de stabiliser
les concentrations cérébrales en dopamine. Notons des formes a libération
prolongée d’amantadine, de ropinirole (agoniste dopaminergique), et de L-DOPA
(IPX066). Concernant la L-DOPA, d’autres formulations ont été développées telles
gu’'une forme inhalée pour les patients fluctuants (Inbrila), et une solution liquide

délivrée par pompe pour une administration continue par voie sous-cutanée.
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Enfin, 'amélioration des connaissances physiopathologiques permet de développer
différentes cibles thérapeutiques. De nombreux essais cliniques sont associés a la
voie du glutamate, neurotransmetteur qui inhibe la sécrétion de dopamine. Ces
thérapeutiqgues diminuent le relargage du glutamate ou ont une action antagoniste
des récepteurs glutamatergiques (cvxI-0107, pérampanel, foliglurax, dipraglurant,
mavoglurant). La deferiprone est également en essai dans la maladie de Parkinson
contre la surcharge ferrique observée dans le cerveau des patients potentiellement
neurotoxique, suite & des essais bénéfiques in vivo [Devos et coll., 2014]. Afin de
limiter 'accumulation d’a-synucléine, un essai par immunothérapie contre cette
protéine par voie intraveineuse est en cours (Prasinezumab). Actuellement, aucun
traitement modulant le mécanisme physiopathologique de la maladie existe, mais
des essais in vivo prévenant 'accumulation de I'a-synucléine par immunothérapie ont
été prometteurs [Zella et coll.,, 2018]. Le traitement de souris Thyl-aSYN par des
anticorps sélectifs des fibrilles et des oligomeres d’a-synucléine a permis une
amélioration de leur phénotype et une diminution du taux cérébral d’a-synucléine, de
I'activation microgliale et de l'astriogliose [Al-Agnaf et coll., 2017]. De plus, deux
essais sont réalisés afin de majorer la synthése de dopamine. L’infusion intra-
striatale de 3 génes impliqués dans la synthese de dopamine est testée ainsi que
'administration de venin d’abeille contenant de l'apamine, une neurotoxine
responsable d’une production majorée de dopamine par les neurones
dopaminergiques. Les troubles métaboliques étant associés a un risque important de
développer la maladie de Parkinson, le lixisenatide, traitement anti-GLP1, est
associé au traitement antiparkinsonien pour étudier la progression des troubles
moteurs. Enfin le venglustat, un inhibiteur de [I'enzyme réverse de la
glucocérébrosidase qui diminue la synthése des glylcosphingolipides, est en phase I
testé chez les patients parkinsoniens présentant une mutation du gene GBA (ce qui

représente 5 a 10% des patients atteints de la maladie de Parkinson).
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I La place du meétabolisme lipidigue dans les maladies

neurodégénératives

1. La prise alimentaire et le métabolisme énergétique dans les maladies

neurodégénératives

Sont observés dans la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson une
diminution de la masse corporelle et de la prise alimentaire [Aziz et coll., 2008]. De
fagon intéressante, cette variation de masse corporelle est associée a une apparition
plus rapide des symptomes développés dans ces pathologies [Buchman et coll.,
2005 ; Sharma et Vassallo, 2014 ; Van der Marck et coll., 2012].

La perte de poids résulte d’'un déséquilibre entre la dépense énergétique et la prise
alimentaire influencé par différents paramétres liés a la pathologie et a I'age tels que
des troubles psychiatriques et cognitifs, des troubles moteurs et des troubles
métaboliques [Aziz et coll., 2008 ; De Boer et coll., 2013].

L’hypothalamus représente la région cérébrale majeure du contréle de la prise
alimentaire et de la balance énergétique, par la présence dans le noyau arqué de
neurones anorexigénes (neurones pro-piomélanocortine ou POMC) et orexigénes
(neurones a neuropeptide Y ou NPY, et les neurones agouti related protein ou
AgRP) [Sam et coll.,, 2012 ; Gropp et coll., 2005]. Cette zone est régulée par
différents signaux périphériques dont la leptine, la ghréline, l'insuline, le glucose et
les acides gras [De Pablo-Fernandez et coll., 2017].

Tout d’abord la leptine est ’'hormone majeure de la régulation de la prise alimentaire,
de la thermogénése et de la glycémie [Kwon et coll., 2016]. Celle-ci, produite
principalement par les adipocytes, régule la prise de poids par réduction de I'appétit
et augmente la dépense énergétique en inhibant les neurones NPY et AgRP et en
stimulant les neurones POMC [Hays et Robert, 2006].

A linverse, la ghréline, synthétisée par la muqueuse gastrique au début d'un repas,
va stimuler I'appétit, et engendrer un gain de poids corporel en activant les neurones
NPY de I'hypothalamus [Cowley et coll., 2003].

Enfin, la troisitme hormone impliquée est I'insuline. Sécrétée par les cellules § du
pancréas, elle joue un réle essentiel dans le transport cellulaire du glucose. Cette
hormone régule la glycémie et est capable, comme la leptine, d’inhiber les neurones
NPY et AgRP, et de stimuler les neurones POMC lors d’'une diminution de la prise

alimentaire [De Boer et coll., 2013].
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Ces trois hormones dérégulées peuvent étre également associées a un
phénomeéne de perte neuronale dans les pathologies neurodégénératives.
Tout d’abord, la leptine présente, en plus d’un réle clé dans la régulation de la prise
alimentaire et la dépense énergétique, différentes fonctions dont une modulation des
phénomenes apoptotiques et du stress oxydant mitochondrial, par interaction avec
différentes voies de signalisation comme la voie PI3K/Akt/mTOR [Hegyi et coll.,
2004]. Les récepteurs a la leptine sont présents dans I'hypothalamus mais
également dans d’autres neurones tels que dans le cortex cérébral et I'hippocampe
[Marwarha et coll., 2012]. Ainsi des études ont démontré un effet de la leptine sur la
mémoire et 'apprentissage en agissant sur la plasticité synaptique [Farr et coll.,
2006 ; Warren et coll., 2012]. Chez les sujets atteints de la maladie d’Alzheimer, la
leptine semble dérégulée avec une tendance a la baisse dans certaines études
[Theodoropoulou et coll., 2012]. D’autre part, dans la maladie de Parkinson, une
diminution de la leptinémie associée a une perte de masse corporelle a également
été observée [Fiszer et coll., 2010 ; Lorefalt et coll., 2009].
De plus, la ghréline est une hormone neuroprotectrice dont le mécanisme est
complexe. Elle diminuerait I'activation microgliale et atténuerait les événements
toxiques liée a la fonction mitochondriale [Shi et coll., 2017]. De plus, elle jouerait un
réle dans la protection des neurones dopaminergiques [Andrews et coll., 2009]. Des
études in vivo ont démontré un effet neuroprotecteur de la ghréline dans des
modeles de maladie d’Alzheimer, avec un impact sur la mémoire [Shi et coll., 2017].
Alors que la concentration plasmatique en ghréline ne semble pas varier chez les
sujets atteints de la maladie d’Alzheimer [Proto et coll., 2006 ; Theodoropoulou et
coll., 2012], le taux d’ARN messager de la ghréline est diminué dans le lobe temporal
de ces malades [Gahete et coll., 2010]. De plus, une diminution du taux plasmatique
de ghréline a été observée chez les sujets atteints de la maladie de Parkinson a un
stade précoce [Fiszer et coll., 2010 ; Unger et col., 2011].
Enfin, une insulinorésistance, responsable d’'une diminution de la capture du glucose
dans les régions cérébrales, est observée chez les sujets atteint du diabéte de type 2
mais également chez ceux atteints de la maladie d’Alzheimer [Kapogiannis et coll.,
2015]. Celle-ci serait associée dans cette maladie neurodégénérative a une
dérégulation de I'expression cérébrale des récepteurs a l'insuline et de la voie de
signalisation de ces récepteurs [Steen et coll., 2005], avec une surexpression

cérébrale de mTOR [Oddo, 2012]. Cette dérégulation pourrait entrainer une
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neurodégénérescence et augmenter la progression des troubles cognitifs dans cette
pathologie [Seward et coll., 2013 ; Khurana et coll., 2012 ; Talbot et coll., 2012].
Dans la maladie de Parkinson est détectée une diminution de la concentration
cérébrale en insuline et des récepteurs a l'insuline dans la partie compacte de la
substance noire [Spielman et coll.,, 2014]. De plus, malgré des résultats
controversés, des études d’association suggére que le diabéte de type 2 pourrait
exercer un effet sur la progression et le phénotype de la maladie de Parkinson, avec
des symptdomes moteurs plus séveres moins sensibles a la L-DOPA [Cereda et coll.,
2012].

Ainsi les troubles métaboliques dans ces maladies neurodégénératives sont
actuellement peu compris mais pourraient avoir un réle important dans la toxicité

neuronale.

2. Géneralités des sphingolipides

2.1 Le métabolisme des sphingolipides

Les sphingolipides sont des lipides complexes dont I'ossature structurale est
formée par un céramide. La biosynthese débute par la production de céramide dans
le RE. Puis, suite a son transport dans I'appareil de Golgi, I'ajout d’'un groupement
plus ou moins complexe sur le radical hydroxyl du carbone en position 1 permet la
formation de nombreux dérivés [Pruett et coll., 2008] (figure 5).

Tout d’abord, le ceramide-1-phosphate est synthétisé dans I'appareil de Golgi par
ajout d’'un groupement phosphate sur le céramide. Ensuite, des ajouts de
groupements plus complexes permettent d’obtenir des classes de sphingolipides
majeures : les sphingomyélines (par ajout d’'un groupement phosphorycholine) et les
glycosphingolipides (par liaison d’'une chaine mono, bi ou oligossacharidique). Parmi
ces glycosphingolipides, I'ajout en C1 d’un glucose permet d’obtenir la classe des
glucosylcéramides (GlcCer), et l'ajout d’'un galactose sur le GlcCer permet la
formation du lactosylcéramide (LacCer), qui est le précurseur des gangliosides
[Norris et Blesso, 2017].

Apres leur synthése, les sphingolipides atteignent la membrane plasmique
principalement par fusion vésiculaire, ou ils peuvent étre modifiés. Puis, le
catabolisme est majoritairement réalisé dans les lysosomes par voie d’endocytose

[Kolter et Sandhoff, 2005]. Lors de cet acheminement, les sphingolipides de la
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membrane plasmique peuvent étre recyclés et détournés vers 'appareil de Golgi ou
ils subissent une glycosylation. C’est le mécanisme de sauvetage des gangliosides
[Ghidoni et coll., 1987]. Le métabolisme des sphingolipides est principalement régulé
par le taux d’expression des enzymes les synthétisant. De plus, la régulation du trafic
intracellulaire des sphingolipides peut avoir également un impact dans la composition
finale des sphingolipides de la membrane plasmique. Cette régulation est
dépendante du type cellulaire et peut avoir un retentissement neuronal important
[Riboni et coll., 1994].
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Figure 5 : Schématisation du métabolisme des gangliosides. La synthése débute dans le RE puis
est finalisée dans l'appareil de Golgi. Par transport vésiculaire les gangliosides peuvent atteindre la
membrane plasmique. Puis I'endocytose entraine une dégradation des sphingolipides par la voie
lysosomale, ou un recyclage peut étre réalisé. RE = réticulum endoplasmique ; Cer-1-P = ceramide-1-
phosphate ; GlcCer = glucosylcéramide ; LacCer = lactosylcéramide ; GalCer = galactosylcéramide.
D’aprés Sandhoff, 2016.

2.2 La distribution et le réle des sphingolipides

La distribution et la localisation des lipides dépendent de I'organe et du type
cellulaire. Les sphingolipides sont observés dans les rafts lipidiques ou le céramide,
gui constitue la partie hydrophobe, permet son ancrage dans la bicouche lipidique
[Prinetti et coll., 2001]. La composition membranaire des sphingolipides a un réle
important dans les propriétés cellulaires [Grassi et coll., 2018]. En effet, les
sphingolipides diminuent la fluidité membranaire en intéragissant avec le cholestérol,
et régulent le processus de signalisation cellulaire en intéragissant avec les protéines

par modulation de I'organisation des sphingolipides membranaires, mais aussi par
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interaction directe avec ces protéines [Sonnino et coll.,, 2007 ; Sonnino et Prinetti,
2013 ; Prinetti et coll., 2009].

Les sphingolipides sont présents dans le systéme nerveux central et ont un
réle important dans la fonction et le développement neurologique [Olsen et
Faergaman, 2017]. En effet, la proportion de ces sphingolipides évolue lors de la
différenciation du systéme nerveux, par variation de I'expression des sphingolipides
synthases [Riboni et coll., 1990 ; Prinetti et coll., 2001 ; Yu et coll., 2009]. Lors des
premiers stades de la différenciation, les sphingolipides sont présents en faible
guantité, puis leur taux augmente lors du processus de différenciation, atteint un taux
constant pendant plusieurs années, et diminue chez les sujets tres agés [Grassi et
coll., 2018]. A I'age adulte, les sphingomyélines sont des sphingolipides les plus
abondants au niveau neuronal : ils représentent environ 85% des sphingolipides de
la gaine de myéline, 10% des lipides cérébraux, et 10 a 20% des lipides
membranaires du plasma humain. De plus, les sphingolipides influent I'inflammation,
'homéostasie tissulaire (croissance, survie, sénescence et apoptose) et la
néovascularisation [Chiurchiu et Maccarrone, 2016]. D’une part, le céramide et le
céramide-1-phosphate (C1P) sont associés a des pathologies auto-immunes et
inflammatoires, car ils possédent une activité pro-inflammatoire aigue et chronique
en favorisant la voie des phospholipases A2 et la production de cytokines [Pettus et
coll., 2004 ; Simanshu et coll., 2013]. De plus, leur accumulation peut étre
responsable d’une insulinorésistance, d’'une obésité et un diabete de type 2 par
activation de cellules immunitaires tels que les monocytes et les cellules B [Maceyka
et Spiegel, 2014 ; Gomez-Munoz et coll.,, 2016 ; Vandanmagsar et coll., 2011 ;
Gomez-Munoz et coll., 2016].

D’autre part, les gangliosides sont présents dans le systéme nerveux, et
particulierement au niveau ganglionnaire [Posse de Chaves et Sipione, 2010 ;
Wiegandt, 1995 ; Russo et coll., 2018]. La nomenclature la plus utilisée pour nommer
les gangliosides est celle de Svennerholm : la premiéere lettre G, liée au nom de
ganglioside, est suivi d’'un M, D, T ou Q selon le nombre d’acide sialique greffé (entre
1 et 4 respectivement). Par exemple, GM3 résulte de I'ajout d’'un acide sialique. Le
chiffre 3 est associé a la migration en chromatographie en couche mince : plus le
ganglioside migre, plus le chiffre est important. Enfin, les gangliosides ont des
chaines saccharidiques complexes issues de différentes modifications, qui les
classent en série a, b, et c selon le point de ramification [Schnaar et coll., 2009]. La

fonction physiologique des gangliosides est encore peu connue mais ils joueraient un
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réle dans la croissance, la différenciation cellulaire et la réaction immunitaire
[Schengrund, 2015 ; Lopez et Schnaar, 2009], et stabiliseraient les membranes
plasmiques neuronales [Mori et coll., 2012]. En effet, les gangliosides GD1a et GT1b
stabilisent l'interaction myéline — axone au niveau axonal et la rendent efficiente en
se liant aux protéines basiques de la myéline [Schnaar, 2016 ; Yang et coll.,1996 ;
Sandhoff et Sandhoff 2018 ; Mullin et coll., 1981]. D’autre part, leur partie glycane,
hydrophile, est orientée vers la surface cellulaire et est impliquée dans le processus
d’adhésion cellulaire [Schnaar, 2016 ; Handa et Hakomori, 2012]. Cette partie peut
moduler l'activité des protéines membranaires tels que les récepteurs a la leptine et
a linsuline [Inokuchi, 2010 ; Nordstrom et coll., 2013 ; Todeschini et coll., 2008 ;
Ohmi et coll,, 2012 ; Ledeen et coll.,, 2012 ; Lipina et Hundal, 2015]. Enfin, le
métabolisme des gangliosides pourrait étre sensible a I'état nutritionnel. En effet un
régime gras pourrait augmenter la synthese des sphingolipides C16, et notamment
GM3, qui a son tour peut diminuer I'activité du récepteur a insuline et influencer le
syndrome métabolique et le diabete de type 2 [Lipina et Hundal, 2015 ; Scheel et
coll., 1982].

3. Les atteintes neurologiques associées a une maladie de surcharge

lysosomale

3.1 Définition d’'une maladie de surcharge lysosomale

Les maladies de surcharge lysosomale (MSL) représentent un groupe de

pathologies génétiques liees a une diminution voire a une absence d’activité
enzymatique lysosomale, ou a wune anomalie de protéines lysosomales
membranaires dont certaines n’ont pas de fonction connue a ce jour. Plus de 70
pathologies sont décrites, et leur prévalence globale est d’'une naissance sur 8000
[Grassi et coll., 2018 ; Schultz et coll., 2011].
Ces pathologies sont caractérisées par une accumulation progressive de matériel
biologique dans les lysosomes de différents organes tels que les visceres, le
squelette, la peau, le cceur et le systéeme nerveux central. La présentation clinique
reflete les taux résiduels d’activité enzymatique : les formes infantiles présentent peu
ou pas de fonction enzymatique alors que les formes adolescentes ou adultes ont
une fonction enzymatique résiduelle modérée [Rigante et coll., 2017].
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Le renouvellement des protéines et des organites dépend de la coopération des
voies de l'autophagie et du lysosome. Or, le déficit d’enzyme lysosomale trouble la
fusion autophagosome-lysosome et entraine une accumulation de macromolécules
non dégradées comme les lipides complexes, les mucopolysaccharides et d’autres
substrats biologiques [Settembre et coll., 2008].

Mis a part la perte totale de la glucosylcéramide synthase (responsable de la
production de glycosphingolipides) qui est incompatible avec un développement
embryonnaire, les autres MSL sont viables et entrainent majoritairement des troubles
neurologiques progressifs observés des I'enfance ou I'adolescence (tableau II). Il est
a noter que les maladies de surcharge lysosomale représentent la cause majeure de

neurodégénérescence chez les enfants [Verity et coll., 2010].

Tableau Il : Les maladies impliquant le métabolisme des glucosylsphingolipides. Des troubles
neurologiques sont souvent associés a ces pathologies. MSL = maladie de surcharge lysosomale,
GlcCer = glucosylcéramide, GBA = glucocérébrosidase. D’aprés la revue de Platt de 2014.

métabolique | pathologie défectueuse neurclogique

Biosynthése Anomalie de la Perte de GM3 et de ses  GM3 synthase Epilepsie apparaissant dans  oui
synthése de dérivés gangliosidigues I'enfance, anomalie du
GM3 développement, perte de
la vision
Biosynthése Anomalie de la Perte de GM2 et de ses  GMZ2 synthase Paraplégie spastique oui
synthése de dérivés gangliosidigues
G2
Catabolisme Maladie de Surcharge en GlcCer GBA Hépatosplénomégalie, Type2et3
[MSL) Gaucher de type troubles hématologiques
1,2et3 et inflammatoires, troubles
osseux et cérébraux
Catabolisme Maladie de Surcharge en Gh3 i-galactosidase Troubles rénaux et oui
[MSL) Fabry cardiovasculaires, douleurs
périphérigues
Catabalisme Maladie de Tay-  Surcharge en B-hexosaminidase  Meurodégénérescence oui
(MSL) Sachs gangliosides GM2 50US Unité o progressive
Catabaolisme Maladie de Surcharge en B-hexosaminidase  Meurodégeénérescence oui
[MSL) Sandhoff ganglicsides GM2 50US unite 2 progressive
Catabalisme Gangliosidoses  Surcharge en B-galactosidase Neurodégénérescence oui
(M5L) Gl gangliosides GM1 Qrogressive
Anomaliedans  Maladie de Surcharge en MPC1 et NPC2 Meurodégénérescence oui
le trafic ou la Miemann-Fick de glycosphingolipides, progressive
fusion type C cholestérol, sphingosine
lysosomale et sphingomyéline

Les sujets atteints d’'une MSL peuvent présenter un tremblement, une bradykinésie,
une rigidité et un déclin cognitif [Deng et coll., 2015]. Les mutations des genes GBA,
SMPD1 et NPC1 responsables de MSL sont également associées a la maladie de

Parkinson [Foo et coll., 2013 ; Gan-Or et coll., 2013]. Ces observations suggéerent un
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lien entre la maladie de Parkinson et les MSL, ou le variant de certains genes

augmenterait la susceptibilité de développer la maladie de Parkinson.

3.2 Signes clinigues neurologigues associés aux principales

maladies de surcharge lysosomale

3.2.1 La maladie de Gaucher

La maladie de Gaucher est la MSL la plus fréquente, causée par la mutation
homozygote ou hétérozygote composée du gene GBAL dans la majorité des cas
[Hruska et coll., 2008]. En effet, de rares cas sont causés par la mutation du gene
PSAP qui code pour la prosaposine, une glycoprotéine lysosomale précurseur de
cofacteurs essentiels des sphingolipides hydrolases [Vaccaro et coll., 2010 ;
Tamargo et coll.,, 2012]. Cette pathologie entraine la présence de macrophages
engorgés caractéristiques appelés macrophages ou cellules de Gaucher, qui
accumulent les glycolipides dans les lysosomes par digestion défectueuse
d’érythrocytes, de leucocytes agés et de glucosylcéramides [Machaczka et coll.,
2011 ; Pennelli et coll., 1969 ; Pastores, 1997 ; Hughes et Pastores, 2013 ; Moskot et
coll., 2018 ; Stirnemann et coll., 2017]. Ces cellules infiltrent différents organes et
contribuent aux signes cliniques de la maladie tels qu’'une organomégalie, un trouble
osseux et une cytopénie. De plus, dans les cas séveres, les macrophages relarguent
des cytokines pro-inflammatoires en réponse aux stimuli [Michelakakis et coll., 1996 ;
Allen et coll., 1997 ; Barak et coll., 1999]. Cette activation inflammatoire peut
contribuer & une organomégalie massive, un trouble osseux et a la survenue de
certains cancers [Mistry et coll., 2005].

Les signes cliniques hétérogénes observés chez les patients atteints de la
maladie de Gaucher permettent de classifier la maladie en 3 groupes [Grabowski,
2008]. Le type 1 représente 90% des cas et est défini comme la forme non
neurologique ; cependant certains malades présentent un syndrome parkinsonien,
une démence ou une neuropathie périphérique [Deng et coll., 2015 ; Neudorfer et
coll., 1996]. Les types 2 et 3 présentent quant a elles une neurodégénérescence
d’évolution rapide et progressive respectivement [Stirnemann et coll., 2017]. Bien
gue la mutation du géne GBA n’impacte pas le risque de développer une maladie
d’Alzheimer [Tsuang et coll., 2012], celle-ci augmente le risque de développer une
démence a corps de Lewy d’'un facteur 8 et une maladie de Parkinson d’un facteur 5

[Sidransky et coll., 2009 ; Goker-Alpan et coll., 2006]. Des études ont démontré la
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présence d’inclusions d’a-synucléine, similaires aux corps de Lewy, dans
I'hippoccampe de sujets atteints de la maladie de Gaucher [Wong et coll., 2004 ;
Sidransky et coll., 2012]. Le risque de développer la maladie de Parkinson est de 9 a
12 % avant 'age de 80 ans chez ces malades, contre 2,6% dans la population
générale [Goker-Alpan et coll., 2012]. Ces malades présentent alors une akinésie et
une rigidité bilatérale répondant faiblement a la L-DOPA [Bembi et coll., 2003 ;
Neudorfer et coll., 1996 ; Machaczka et coll., 1999 ; Kraoua et coll., 2009].

3.2.2 La maladie de Fabry

Cette maladie liée a I'X présente une mutation du géne GLA, responsable
d’'une perte de fonction de I'a-galactosidase de type A qui entraine une accumulation
précoce et progressive de Gb3 ou de globotriaosylcéramides [Zarate et Hopkin,
2008]. Elle représente la deuxieme MSL la plus fréquente ou le phénotype varie
selon différents facteurs, tels que le génotype et le sexe. Les patients présentent des
douleurs neuropathiques aux extrémités des leur enfance [Schiffmann et Ries, 2016]
et peuvent développer des accidents vasculaires cérébraux précoces, des
cardiomyopathies ainsi que des troubles dermatologiques et rénaux tardifs [Nagueh,
2014]. Parmi ces malades, 3 cas ont présenté un syndrome parkinsonien, mais
aucune étude n’a observé d’association entre le géne GLA et la maladie de
Parkinson [Deng et coll., 2015].

3.2.3 La maladie de Niemann-Pick

Cette pathologie neurodégénérative a transmission autosomigue récessive est
caractérisée par une accumulation de cholestérol non estérifié dans différents tissus
dont le cerveau. En fonction du géne muté, cette maladie est subdivisée en type A,
B, C1 et C2. Les pathologies de type A et B sont associées a la mutation du gene
SMPD1, responsable d’une perte d’activité de la sphingomyelinase, qui joue un réle
important dans le métabolisme des membranes plasmiques [Rigante et coll., 2017].
Ces maladies présentent une altération du métabolisme des phospholipides et de la
distribution lipidique au niveau cérébral, ainsi qu’'une neurodégénérescence
progressive. D’une part, le type A est associé a un retard psychomoteur et a une
neurodégénérescence rapide conduisant a la mort chez le jeune enfant (vers I'age
de 3 ans). Et d’autre part, le type B est associée a une forme pathologique viscérale
d’apparition plus tardive et sans signe neurologique apparent, ou les patients

survivent jusqu’a I'age adulte. Les types C1 et C2 sont associés respectivement a
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une mutation du géne NPC1 (95% des cas) et NPC2 [Schuchman et Desnick, 2017].
Cette forme subaigue ou juvénile est caractérisée par un trouble du transport du
cholestérol et une accumulation du cholestérol non estérifié dans 'endosome tardif
[Vanier, 2010]. Les formes C1 de la maladie présentent un blocage de la voie
autophagique et des anomalies du trafic lipidique intracellulaire générant un exces de
glycosphingolipides dans le cerveau, le foie et d’autres tissus.

Comme pour la maladie de Gaucher, la maladie de Niemann-Pick est associée a un
risque plus important de développer la maladie de Parkinson [Gan-Or et coll., 2013 ;
Kluenemann et coll., 2013]. Un syndrome parkinsonien a été observé dans tous les
sous-types de la maladie de Niemann-Pick [Vykuntaraju et coll., 2012 ; Volders et
coll., 2002 ; Coleman et coll., 1988 ; Josephs et coll., 2004 ; Zech et coll., 2013]. De
plus, les patients atteints de Niemann-Pick de type C présentent de I'a-synucléine et
des corps de Lewy dans la partie compacte de la substance noire [Saito et coll.,
2004], mais également une dégénérescence neurofibrillaire associée a une
accumulation de la protéine tau [Malnar et coll., 2014]. La dérégulation du trafic du
cholestérol associé a une augmentation des dépots de cholestérol dans les neurones
a été détectée dans la maladie de Niemann-Pick de type C, de Parkinson et

d’Alzheimer, suggérant un role pathogénique de ces lipides [Liu et coll., 2010].

3.24 Les gangliosidoses

Etant donné que les gangliosides sont fortement présents dans le systeme

nerveux central, les pathologies associées présentent une neurodégénérescence
progressive et une macula rouge, issu de I'accumulation rétinienne de différents
précurseurs. Parmi ces patients, 7,5 a 48% d’entre eux présentent un syndrome
parkinsonien [Muthane et coll., 2004 ; Inzelberg et Korczyn, 1994].
Basé sur ce déficit en GM1 dans les neurones dopaminergiques, I'administration
chez des sujets parkinsoniens de gangliosides GM1 par voie sous-cutanée pendant
5 ans a permis d’améliorer les signes moteurs et les activités de la vie quotidienne
[Schneider et coll., 2010].

3.25 La maladie de Tay-Sachs et de Sandhoff

Ce sont des gangliosidoses GM2 causées par un déficit en - hexosaminidase
de type A liée a la mutation respective du gene HEXA pour la maladie de Tay-Sachs
et de HEXB pour la maladie de Sandhoff [Regier et coll., 2016]. Contrairement a la

gangliosidose GM1, cette maladie est uniquement associée a un trouble cérébral.
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Une diminution de l'activité enzymatique de la B-hexosaminidase est également
observée dans le LCR de patients parkinsoniens [Balducci et coll., 2007], mais
aucune mutation codant les genes HEXA et HEXB chez les sujets parkinsoniens n’a

été reportée dans la littérature.

4. La glucocérébrosidase dans la maladie de Parkinson

4.1 Dérégulation de la glucocérébrosidase dans la maladie de Parkinson

Plus de la moitié des patients parkinsoniens présentent une ou plusieurs
variations génétiques parmi les 54 genes impliqués dans une MSL [Robak et coll.,
2017]. Particulierement, la fréquence des mutations du géne GBA1, responsable
d’'une perte de fonction de la glucocérébrosidase lysosomale, est cing fois plus
élevée chez les parkinsoniens que chez les sujets sains [Goker-Alpan et coll., 2004].
Cette diminution d’activité enzymatique est associée a une apparition précoce de la
maladie, a la présence d’hallucinations et de troubles cognitifs [Neumann et coll.,
2009].

Cependant, I'association entre la présence de mutations du géene GBAL et
'apparition précoce de troubles neuropsychiatriques est controversé dans la
littérature [Brockmann et coll., 2012 ; Winder-Rhodes et coll., 2013 ; Aharon-Peretz
et coll., 2005 ; Parkkinen et coll.,, 2011]. D’une part, les taux plasmatiques de
céramides et de glucosylsphingolipides sont altérés chez des sujets parkinsoniens
développant un trouble cognitif sans mutation GBA1 [Alcalay et coll., 2012]. Et
d’autre part, I'activité de la glucocérébrosidase est diminuée dans le sang, le LCR et
le cerveau des patients atteints de maladie de Parkinson présentant ou non une
mutation du géne GBAL [Balducci et coll., 2007 ; Parnetti et coll., 2009 ; Gegg et
coll., 2012 ; Murphy et Halliday, 2014 ; Alcalay et coll., 2015]. Des études
complémentaires pourraient suggérer que [l'activité enzymatique de la
glucocérébrosidase lysosomale soit un marqueur potentiel de la sévérité des formes
idiopathiques de la maladie de Parkinson [Alcalay et coll., 2015].

La voie métabolique des céramides semble étre impliquée dans la pathogénése de
la maladie de Parkinson, mais le mécanisme reste inconnu [Mielke et coll., 2013].
L’analyse transcriptomique des cellules mononuclées périphériques de sujets
parkinsoniens montre des déréglements des voies liees au métabolisme des

sphingolipides et a la signalisation des céramides [Mutez et coll., 2014]. Au niveau
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céreébral, les taux de céramides et de sphingomyélines sont diminués de 53% et de
42% respectivement par rapport aux controles, et sont associés a une modification
de la composition lipidique. Cependant, malgré une augmentation des
glucosylsphingosines chez les sujets atteints de la maladie de Gaucher, ces taux ne
semblent pas varier dans le putamen et le cervelet des patients parkinsoniens avec
et sans mutations du géne GBA1 [Gegg et coll., 2015].

Méme si la maladie de Gaucher est associée a un risque plus important de
développer la maladie de Parkinson ou toute autre synucléinopathie [Saffari et coll.,
2017], la diminution de l'activité enzymatique de la glucocérébrosidase lysosomale
ne semble pas étre suffisante car la majorité des sujets atteints de la maladie de
Gaucher ne présente pas de syndrome parkinsonien [Rosenbloom et coll.,, 2011].
Ainsi un mécanisme additionnel a cette perte d’activité enzymatique pourrait étre
responsable de cette neurodégénérescence [Mazzulli et coll., 2011 ; Sidransky et
Lopez, 2012].

Il est a noter que l'activité de la glucocérébrosidase lysosomale représente 15%
du métabolisme total des glucocérébrosides. En effet, diverses glucocérébrosidases
sont codées par différents genes, dont l'activité principale est réalisée par la
glucocérébrosidase non lysosomale, codée par le gene GBA2 [Boot et coll., 2007 ;
Butters, 2007]. La délétion du gene GBA2 est aussi liee a des troubles
neurologiques telles qu'une ataxie cérébelleuse et une paraplégie spastique [Sultana
et coll., 2015]. Son activité est dépendante de la glucocérébrosidase lysosomale :
activité de la glucocérébrosidase non lysosomale est augmentée dans les
leucocytes de patients atteints de la maladie de Gaucher, et pourrait contrer la
diminution de l'activité de la glucocérébrosidase lysosomale [Barkhuizen et coll.,
2016]. Cependant, la régulation dans le sens inverse n'a pas été constatée et
aucune compensation n'‘a été observée en cas de perte dactivité de la
glucocérébrosidase non lysosomale [Burke et coll.,, 2013 ; Korschen et coll., 2013],

ce qui suggere un systeme de régulation plus complexe.

4.2 Mécanismes communs potentiellement impligués dans la maladie de

Parkinson et les maladies de surcharge lysosomale

4.2.1 Les formes pathologiques de I'a-synucléine

De l'a-synucléine agrégée a été décrite dans différentes MSL telles que la

maladie de Newman-Pick de type C1, la maladie de Gaucher et la maladie de
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Krabbe [Shachar et coll., 2011 ; Ginns et coll., 2014 ; Mazzulli et coll., 2011]. Cette
accumulation peut étre liée aux altérations de l'autophagie car I'a-synucléine est
éliminée de moitié par 'autophagie médiée par la protéine chaperone [Cuervo et
coll., 2004]. Alors que le taux plasmatique des monomeéres d’a-synucléine ne semble
pas varier, le taux plasmatique des oligomeres d’a-synucléine est plus élevé chez les
patients atteints de MSL (maladie de Gaucher juvénile, Niemann-Pick C, Krabbe,
Wolman) et son augmentation est corrélée a I'dge du malade [Argyriou et coll.,
2012 ; Kang et coll., 2014 ; Pchelina et coll., 2014].

4.2.2 Linflammation

Certaines MSL ont été associées a des troubles du systéme immunitaire, tout
comme la maladie de Parkinson.
Différentes études suggérent que I'inflammation peut avoir un réle dans le phénotype
pathogéne de la maladie de Gaucher. La stimulation chronique du systéme
immunitaire dans cette maladie conduit a la synthése d’immunoglobulines
polyclonales, qui peut engendrer un myélome multiple [Shoenfeld et coll.,, 1982].
Différentes cytokines pro-inflammatoires telles que lIL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18,
TNFa sont libérées par les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques
dans la maladie de Gaucher [Barak et coll., 1999]. Les lymphocytes T semblent jouer
un réle dans la maladie de Gaucher de type 1. En effet, ces malades présentent une
diminution plasmatique des lymphocytes T CD4+ et NK, une augmentation des
lymphocytes T CD8+ entrainant une inversion du ratio CD4*/CD8* et une
augmentation des taux de lymphocytes T activés [Matta et coll., 2016 ; Sotiropoulos
et coll., 2015 ; Braudeau et coll., 2013 ; Zahran et coll., 2017].
D’autre part, dans la maladie de Fabry, 'accumulation de Gb3 semble étre le point
de départ de la réponse immunitaire par surexpression de cytokines pro-
inflammatoires [Mauhin et coll., 2015]. Les glycosphingolipides sont reconnus
comme des antigénes par les cellules NK, qui induisent un relargage de différents
meédiateurs tels que I'lFNy, TNFa, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 et IL-17. Les cultures
de cellules sanguines périphériques de patients atteints de la maladie de Fabry
présentent une proportion importante de cellules dendritiques et de monocytes, qui
sécretent différentes cytokines et chémokines [De francesco et coll., 2013].
Enfin, les sujets atteints de la maladie de Niemann-Pick présentent une activation
microgliale inappropriée. Des interactions entre les réactions métaboliques,
inflammatoires et immunologiques ont été observées dans cette maladie, suggérant
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que lactivation de I'immunité innée et adaptative contriburaient au phénotype

neurologique des gangliosidoses [Rigante et coll., 2017].
4.2.3 La voie autophagie-lysosome

Le déréglement de la fonction autophagique est associé aux MSL mais
également a différentes pathologies neurodégénératives tels que la maladie de
Parkinson, d’Alzheimer et la chorée de Huntington [Di Malta et coll.,, 2012]. Des
études génétiqgues suggerent que cette diminution de la capacité autophagique
contribue a la neurodégénerescence des MSL [Di Malta et coll., 2012]. D’autre part,
différents génes codant des protéines impliquées dans la voie autophagie-lysosome
sont associés a un risque plus important de développer la maladie de Parkinson, tels
que SNCA, LRRK2, PRKN, PINK1, DJ1 et ATP13A2 [Seregin et Amalfitano, 2011].

4.2.4 Le stress oxydant

Des études post-mortem montrent des troubles mitochondriaux, du systeme
anti-oxydant et des dommages oxydatifs dans le cerveau de sujets parkinsoniens,
suggérant le rble du stress oxydant dans la pathogénése [Jenner et Olanow, 1996 ;
Jenner, 2003]. L’augmentation des ROS et du stress oxydant ont été également
observées dans plusieurs MSL, indiquant que les ROS sont des médiateurs

communs de mort cellulaire dans ces pathologies [Vitner et coll., 2010].

4.2.5 Dysfonction mitochondriale

Une altération mitochondriale est observée dans des MSL et également dans
des pathologies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d’Alzheimer. Des altérations de la fonction, de la morphologie et de la masse
mitochondriale ont été identifiees dans des MSL. Les troubles mitochondriaux sont
associés a deux évenements : la production excessive de ROS et la dérégulation de
’'hnoméostasie calcique mitochondrial. Ces événements, observées dans différents
modeles de MSL et de la maladie de Parkinson, peuvent contribuer a la
neurodégénérescence [Voccoli et coll.,, 2014 ; Torres et coll.,, 2016 ; Rama Rao et
Kielian, 2016 ; Saffari et coll., 2017 ; Plotegher et Duchen, 2017].
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4.2.6 L’homéostasie calcique

La surexpression de l'a-synucléine semble augmenter linflux calcique
mitochondrial par relargage de calcium du RE vers la mitochondrie [Cali et coll.,
2012]. Les études sur des échantillons cérébraux de sujets parkinsoniens révelent
une augmentation du taux de la calbindine (protéine de transport du calcium)
protégeant les neurones dopaminergiques de la neurodégénérescence [Yamada et
coll., 1990]. Des altérations sont également observées au niveau du RE dans les
MSL. D’'une part, une augmentation du relargage du calcium est détectée dans les
tissus cerébraux de patients atteints de la maladie de Gaucher. Et d’autre part, une
diminution de la recapture calcique a été observée dans les gangliosidoses GM1 et
GM2 [Ballabio, 2009].

Il L’a-synucléine, la glucocérébrosidase et I'inflammation : un lien

responsable d’une déréqulation précoce dans la maladie de

Parkinson ?

Différents mécanismes physiopathologiqgues apparaissent précocément et
progressivement dans la maladie de Parkinson, dont une accumulation d'a-
synucléine [Braak et coll., 2003] et une neuroinflammation [Hirsch et Hunot, 2009].
L’activité de la glucocérébrosidase lysosomale cérébrale est diminuée chez les
sujets parkinsoniens présentant ou non une mutation de 'enzyme GBA1, suggérant
que le métabolisme des glucocérébrosides joue un réle dans la physiopathologie de
la maladie de Parkinson [Gegg et coll., 2012].

La figure 6 représente les liens entre ce métabolisme des glucocérébrosides,
I'accumulation d’a-synucléine et I'inflammation. Aux vues de ces liens décrits dans ce
paragraphe, il est raisonnable de suggérer que ces troubles soient deérégulés
précocément et qu’ils pourraient contribuer au développement de cette maladie
neurodégénérative. Les arguments détaillés sont décrits aux paragraphes ci-

dessous.
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1. L’accumulation de I'a-synucléine et I’activation du systéeme immunitaire :
deux signes précoces engendrant le mécanisme physiopathologique de la

maladie ?

L’a-synucléine s’accumule progressivement chez les sujets parkinsoniens dés
la forme pré-clinique de la maladie [Braak et coll., 2003 ; Del Tredici et coll., 2002 ;
Dickson et coll., 2008 ; Beach et coll., 2008]. Or le systeme inflammatoire peut étre
activé par la présence d’a-synucléine [Croisier et coll., 2005 ; Kim et De Vellis, 2005 ;
Klegeris et coll., 2008]. Des études in vivo et in vitro montrent une synergie entre
'accumulation de  l'a-synucléine et linflammation qui induit une
neurodégénérescence, suggérant que cette accumulation protéique pourrait étre
responsable d’une inflammation, notamment dans la substance noire des patients
atteints de la maladie de Parkinson ou l'a-synucléine est retrouvée en quantité
importante [Su et coll., 2008 et 2009 ; Couch et coll., 2011 ; Lawson et coll., 1990].
En imagerie, I'activation microgliale de la substance noire des sujets parkinsoniens
est présente dés les phases précoces de la maladie et augmente avec la sévérité
des troubles moteurs [Gerhard et coll., 2006 ; Ouchi et coll., 2005]. De plus, une
corrélation positive est également observée entre I'activation microgliale, la durée de
la pathologie et la quantité d’a-synucléine [Croisier et coll., 2005]. Ceci suggere le
réle majeur de I'activation microgliale dans le développement de la pathologie et
dans les dommages neuronaux observés dans les synucléinopathies [Imamura et
coll., 2003 ; Block et coll., 2007].

1.1 Impact de I'a-synucléine sur l'inflammation

L’a-synucléine est exprimée dans une grande variété de cellules immunitaires

telles que les lymphocytes T, B, NK, et les monocytes [Shin et coll.,, 2000 ; Su et
coll., 2004 ; Wu et coll., 2009 ; Austin et coll., 2006].
Cette protéine a un role dans 'homéostasie de la microglie : les souris ayant une
délétion du géne SNCA présentent des microglies plus activées et une altération de
la phagocytose [Austin et coll., 2006 et 2011]. D’autre part, 'a-synucléine accumulée
dans la maladie de Parkinson, ou surexprimée dans des études in vitro, entraine une
activation microgliale et une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires [Croisier et
coll., 2005 ; Kim et De Vellis, 2005 ; Klegeris et coll., 2008 ; Alvarez-Erviti et coll.,
2011].
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De plus, les oligoméres d’a-synucléine sont trop larges pour étre internalisés par voie
d’endocytose, ce qui entrainent une rupture de ces vésicules et une augmentation
des ROS [Freeman et coll., 2013]. Egalement, I'a-synucléine peut induire une
synthese de ROS en activant la NADPH-oxydase.

Enfin, 'augmentation de ce taux d’a-synucléine dans les cellules immunitaires peut
altérer l'autophagie, qui a un rdle majeur dans la maintenance, l'activation et la

prolifération des lymphocytes T [Lu et Walsh, 2012].

1.2 Impact de l'inflammation sur I'a-synucléine

L’administration du composé pro-inflammatoire LPS dans des macrophages
humains augmente le taux d’a-synucléine, ce qui suggere un réle de I'a-synucléine
dans le processus inflammatoire et la réponse immune [Taniji et coll., 2002].

Au niveau neuronal, un stress oxydatif peut activer PP2A et induire une
phosphorylation de I'a-synucléine en serine 129 [Foley et coll., 2007].

Dans la maladie de Parkinson, le taux d’anticorps anti-a-synucléine est diminué par
rapport aux sujets sains ou ceux atteints d’'une autre pathologie neurodégénérative.
Ce taux d’anticorps n’est pas corrélé a I'age, a la durée et a la sévérité de la
pathologie, mais il pourrait promouvoir une propagation de 'a-synucléine [Besong-
Agbo et coll., 2013].

2. L’accumulation de l'a-synucléine et la diminution de [P'activité de la
glucocérébrosidase : un reétrocontréle majorant les troubles de la

maladie ?

Les patients atteints de la maladie de Gaucher ont 3 fois plus d’a-synucléine
oligomeérique dans le plasma que les sujets sains [Pchelina et coll., 2014]. De plus,
dans cette pathologie ou les glucocérébrosides s’accumulent, une corrélation
positive entre I'age et le ratio sanguin des formes dimériques/monomériques d’a-
synucléines a été observée [Argyriou et coll., 2012]. Le rétrocontrble entre la perte
d’activité de la glucocérébrosidase et 'accumulation d’a-synucléine est présenté par

différents mécanismes physiologiques.
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2.1 Impact de la diminution de [lactivitte enzymatique de Ia

glucocérébrosidase lysosomale sur I'a-synucléine

211 Accumulation de I'a-synucléine

La glucocérébrosidase peut se lier a l'a-synucléine par son extrémité C-

terminal a pH acide, et former un complexe dans le lysosome afin de dégrader ou
d’inhiber l'agrégation de l'a-synucléine. L’interaction & pH acide suggére que le
lysosome est un site primaire d’interaction entre la glucocérébrosidase et l'a-
synucléine [Yap et coll., 2011]. En effet, linhibition pharmacologique de la
glucocérébrosidase lysosomale par le conduritol-B-epoxyde augmente les taux d’a-
synucléine in vivo et in vitro [Manning-Bog et coll., 2009].
Ainsi une diminution de cette activité enzymatique va étre associée a une
accumulation d’a-synucléine [Mcglinchey et Lee, 2013]. Des études in vivo dans un
modéle murin de Gaucher démontrent que laugmentation de [Iactivité
glucocérébrosidase lysosomale diminue I'agrégation de 'a-synucléine [Sardi et coll.,
2013]. Ceci suggeére I'importance de la modulation de la glucocérébrosidase dans la
progression des synucléinopathies.

D’autre part, la mutation de la glucocérébrosidase semble majorer cette
accumulation protéiqgue. Les formes mutées diminuent [laffinité de la
glucocérébrosidase a l'a-synucléine, et troublent potentiellement sa dégradation
lysosomale [Yap et coll., 2011]. Les souris présentant des mutations de GBAl
promeuvent I'accumulation de I'a-synucléine par rapport aux modéles murins sans
mutation [Cullen et coll., 2011 ; Xu et coll., 2011]. Ces mutations contribueraient a
une agrégation abérante d’a-synucléine et augmenteraient son taux intracellulaire
[Manning-Bog et coll., 2009 ; Velayati et coll., 2010].

2.1.2 Formes pathologiques de 'a-synucléine

La perte de fonction de la glucocérébrosidase stabiliserait les oligoméres d’a-
synucléine solubles. En effet, une étude in vivo a pH acide démontre que les
sphingolipides accumulés affectent la conformation et la solubilité de I'a-synucléine
en stabilisant les formes intermédiaires [Mazzulli et coll., 2011]. Des résultats
similaires sont obtenus in vitro dans des cellules neuronales, ou 'augmentation de la

quantité de GlcCer a 75% altére le profil cinétique des fibrilles d’a-synucléine et

stabilise les formes oligomériques. De plus, la diminution de l'activité enzymatique de
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la glucocérébrosidase peut augmenter la phosphorylation de I'a-synucléine en sérine
129 qui est responsable d’'une oligomérisation de cette protéine [Walker et coll.,
2013]. La stabilisation des formes oligomériques d’a-synucléine par ces différents
mécanismes peut étre impliguée dans le mécanisme de neurodégénérescence dans
la maladie de Parkinson.

A linverse, I'administration par vecteur viral de la glucocérébrosidase dans le

cerveau d'un modéle murin de la maladie de Parkinson (aSYN AS53T) et de la
maladie de Gaucher (GbaP409V/D40%V) diminue I'accumulation de glucosylsphingosine
et d’ubiquitine, de tau et des aggrégats d’a-synucléine protéinase K résistants. Aprés
2 mois de traitement, cette surexpression est associée a une ameélioration des
troubles cognitifs chez ces souris [Sardi et coll., 2011 et 2013].
Néanmoins, I'absence de formes oligomériques d’a-synucléine dans la maladie de
Gaucher de type 1 indique que d’autres facteurs associés a la diminution de 'activité
enzymatique de la glucocérébrosidase lysosomale peuvent contribuer a
I'oligomérisation de I'a-synucléine. Par exemple, I'oxydation et la nitration de l'a-
synucléine stabilisent les oligoméres d’a-synucléine et altére leur élimination in vitro
[Hodara et coll., 2004].

2.2 Impact de [l'accumulation de [l'a-synucléine sur [lactivité de Ila

glucocérébrosidase

2.2.1 Dérégulation du trafic réticulum endoplasmique-Golgi

Des études in vivo et in vitro indiquent que la surexpression de I'a-synucléine
entrave le trafic protéique RE-Golgi en inhibant le complexe SNARE [Cooper et coll.,
2006 ; Thayanidhi et coll.,, 2010]. Une étude in vitro sur des cellules pluripotentes
humaines neuronales suggére que I'accumulation et 'aggrégation de I'a-synucléine
va déstabiliser le trafic de la glucocérébrosidase dans la voie du RE-Golgi, entrainant
une perte de fonction de cette enzyme [Mazulli et coll., 2011 ; Cooper et coll., 2006].
Cette perte de fonction va entrainer une accumulation d’alpha-synucléine, qui & son
tour va inhiber le trafic et I'activité de la glucocérébrosidase lysosomale, engendrant
une auto-propagation de ce mécanisme physiopathologique [Mcglinchey et Lee,
2013]. Cette altération serait plus importante pour les formes oligomériques que les
formes monomériques d’a-synucléine. Ainsi le déficit de [lactivité de la
glucocérébrosidase pourrait étre une conséquence de l'accumulation et de

I'agrégation de I'a-synucléine [Murphy et coll., 2014].
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2.2.2 Dérégulation de la  dégradation protéigue de la

glucocérébrosidase lysosomale

L’a-synucléine peut agir en tant qu’inhibiteur direct de la glucocérébrosidase
au niveau de la membrane des vésicules lysosomales [Yap et coll.,, 2013]. Elle
intéragit préférentiellement avec les membranes composées de lipides acides [Jo et
coll., 2000], et donc celles enrichies en gangliosides [Martinez et coll., 2007 ; Park et
coll., 2009 ; Zabrocki et coll.,, 2008]. Ce trouble lysosomal peut étre lié a des
mauvaises conformations de I'a-synucléine et perturber l'activité enzymatique de la

glucocérébrosidase.

3. La diminution de [Pactivité glucocérébrosidase et I'inflammation: un

mécanisme précoce majorant les troubles de la maladie ?

La maladie de Gaucher semble étre associée a une augmentation de
I'incidence des troubles immunologiques tels que des hypergammaglobulinémies,
des gammapathies monoclonales, des thrombocytopénies et des anémies
hémolytiques auto-immunes [Rosenbaum et coll.,, 2013]. De plus, les médiateurs
inflammatoires associés aux monocytes sont augmentés chez les patients
parkinsoniens présentant une mutation du gene GBA [Chahine et coll., 2013], ce qui
suggere que l'activité de la glucocérébrosidase et I'inflammation participent a la

cascade pathologique de la maladie de Parkinson.

3.1 Trouble de 'autophagie

L’altération du flux autophagique observée dans la maladie de Gaucher peut
retarder I'élimination des composés de l'autophagosome dont les mitochondries
endommagées, engendrant des dommages oxydatifs [Youle et Narendra, 2011 ;
Schneider, 2014]. Cette dysfonction mitochondriale semble particulierement sévere
dans les neurones, et pourrait étre associée a une neurodégénérescence [Di Malta
et coll., 2012].

De plus, les macrophages issus des patients de Gaucher présentent une
sécrétion majorée de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-18 résultant d’'une
activation de l'inflammasome, qui est un complexe multiprotéique intervenant dans
'inflammation et 'autophagie. Est observée également dans ces macrophages une
augmentation de p62, qui est une molécule adaptatrice de I'autophagie [Aflaki et
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coll., 2016 ; Boven et coll.,, 2004 ; Allen et coll.,, 1997]. Ainsi le traitement par effet
chaperone de la glucocérébrosidase facilite la maturation de l'autophagosome et
diminue la sécrétion d’IL-1B, ce qui restore la capacité autophagique des cellules de
Gaucher [Aflaki et coll., 2016].

3.2 Impact des métabolites de la glucocérébrosidase

Les métabolites des sphingolipides ont un réle crucial dans la voie
inflammatoire [Maceyka et Spiegel, 2014]. lls peuvent influencer les maladies
chroniques inflammatoires en inhibant I'absorption intestinale des lipides [Noh et
Koo, 2003 et 2004], en altérant le microbiote intestinal [Norris et coll., 2016 ; Sprong
et coll., 2001], en activant des récepteurs nucléaires anti-inflammatoires [Mazzei et
coll., 2011 ; Parham et coll., 2015] et en neutralisant le LPS [Jozefowski et coll.,
2010].

D’une part, certains types de glycosphingolipides peuvent avoir une influence directe
sur le processus de différenciation. Notamment, les glycosphingolipides supportent la
lignée cellulaire humaine myéloide HL-60 a se différencier en
monocytes/macrophages ou en granulocytes [Nojiri et coll., 1986 et 1988 ; Sandhoff,
1993]. Cependant, dans les modéles in vivo et in vitro de la maladie de Gaucher, une
inflammation est observée méme en présence d’une faible accumulation de
glucosylcéramides dans les macrophages [Mizukami et coll., 2002 ; Panicker et coll.,
2014].

De plus, la maturation des thymocytes en lymphocytes T CD4+ et CD8+ est
accompagnée d'une expression d'un type de glycosphingolipides spécifique,
indispensable lors de la maturation et de I'activation lymphocytaire [Inokuchi et coll.,
2015]. D’autre part, les gangliosides agissent comme des auto-antigenes : les auto-
anticorps synthétisés contre 'accumulation de ces gangliosides sont impliqués dans
la pathologie des gangliosidoses, et sont potentiellement associés a une mort
neuronale sans que le mécanisme soit élucidé [Rigante et coll., 2017].

Enfin, les a-glucosylcéramides sont des ligands endogénes des lymphocytes Natural
Killer (NK) pouvant les activer, et les 3-glucosylcéramides agissent sur leur activation
[Kain et coll., 2014]. Cette population lymphocytaire est activée dans certaines MSL

et dans la maladie de Parkinson [Niwa et coll., 2012 ; Zigmond et coll., 2007].
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7l

Figure 6

Représentation du

lien suggéré entre l'accumulation de Pa-synucléine,

la

neuroinflammation et le métabolisme des glucocérébrosides dans la maladie de Parkinson.
Réalisée a partir des études in vivo et in vitro publiées dans la littérature. Lc = lymphocytes, a-syn = a-
synucléine, GBA = glucocérébrosidase, RE = réticulum endoplasmique.
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OBJECTIF

L’objectif de cette these est de mieux comprendre les liens entre l'activité
glucocérébrosidase, I'a-synucléine et la neuroinflammation chez un modéle murin

évoguant les stades précoces de la maladie de Parkinson.

Dans un premier temps, I'étude a consisté a parfaire la caractérisation du modele de
souris transgénique Thyl-aSYN basée sur la surexpression pan-neuronale de l'a-
synucléine humaine non mutée. Mes travaux ont alors visé a étudier le phénotype
moteur et olfactif, le systéme immunitaire, la composition corporelle et le

métabolisme énergétique de ces souris.

Ensuite une modulation pharmacologique de [Iactivité enzymatique de Ila
glucocérébrosidase a été réalisée chez ce modele murin Thyl-aSYN afin
d’analyser I'évolution des formes protéiques d’a-synucléine, le recrutement des
cellules immunitaires dans le compartiment sanguin et cérébral et les troubles de

motricité fine.

Ce projet pourrait permettre de comprendre l'impact de la modulation de la
glucocérébrosidase lors d’'une surexpression d’a-synucléine in vivo afin d’identifier
des biomarqueurs potentiels de la maladie de Parkinson, et dévaluer la
conséquence de cette modulation pharmacologique des glucocérébrosides sur les
évenements pathologigues associés aux stades précoces de la maladie de

Parkinson.
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MATERIEL ET METHODES

| Expérimentation animale sur le modéele murin transgénique
Thyl-aSYN

1. Le modele Thyl-aSYN

Les souris Thyl-aSYN ont été obtenues dans le cadre d’une collaboration

avec I'Université de Californie (Dr Marie-Francoise Chesselet, Université de Los
Angeles ; Dr Eliezer Masliah, Université de San Diego, USA). Le projet a fait I'objet
d’'un agrément de transfert mutuel et d’'une autorisation du comité éthique pour
I'expérimentation animale (autorisation n°00535.01, CEEA). Ainsi une cohorte de
souris Thyl-aSYN sous fond génétigue BDF1 a été établie dans notre animalerie
Exempt d'Organisme Pathogéne Spécifique (EOPS), a partir de males sauvages
(wild-type ; WT) et de ces femelles hémizygotes transgéniques fournies par le
professeur Marie-Francoise Chesselet (Université de Californie, Los Angeles).
Les souris transgéniques Thyl-aSYN surexpriment une isoforme sauvage humaine
du géne SNCA inséré sur le chromosome X. L’'usage du promoteur murin Thy-1
(thymus cell antigen 1, theta) permet une expression pan-neuronale de la protéine
[Rockenstein et coll., 2002]. L’a-synucléine humaine est exprimée dans les neurones
dopaminergiques a un niveau d’expression comparable a celui observé dans le
cerveau de patients parkinsoniens présentant une triplication du géne SNCA
[Chesselet et coll., 2012].

Ces souris reproduisent des caractéristiques biochimiques et
histopathologiques de la maladie de Parkinson telles que la formation progressive
d’'inclusions  intraneuronales  immunoréactives  pour l'a-synucléine, une
neuroinflammation (activation microgliale dans la substance noire des 3 mois) et des
lésions cellulaires liées au stress oxydant dans la substance noire et I'hippocampe
[Watson et coll., 2012 ; Ferganut et coll., 2007 ; Rockenstein et coll., 2002]. A 14
Mois, ces souris présentent une perte de dopamine striatale entrainant des troubles
moteurs séveres répondant a la L-DOPA [Fleming et coll.,, 2006]. Ces résultats
soulignent que le modele THY1-aSYN reproduit certaines altérations évoquant les
stades précoces de la maladie de Parkinson (figure 7).
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Surexpression de I'a-synucléine dans les neurones

| Agrégats d'a-synucléine notamment dans le bulbe olfactif, le cervelet

|Agrégats d'a-synucléine dans la substance noire

| Activation microgliale dans le striatum

| Activation microgliale dans la substance noire

| I | |
| | 1 1 | a >
ge souris

10 jours 1 mois 3 mois 5-6 mois 14 mois

| Diminution de la masse corporelle

Troubles non moteurs (constipation, olfactif, sommeil) et trouble de la
/ motricité fine, qui s'aggravent avec 'age

Diminution de la
sTer::II.‘-bI; > locomotion,
difficulté a se
4 laL-DOPA nourrir et & se
toiletter

Figure 7 : Schéma récapitulatif des signes cliniques et histopathologiques observés dans le
modeéle murin Thy1-aSYN en fonction de I'age, d’aprés Chesselet et coll., 2012.

2. Hébergement des souris

Les souris males ont été hébergées a 4 ou 5 par cage (cages Techniplast
GM500) et maintenues dans un cycle jour/nuit avec la lumiéere éteinte de 20h a 8h.
La boisson et la nourriture (RM1A; 14,8 MJ/kg, Special Diet Services) étaient
disponibles a volonté dans les cages.

3. Génotypage des souris

Le génotype des souris a été déterminé par PCR a partir d’échantillons de
queues. Tout d’abord, 'ADN génomique a été extrait par un kit d’extraction
NucleoSpin (740.952.250, Macherey-Nagel). Puis, I'utilisation du nanodrop a permis
de s’assurer de l'efficacité de I'extraction et de doser le taux d’acide nucléique par
échantillon. Une PCR a été réalisée a partir de 20ng/pl d’ADN, d’une Taq
polymérase ADN recombinante (10342020, Invitrogen) et d’'un mélange réactionnel
permettant une réaction optimale. Les séquences des primers utilisées sont 5'-
GATGATGGCATGCAGCACTGG-3 pour la séquence sens et 5-
GACGGGTGTGACAGCAGTAGC-3’ pour la séquence anti-sens. La PCR a été
effectuée selon les cycles suivants : 1 min a 95°C, 10 cycles de (1 min 95°C, 1 min a

67°C avec diminution de 1°C par cycle, 1 min a 72°C), 40 cycles de (1 min 95°C, 1
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min a 57°C, 1 min & 72°C), et 10 min & 72°C. Puis les échantillons ont été conservés
a 4°C jusqu’a analyse. Les produits obtenus ont été déposés sur un gel d’agarose
3% et la bande d’ADN de 350 pb correspondant a I'a-synucléine a été recherchée

apres migration a 130V pendant 35 minutes.

4. Traitement des souris

Des souris males agées de 3 mois ont recues par voie intra-péritonéale (IP)
du conduritol-B-époxyde ou CBE (100 mg/kg/j; nwt = 17, nthyr-asyn = 20), du
miglustat (100 mg/kg/j ; nwt = 17, nthyr-asyn = 20), ou du PBS (10 pL/g; nwt = 19,
Nthy1-asyn = 21) pendant 14 jours consécutifs. Afin de limiter les biais expérimentaux,
le traitement a été randomisé et chaque cage comportait des souris de lignée, de
génotype et de traitement différents.

Ces deux composés pharmacologiques ont été utilisés afin de moduler le
métabolisme des glucocérébrosides chez les souris Thyl-aSYN (figure 8) :
- le conduritol-B-époxide (CBE), qui inhibe I'activité glucocérébrosidase
- le miglustat (N-butyl-deoxynojirimycin ; Zavesca®), qui est une molécule
chaperonne augmentant [lactivité glucocérébrosidase et inhibant Ia
glucosylcéramide  synthase, son enzyme réverse [Platt, 1994]

(www.zavesca.com).

glucose + céramide
glucosylcéramide
synthase

Figure 8 : Composés pharmacologiques utilisés lors de cette étude. L'utilisation du miglustat et
du CBE permettent de moduler I'activité enzymatique de la glucocérébrosidase. CBE = conduritol-S-
epoxyde.

L’activité de ces composés pharmacologiques a déja été confirmée in vitro
dans notre laboratoire et a montré une efficacité in vivo dans des modeles murins
d’atteintes neurologiques liées a une accumulation de lipides telles que la maladie de
Niemann—Pick [Nietupski et coll., 2012] ou de Sandhoff [Jeyakumar et coll., 1999].
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Les composés pharmacologigues ont été obtenus dans le cadre d’'un partenariat
avec l'industrie pharmaceutique Actelion Pharmaceutique. L'utilisation des composés

pour ce projet a fait I'objet d’'un agrément de transfert mutuel.

5. Analyse de la composition corporelle

Une étude de la composition corporelle a été effectuée sur 19 souris sauvages
et 14 souris transgéniques agées de 3 mois, 12 souris sauvages et 10 souris
transgéniques agées de 6 mois, et 10 souris sauvages et 7 souris transgéniques
agées de 12 mois. Elles ont été anesthésiées par injection IP d’'un mélange de
kétamine (100mg/kg) et de xylazine (20mg/kg).

Le scanner utilisé est « in Vivo Micro-CT Scanner for Small Lab Animals » (LaTheta
LCT-100, Hitachi Aloka Medical Ltd, Tokyo, Japon). Celui-ci utilise des rayons X pour
visualiser les structures internes du corps et permettre de quantifier la masse maigre,
la masse grasse ainsi que la masse et la densité osseuse. Le scanner a permis
d’analyser environ 60 coupes optiques a 500 um d’intervalle par souris, entre les
épaules et les pattes postérieures. Les queues ont été exclues de I'analyse.

A l'aide du logiciel Aloka®, différentes analyses ont été effectuées : le taux de masse
maigre ainsi que le taux de masse grasse viscérale et sous-cutanée. L’analyse
consiste a vérifier la composition corporelle selectionnée automatiquement par le
logiciel. Pour I'analyse des masses grasses, les localisations de la masse grasse
sous-cutanée et viscérale ont été vérifiées. Les poumons et les voies respiratoires

ont été exclus de I'analyse.

6. Analyse de I'activité ambulatoire, de la consommation de nourriture et de

la dépense énergétique en cage métabolique

Seize souris transgénigues et 16 souris sauvages ont été placées
individuellement dans des cages LabMaster-CaloSys-Calorimetry System (TSE
Systems, Bad Homburg, Allemagne) en polypropylene, de longueur de 20,5 cm, de
largeur de 36,5 cm et de hauteur de 14 cm. Afin de diminuer l'impact du stress due a
I'arrivée dans un nouvel environnement, les souris ont été placées pendant 3 jours
consécutifs dans ces cages et seules les derniéres 24 heures ont été recueillies pour

'analyse des données.
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Tout d’abord, I'activité ambulatoire a été obtenue par des capteurs optiques (lumiere
infra-rouge, support ActiMot2) présents dans les 2 dimensions (détecteurs dans I'axe
horizontal X et vertical Z). De plus, ces cages permettent la mesure du volume
d’oxygéne O:2 et de dioxyde de carbone CO: libéré sur une période de 15 minutes, 4
fois par heure. Ces résultats ont été moyennés pour déterminer le taux de CO:z libéré
(VCO2) et le taux d’O2 consommé (VO2) en mL/h. Ainsi, a partir des équations
suivantes ont été calculés le ratio d’échange respiratoire RER = VCO2/ VO:2 et la
dépense énergétique EE (kcal/h) = ((3,815 + 1,232 x RER) x VOz2) x 1000) [Lusk,
1924]. Le RER est un indicateur du rapport de I'oxydation des acides gras/oxydation
des glucides, qui évolue entre 0,7 (oxydation acide gras complete) et 1 (oxydation
glucidique compléte) [McLean et Tobin, 1987]. Les prises de nourriture et de boisson
ont été mesurées toutes les minutes par des détecteurs de précision de 0,01 g et
0,01 mL respectivement (TSE System, GmbH, Allemagne). Le comportement
alimentaire, enregistré de maniére continue, a permis de mesurer la prise moyenne

de nourriture et de boisson pour la phase nocturne et la phase diurne.

7. Tests comportementaux

Les différents tests comportementaux ont été réalisés du moins au plus
stressant, afin de limiter le stress des animaux [Mcllwain et coll., 2001]. Quatre tests
comportementaux ont été développés au sein de I'animalerie EOPS pour évaluer la
motricité fine et la fonction olfactive des souris, a partir des protocoles décrits pour ce
modele dans la littérature [Fleming et coll., 2004 et 2008]. Afin de limiter le stress, les
souris ont été manipulées régulierement par la personne réalisant ces tests
comportementaux tout au long de leur vie. Au moins 1 heure avant le test, les souris
ont été placées dans la piéce ou les tests comportementaux ont été réalisés. Puis 30
minutes avant le test, les souris n’avaient plus acces a la nourriture et a la boisson.
Lors d’'une session, les différents essais ont été alternés entre 4 souris pour laisser
un intervalle de temps de récupération d’au moins 2 minutes par souris. De plus,
chaque souris a aléatoirement obtenu un numéro de passage et de reconnaissance

permettant d’analyser a I'aveugle les vidéos a posteriori.
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7.1 Tests utilisés pour évaluer la motricité fine

7.1.1 Letestde latraversée de la poutre ou challenging beam traversal test

Ce test de performance et de coordination motrice est associé a une poutre en
Plexiglas, mesurant 1 metre de long, et qui est fractionnée en 4 sections de 25 cm de
long, de largeurs respectives de 3,5 cm, 2,5 cm, 1,5 cm et de 0,5 cm. Les souris ont
tout d’abord été entrainées a traverser la poutre, de la section la plus large a la
section la plus étroite pendant 2 jours consécutifs (5 traversées par jour). Lors des
premiers essais, la cage contenant les congénéres a été présentée tout au long de
leur traversée, afin de les encourager a avancer. A la fin de leur premiére journée
d’entrainement, les souris étaient toutes capables de traverser la poutre sans besoin
d’aide. Le troisiéme jour (jour du test), une grille d’'un maillage de 1 cm a été posée a
1 cm au-dessus de la poutre afin de complexifier le passage. Les souris ont alors été
filmées lors de leur traversée, pendant 5 essais. L’analyse, réalisée a posteriori a
partir des vidéos, a permis de mesurer le temps de traversée de la poutre (vidéo
observée a vitesse ralentie a 0,5x), le nombre de pas et le nombre d’erreurs par
traversée (vitesse ralentie a 0,25x). Pour chaque souris et pour chacun de ces
parametres, la moyenne des 5 essais a été calculée. Ce test a été réalisé a I'age de
3 mois chez 17 souris contrbles et 14 souris Thyl-aSYN, a I'age de 6 mois chez 18
souris controles et 21 souris Thyl-aSYN, et a 'dge de 12 mois chez 15 souris
contrbles et 8 souris Thyl-aSYN et. Enfin, a 'age de 6 mois, ce test a été réalisé
chez 19 souris transgéniques et 22 souris Thyl-aSYN traitées par le PBS, 17 souris

transgéniques et 20 souris Thyl-aSYN traitées par le miglustat et le CBE.

7.1.2 Le pole test

Ce test a été réalisé chez 14 souris contrbles et 7 souris transgéniques agées
de 12 mois. Le pole test permet d’observer des troubles de la motricité fine liée a une
anomalie des ganglions de la base, notamment une déplétion en dopamine au
niveau striatal [Matsuura, 1997]. Une tige striée de 1 cm de diamétre et de 50 cm de
long est vissée sur une base rectangulaire enfouie dans une cage propre recouverte
de litiere. Le bois est strié afin d’éviter le glissement des souris. L’animal est posé les
pattes avant sur I'extrémité haute de la tige. Le but étant que les souris se retournent
en haut du pole pour pouvoir le descendre. Pendant deux jours, les souris ont été
entrainées a descendre le pole a 5 reprises. Puis le troisieme jour (jour du test), les 5
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essais ont été filmés afin de réaliser les analyses a posteriori. Le temps maximal de
descente était de 120 secondes. En effet, si la souris n’avait pas terminé I'exercice
dans ce temps imparti, celle-ci était reposée dans sa cage. Ont été analysés a
'aveugle le temps de retournement de la souris en haut du pole, et le temps total de

la descente. Les 5 essais ont ensuite été moyennés.

7.1.3 Test du retrait de 'adhésif

C’est un test de motricité fine en réponse a un stimulus sensoriel. Un adhésif
rond de 0,6 cm est placé sur le museau de la souris a I'aide d’une pince. Avec cet
adhésif, I'animal est placé seul dans une cage contenant un peu de litiére de sa cage
habituelle. Si 'adhésif n’est pas retiré dans les 60 secondes, I'expérimentateur doit le
lui enlever. Chaque animal a recu 3 essais. Le temps de retrait de cet adhésif a été
quantifié pour chaque essai, et les 3 essais du test ont ensuite été moyennés. Ce
test a été réalisé chez 17 souris contrbles et 14 souris transgéniques agées de 3
mois, et 15 souris contrdles et 8 souris transgéniques agées de 12 mois. De plus, a
'age de 6 mois, ont été étudiées 19 souris contrbles et 22 souris transgéniques
ageées traitées par PBS, 17 souris transgéniques et 20 souris Thyl-aSYN traitées par

le miglustat et le CBE.

7.2 Tests  utilisés pour évaluer lolfaction: le test olfactif

habituation/déshabituation

Le test olfactif a été réalisé chez 13 souris contrdles et 9 souris transgéniques
agées de 3 mois, et chez 16 souris contrdles et 9 souris transgéniques agées de 12
mois. Des odeurs synthétiques ont été utilisées afin d’éviter un biais potentiel lié a
une perte de I'appétit ou une dépression sociale. Le but est d’étudier I'évolution du
reniflement des caissettes (caissette d’inclusion 040277, Sigma-aldrich) pendant les
6 premiers essais ou la méme odeur est présentée, puis lors du 7¢™¢ essai ou une
nouvelle odeur est apposée dans la cage. Les animaux ont été acclimatés a la
présence d’une caissette une semaine avant le test. Puis, 24 heures avant le test, les
souris ont été individualisées avec une nouvelle caissette dans la cage. Le jour du
test, des filtres Whatman, de taille 1,5 par 1,5 cm, ont été imbibés de 5 pL d’arbme
alimentaire de banane ou de citron. Aléatoirement, une des deux odeurs a été
utilisée en tant que premiére odeur, par session de 4 souris. Lors de chaque essai, la

souris a été placée au pole opposé de la cage ou était déposée la caissette. Puis les
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30 premieres secondes ont éte filmeées, et le temps de contact avec la caissette a été

analysé a posteriori pour les 7 essais.

8. Euthanasie

Les souris ont été anesthésiées par injection IP d’'un mélange contenant de la
kétamine (100 mg/kg) et de la xylazine (20 mg/kg). Puis un prélevement
transcardiaque a été réalisé afin d’obtenir le plasma (par centrifugation a 8000 g
pendant 8 minutes a température ambiante). Enfin le cerveau a été récupéré apres
cette perfusion a I'aide de HBSS 1X.

[ Biochimie

1. Extraction de protéines

Une partie d’'un hémisphére cérébral broyé dans du RPMI a été utilisée pour
I'extraction protéique. Le tissu a été broyé de fagcon équivolumique dans un tampon
RIPA 1X (Pierce) contenant 0,5% de CHAPS (28300, Thermo Scientific) et des
inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Complete et Phos STOP, Roche). Puis
une lyse membranaire a été effectuée a l'aide d’une tige a sonication (20 coups).
Aprées agitation a 4°C pendant une heure, la solution a été centrifugée a 1800 g
pendant 20 minutes a 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires, et le surnageant a été
stocké a -20°C. La quantité de protéines extraite a été déterminée en utilisant un kit
BCA (Pierce). Ce kit combine la réaction de Biuret permettant la réduction du cuivre
par les protéines. La chélation de ces ions réduits avec I'acide bicinchoninique (BCA)
forme un composé pourpre dont lI'absorbance est mesurée a 570 nm. La

quantification protéique a éteé réalisée a partir d’'une gamme étalon.

2. Western-Blot

Pour chaque puit, 10 uyg de protéines ont été déposés. Les échantillons ont
été repris dans une solution de Nupage Sample Reducing Agent 10X et de LDS
Sample Buffer 4X (Invitrogen), et ont subi une dénaturation a 95°C pendant 5 a 10
minutes. Sur chaque gel ont été déposés un calibrateur en duplicat (mélange

équivolumigue de tous les échantillons cérébraux murins utilisés en immuno-
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empreinte) et un marqueur de taille (Ladder Page Ruler).

Les protéines ont été séparées sur un gel Bis-Tris 4-12% (NP0323BOX, Life
Technologies) a l'aide du tampon MES SDS Running Buffer 20X (Thermo Fisher
Scientific) a 200 V pendant 30 minutes. Puis un transfert sur membrane de
nitrocellulose ou PVDF (si un anticorps secondaire fluorescent était utilisé) a été
effectué a 30 V durant 1h40 dans un tampon de transfert composé de 4,32 g de
glycine, 0,9 g de TrisBase,15 mL de méthanol 5% et 325 mL d’eau ultrapure. En cas
d’utilisation de la membrane PVDF, une incubation de 30 secondes dans du
méthanol 5% a été nécessaire pour activer ce type de membrane. Aprées 3 lavages
de 10 minutes au TNT 1X (Tris NaCl Tween 20), les membranes ont été saturées par
une solution de BSA 5% ou de lait 5% diluée dans du TNT 1X, sous agitation
pendant 1 heure a température ambiante. Puis apres deux nouveaux rincages de 5
minutes, les membranes ont été incubées dans I'anticorps primaire la nuit a 4°C sous
agitation. L’anticorps primaire est dilué selon les conditions présentées dans le
tableau Il

Le lendemain, apres 3 rincages de 10 minutes, les membranes ont été incubées
pendant 1h30 sous agitation a température ambiante avec l'anticorps secondaire
HRP anti-souris (7076, cell signaling) ou HRP anti-lapin (A5441, sigma). Si le signal
boost était utilisé lors de la dilution de I'anticorps primaire, I'anticorps secondaire a
été également dilué dans une solution de signal boost. De plus, en cas de révélation
par fluorescence, des anticorps secondaires fluorescents ont été utilisés (Alexa fluor
anti-rabbit 680nm Licor 926-68071, Alexa fluor anti-souris 488nm Life technologies
A11-001).

Aprés 3 nouveaux rincages, les membranes de nitrocellulose ont été séchées et
incubées avec 1 mL d’ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham,
Biosciences) pendant 5 minutes, et ont été révélées a l'aide du Amersham TM
imager 600. D’autre part, les membranes PVDF, incubées avec les anticorps
fluorescents, ont été séchées et révélées a l'aide du Typhoon FLA 9500 GoldSeal
(GE Healthcare).

La gquantification a été réalisée avec le logiciel ImageJ® software version 1.51w
(NIH), et une normalisation a été effectuée a I'aide du calibrateur et de I'actine.

Cette étude d'immunoempreinte a été réalisé chez 19 souris contréles et 11 souris
ThylaSYN agées de 6 mois. Pour les souris traitées, les protéines raptor et rictor ont
été quantifiés chez dix souris par groupe. De plus, six souris par groupe ont été
utilisées afin de quantifier dans le cerveau la forme aSYN P129S, et treize souris par
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groupe pour la forme totale a-synucléine. Toutes les expériences ont été réalisées en

duplicat ou en triplicat.

Tableau Il Références et conditions des anticorps utilisés par technique d'immuno-
empreinte. BSA = serum albumine bovine, SB = signal boost. L’anticorps anti-a-synucléine agrégée
reconnait I'épitope 5G4, observée lors de la conformation en feuillet 3 de la protéine a-synucléine.

Tvpe d’anticor référence Dilution de I'anticorps Dilution de I'anticorps Taille attendue
ype ps primaire secondaire (kDa)

Ac anti-actine

3. ELISA

Tout d’abord, les dosages plasmatiques d’insuline et de leptine ont été réalisés 3

sigma A5441

1/10000 lait 5%

1/10000 BSA 5%

Ac anti-asyn agrégée Merck MABMN383 1/2000 lait 5% 1/10000 BSA 5% 15 kDa
Ac anti-asyn nitrée Santa cruz 32279 1/2500 lait 5% 1/10000 BSA 5% 18 kDa
Ac anti-asyn P219S Cell signaling 23706 171000 BSA 5% 1/5000 BSA 5% 15 kDa
Ac anti-asyn totale BD 610787 1/10000 BSA 5% 1/10000 BSA 5% 18 kDa
Ac antiHRS 1 Cell signaling 2382 171000 BSA 5% 1/5000 BSA 5% 180 kDa

Ac anti-IRS1 PB08Y Merck 09-432 172500 BSA 5% 1/10000 BSA 5% 160 kDa
Ac anti-STAT3 Cell signaling 9139 1/2500 SB 1/1000 SB 80 kDa

Ac anti-STAT3 P705Y  Cell signaling 9131 1/1000 SB 1/1000 SB 80 kDa
Ac anti-akt Cell signaling 9272 1/5000 BSA 5% 1/5000 BSA 5% 60 kDa

Ac anti-akt P4735 Cell signaling 23706 1/2500 SB 172500 SB 65 kDa
Ac anti-mTOR. Cell signaling 2972 171000 BSA 5% 1/5000 BSA 5% 289 kDa

Ac anti-mTOR P24485  Cell signaling 2971 1/2500 BSA 5% 1/5000 BSA 5% 289 kDa
Ac anti-raptor Cell signaling 2280 1/5000 BSA 5% 1/5000 BSA 5% 150 kDa

Ac anti-rictor Cél signaling 2114 1/5000 BSA 5% 1/5000 lait 5% 200 kDa

partir d’échantillons sanguins recueillis dans des tubes héparinés, et centrifugés a
425 g pendant 10 min a 4°C. Seize souris controles et onze souris transgéniques
agées de 6 mois ont été examinées en duplicat.

L’insuline a été dosée a partir du plasma a l'aide du kit Mercodia ultrasensible Mouse
Insulin ELISA (Mercodia, Uppsala, Suisse). Le principe de ce kit est un dosage

immunologique a double site en phase solide. En phase d’incubation, l'insuline
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présente dans I'échantillon réagit avec les deux anticorps (Ac) anti-insuline : 1 Ac
conjugué a la peroxydase et 1 Ac fixé au puit de microtitration. Un rincage simple
élimine les Ac non liés. Le conjugué est détecté par réaction avec la 3,3,5,5-
tétraméthylbenzidine (TMB). La réaction est arrétée en ajoutant de I'acide. Puis la
concentration est obtenue par dosage spectrophotométrique.

La leptine est dosée a l'aide du kit quantikine ELISA (MOBO00O, R&D Systems,
Minneapolis, MN). Un Ac polyclonal spécifique de la leptine murine, fixé sur une
microplaque, va fixer la leptine présente dans I'échantillon. Aprés 5 lavages, un Ac
monoclonal anti-leptine couplé a une enzyme est ajouté dans les puits. Cing lavages
sont & nouveau effectués et une solution substrat de I'Ac couplé a I'enzyme est
ajoutée dans chaque puit. Il apparait apres réaction une coloration bleue, qui devient
jaune aprés ajout de la solution stop. L'intensité mesurée est proportionnelle a la
quantité de leptine dans I'échantillon.

Puis lI'a-synucléine humaine a été quantifiée dans le sang et le cerveau par test
ELISA selon le protocole du fabricant (Human a-synuclein kit, K151TGD-2, MSD
MULTI-ARRAY Assay System), a partir de plasma dilué au 1/30 et de I'’échantillon
cérébral dilué au 1/40000. La quantification de I'a-synucléine a été normalisée au
volume plasmatique et a la quantité protéique respectivement pour les échantillons
sanguins et cérébraux.

Afin d’analyser I'hémolyse de nos échantillons plasmatiques, un dosage de
I’'hnémoglobine a été réalisé sur les plasmas dilués au 1/4000 dans du PBS 1X a pH 7
chez ces mémes échantillons. En phase d’incubation, I’hémoglobine agrégée réagit
avec les deux Ac : 1 Ac fixé a la plaque et 1 Ac conjugué a la biotine. Trois rincages
éliminent les Ac non liés. La peroxydase est ensuite ajoutée dans chaque puit. Suite
a 5 lavages, le conjugué est détecté par réaction avec la 3,3,55-
tétrameéthylbenzidine (TMB). La réaction est arrétée en ajoutant de I'acide sulfurique,
puis la concentration d’hémoglobine a été dosée par méthode spectrophotométrique.
L’a-synucléine humaine a été quantifiée dans le sang et le cerveau de 19 souris

transgéniques traitées par PBS, miglustat et CBE.

4. FRET

A partir de I'extraction protéique décrit précédemment, un dépét de 1,5 ug a
été déposé dans chaque puit. Cette forme agrégée est détectée par 2 Ac anti-a-

synucléine humaine : 1 Ac donneur Tbh-cryptate et 1 Ac accepteur. En cas
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d’agrégation protéique, ces 2 Ac sont suffisamment proches pour intéragir : I'Ac
donneur excité a 340 nm va libérer une énergie (620 nm) pouvant étre absorbée par
cet Ac accepteur. Ainsi ’Ac accepteur va émettre a une longueur d’'onde de 665 nm.
Apres une incubation de 20 heures, le rapport 665/620 permet de quantifier cette
forme agrégée. Pour chaque traitement, deux souris contrdoles et huit souris

transgéniques ont été utilisées pour cette manipulation, qui a été réalisée en duplicat.

5. Mesure de I'activité glucocérébrosidase

L’activité enzymatique cérébrale de la glucocérébrosidase a été mesurée par
essai fluorimétrique, a pH 5, en utilisant le substrat 4-methylumbelliferyl-3-D-
glucopyranoside [Trapero et coll., 2012]. Une mesure sur les mémes échantillons a
été réalisée en ajoutant du conduritol-R3-epoxyde (inhibiteur de la glucocérébrosidase
de type 1). Ainsi l'activité de la glucocérébrosidase de type 1 a été obtenu en
soustrayant l'activité enzymatique totale par l'activité enzymatique obtenue sans
celle de la glucocérébrosidase de type 1. L’activité a été quantifiée en triplicat pour
chaque échantillon étudié (PBS: nwr=19 ; ntHviasyn=22. CBE: nwr=17 ;

NTHY1asYN=20. MIG : nwt= 17; NTHy1asyn=20).

6. Mesure de la glycémie

La glycémie a été mesurée immédiatement apres la mise a mort sur sang total
a l'aide d’'un lecteur de glycémie OneTouch Vita (Lifescan), chez 19 souris contrdles

et 11 souris transgéniques agées de 6 mois.

1l Cytométrie en flux

L’utilisation de la cytométrie en flux a permis de détecter et de quantifier les
lymphocytes B, T CD4+, T CD8+, T régulateurs, natural killer (NK), les monocytes et
macrophages dans le sang et le cerveau des souris, a l'aide des anticorps et
isotypes respectifs anti-CD45, CD3, CD4, CD8a, CD25, FOX P3, CD335 (NKp46),
CD11b et CD19 (figure 9). Le protocole a été mis au point a partir de protocole de
cytométrie issu de la littérature [Pino et Cardona, 2011].

L’étude a été réalisée au niveau périphérique a partir de 100 uL de sang total prélevé
dans un tube hépariné, et au niveau central a partir d'un hémisphére cérébral
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récupéré dans 2 mL de RPMI sans rouge de phénol et broyé dans un
homogénéiseur doux (dounce grinder 432-1272, VWR) contenant 3 mL de RPMI.
Cette solution cérébrale a ensuite été filtrée a travers un filtre de 40 um, et le volume
obtenu a été complété avec du RPMI pour atteindre 7 mL. La réalisation d'un
gradient de Percoll a permis de récupérer les cellules immunitaires : 3 mL de Percoll
(170891-01, GE Healthcare Life Sciences) a été ajouté a la solution précédente. Ces
10 mL de solution ont été déposeés sur 2 mL de solution de SIP a 70%, dilué dans du
HBSS 1X. La solution a été centrifugée pendant 30 min a 500 g, a 18°C avec une
force d’accélération de 5 et une force de freinage de 0. Aprés avoir éliminer les
débris, 2 a 3 mL de l'interphase de Percoll 30-70% ont été récupérés dans 8 mL de
HBSS 1X. Suite a une centrifugation de 7 min a 500g a 18°C, le culot a été
resuspendu dans 1 mL de PBS 1X. Environ 150000 cellules/mL ont été distribuées
par aliquot. Si possible, trois aliquots par échantillon sanguin et cérébral ont été
effectués, afin d’avoir un échantillon contréle, un échantillon contenant les isotypes,

et un autre contenant les anticorps.

= CD19+ Lymphocytes B

——* CD335+ Lymphocytes Natural Killer

-~ CDB+ Lymphocytes T CD8+
CD45+ — CD3+ —+ CD4+ Lymphocytes T CD4+
T~ CD4+ CD25+ FoxP3+ Lymphocytes T régulateurs

___~CDAS+"e" Macrophages

———— CD11b+
—— CD45+"% Microglie

Figure 9 : Représentation des types cellulaires étudiés en fonction des anticorps utilisés lors
de I'étude par cytométrie en flux.

La premiére étape consistait a bloquer les sites aspécifiques. Ainsi 4 et 8 ug de FC
Block (Mouse BD Fc Block purified rat anti-souris CD16/CD32, 553142) ont été
ajoutés respectivement dans chaque échantillon sanguin et cérébral. Ces
échantillons vortexés sont incubés 5 a 10 minutes a température ambiante.

Puis, les anticorps ou isotypes associés sont ajoutés dans chaque échantillon selon
le tableau IV. Néanmoins, la population cellulaire CD45+ étant en faible quantité,
I'anticorps anti-CD45+ a été utilisé également dans les échantillons contenant les
isotypes, afin d’obtenir le bruit de fond a partir de la population CD45+.

Suite a cette incubation de 40 min a température ambiante, les globules rouges ont

été lysés par ajout de 2 mL d’'une solution de tampon de lyse de globules rouges
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(Lysis Buffer 555899, BD). Chaque échantillon a été vortexé puis incubé pendant 15
minutes a température ambiante a l'abri de la lumiére. Puis une nouvelle
centrifugation (200 g, 5 min a 20°C) a permis de récupérer un culot que l'on a
resuspendu dans 50 uL de PBS 1X. Pour les échantillons sanguins, une seconde
étape de lyse a été réalisée : les échantillons ont été incubés aprés ajout de 0,5 mL
de tampon de lyse, puis ont été repris dans 50 pL de PBS 1X aprés une
centrifugation de 5 min a 200 g.

L’anticorps FOXP3 étant intracellulaire, des étapes de fixation et de perméabilisation
ont été nécessaires. Ces tubes quantifiant FOXP3 ont été incubés a température
ambiante a 'abri de la lumiére pendant 20 minutes apres ajout de 1 mL du tampon
fixateur/perméabilisant 1X (FOXP3 Fix/Perm Buffer 421401, Biolegend). Aprés une
centrifugation de 5 min a 200 g, le surnageant a été de nouveau aspiré et le culot a

été resuspendu avec 100 pL de PBS 1X.

Tableau IV : Références et conditions des anticorps utilisés lors de la cytométrie en flux.

Antic isotype utilisé Réfé Quiantits foout
0 ou rence
i d’échantillon

Ac anti-CD45+ Biolegend APC/CyT anti-mouse CD45 ; 103118 0,35 ug
Ac anti-CD19+ Biclegend BV510 anti-mouse CD19 ; 115546 0,125 pg
Isotype anti-CD 19+ Biolegend BV 510 rat IgG2a, k isotype Ctrl ; 400553 0,125 pg
Ac anti-CD335+ (NKp46) Biclegend PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD335 ; 137610 2ug
Isotype anti-CD335+ (NKp46)  Biolegend PerCP/Cy5.5 rat IgG2a, k isotype Ctrl ; 400532 2ug
Ac anti-CD3+ Biolegend BV421 anti-mouse CD3 100228 1ug
Isotype anti-CD3+ Biolegend BV421 rat IgG2b, k isotype Ctrl ; 400655 1ug
Ac anti-CD8+ Biolegend Alexa Fluor 647 anti-mouse CD8a ; 100724 0,5 ug
Isotype anti-CD8+ Biclegend Alexa Fluor 647 rat IgG2a, k isotype Cirl ; 4005286 0,5 ug
Ac anti-CD4+ Biolegend BV 650 anti-mouse CD4, 100555 0,5 ug
Isotype anti-CD4+ Biolegend BV 650 rat IgG2a, k isotype Ctrl ; 400541 0,5 ug
Ac anti-CD25+ Biclegend PE anti-mouse CD25 101904 1 ug
Isotype anti-CD25+ Biclegend PE rat IgG2b, k isotype Ctrl ; 400608 1 ug
Ac anti-CD11b+ Biolegend PE/Cy7 anti-mouse CD11b, 101216 0,5 ug
Isotype anti-CO11b+ Biolegend PE/Cy7 rat IgG2b, k isotype Ctrl ; 400618 0,5 ug
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Apres centrifugation (5 min a 200 g), le culot a été resuspendu avec 100 pyL de
solution contenant du PBS 1X, 1% de BSA et 0,5% de saponine diluée au 10X, puis
a été incubé a température ambiante pendant 15 minutes.

Une incubation de 15 minutes a l'abri de la lumiére a température ambiante a été
effectuée apres ajout de 4 ou 8 pug de solution de blocage (respectivement pour les
échantillons périphériques et centraux). Dans les tubes « isotypes » et « anticorps »
ont été respectivement ajoutés 3 pg d’isotype anti-FOXP3 (Alexa fluor 488 mouse
IgG1, k isotype Ctrl, 400134, Biolegend), et 2 ug d’anticorps anti-FOXP3 (Alexa fluor
488 anti-mouse FOXP3, 320012, Biolegend). Puis 1 mL de la solution contenant de
la BSA et de la saponine a été ajouté. Enfin aprés une centrifugation de 5 min a 200
g, le surnageant a été aspiré et le culot a été resuspendu dans 0,4 mL de PBS 1X,
afin d’étre lu par I'analyseur cellulaire BD LSRFortessa X-20.

Cette étude a été réalisée dans le sang de souris agées de 3 mois (17 contrdles et
13 transgéniques), 6 mois (18 souris/groupe) et 12 mois (7 souris/groupe), et
également dans le cerveau de souris agées de 3 mois (14 controles et 13
transgéniques), 6 mois (14 souris/groupe) et 12 mois (10 souris contrdles et 9
transgéniques). Les effectifs utilisés en cytométrie en flux dans le sang pour les
souris traitées sont les suivants : 17 souris contrbles et 13 souris transgéniques
traitées par PBS, 17 souris contrdles et 14 souris transgéniques traitées par le CBE,
et 16 souris contrbles et 14 souris transgéniques traitées par le miglustat. Les
effectifs utilisés pour I'étude cérébrale sont les suivants : 15 souris contréles et 13
souris transgéniques traitées par PBS, 15 souris contrbles et 12 souris transgéniques
traitées par le CBE, et 13 souris contrbles et 11 souris transgéniques traitées par le

miglustat.

IV Spectrométrie de masse et chromatographie en couche mince

D’une part, pour confirmer le passage du miglustat a travers la BHE, une
méthode de détection et de quantification par CLHP-SM sur des échantillons de
tissus cérébraux murins a été développée avec l'aide d’Héléne Carrié, alors ATER
au laboratoire, et en collaboration avec le PSM-GRITA sous la responsabilité du
Professeur Jean-Francois Goossens. Pour mettre au point cette méthode nous nous
sommes appuyés sur les travaux réalisés par Guitton et collaborateurs qui ont

quantifié le miglustat dans d’autres liquides biologiques. Tout d’abord, une méthode
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d’extraction du miglustat de tissus cérébraux a été établie. Pour cela, différents
essais ont été réalisés sur des échantillons cérébraux test traités au miglustat afin de
déterminer les conditions optimales d’extraction. Le tissu cérébral choisi a été placé
dans un eppendorf puis une solution d’extraction, composée d’un mélange
méthanol/acétonitrile (25/75, 20uL/mg de tissu), a été ajoutée. Un broyage sur glace
a alors été effectué a I'aide d’un mini vortex pendant 2 min suivi d’une centrifugation
pendant 30 sec a I'aide d’'une mini-centrifugeuse. Le surnageant a été récupéré et le
culot repris dans le méme volume de solution d’extraction pour une deuxiéme
extraction identique. Les 2 surnageants obtenus ont ensuite été regroupés et
centrifugés 15 minutes a 10000 g a 4°C. Le surnageant final est récupéré, évaporé
sous flux d’azote a 45°C, puis repris dans 50 uL d’acétonitrile et centrifugés pendant
7 min a 4 000 g. Le surnageant limpide ainsi obtenu est placé dans un vial CLHP en
vue de son analyse. Les analyses ont été effectuées a I'aide du Surveyor HPLC,
équipé d’une pompe quaternaire, un dégazeur et un passeur d’échantillons, couplé a
un spectrométre de type Triple Stage Quadrupole Vantage (Thermoscientific®, San
Jose, Etats-Unis). Les données sortantes ont été analysées a l'aide du logiciel
Xcalibur®. Pour chaque échantillon, 10 puL ont été prélevés puis injectés sur une
colonne de type HILIC. La séparation sur colonne a été réalisée en mode isocratique
en utilisant une phase mobile composée d’eau/acétonitrile/tampon acétate 100mM,
pH 5 (75/10/15, vol/vol/vol) a température ambiante avec un débit de 230 yL/min sur
une durée de 6 minutes. La détection des espéces ionisées a été faite en mode
positif en utilisant les paramétres suivants : tension du capillaire 45V, température de
vaporisation 150°C, température du capillaire 250°C, gaz de nébulisation 30 PSI
(pound per square inch). Les spectres de masse totaux ont été enregistrés sur une
gamme entre 100 et 900 m/z. Le détecteur permettant une analyse des composes
ionisés en mode « Single lon Monitoring » (SIM), une détection par ce mode a été
effectuée pour notre molécule d’intérét, le miglustat. Cette détection a été réalisée
sur une fenétre de masse réduite correspondant au rapport de masse m/z = [M+H]*
+/- 0,5 du miglustat, soit une fenétre de détection comprise entre 219,7 et 220,7 m/z.
Afin de détecter le miglustat, des souris BDF1 ont été traitées pendant 7 jours
consécutifs par du miglustat par voie intra-péritonéale a la dose de 100 Mg/kg/ 10
mL.

Puis, des échantillons de cortex somatomoteur ont été utilisés (n =4 a 5 par groupe)
pour quantifier les niveaux de glucocérébrosides et de céramides dans le cerveau

des souris par chromatographie CLHP-SM. Ces dosages ont fait I'objet d'une
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collaboration avec le département de pathologies cellulaires et moléculaires (G130)
de I'Université de Heibelberg avec I'équipe du Dr Roger Sandhoff. Enfin, d’autres
échantillons de cortex somatomoteur (n = 4 a 5 par groupe) ont été utilisés afin de
quantifier par chromatographie couche mince les sphingolipides, en collaboration
avec I'équipe du Dr Viola Nordstrém (université de Heibelberg, Allemagne), selon le

protocole de Nordstrom et coll., 2013.

V Statistiques

Les résultats quantitatifs sont présentés par la médiane et les quartiles [Q1 ; Q3],
et les résultats qualitatifs en ratio et pourcentage.
Concernant les tests statistiques, les tests de Mann et Whitney et de Kruskall-Wallis
ont été utilisés pour étudier les différences entre deux ou plus de deux groupes
présentant une variable continue. Les résultats sont statistiquement significatifs si la
plus-value est inférieure a 0,05.

Les analyses ont été réalisées a I'aide du logiciel Prism® version 7.
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RESULTATS

| CARACTERISATION DU MODELE

1. Troubles moteurs et non moteurs chez le modéle murin Thyl-aSYN

1.1 Troubles de la motricité fine dés I'age de 3 mois

Le pole test, réalisée a I'dge de 12 mois, montre une augmentation significative
du temps de retournement chez les souris transgéniques par rapport aux souris
controles (120 s [91,7; 120] vs 2,324 s [1,754 ; 12,41]) (figure 10B). Le temps de
descente du pole est similaire entre ces deux groupes, avec une variabilité trés
importante dans le groupe transgénique (4,875 s [3,329; 50,72] vs 4,633 s [3,171 ;
5,272]) (figure 10C).
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Figure 10 : Le pole test réalisé chez les souris Thyl-aSYN et sauvages agées de 12 mois. (A)
Descente du pole d’une souris sauvage. (B) Les souris transgéniques prennent plus de temps a se
retourner que les souris sauvages, malgré un temps de descente non significativement différent (C).
Test de Mann-Whitney ; nwt = 14 ; NThyt-asyn = 7.

Le test de challenge de la poutre analysant un trouble de motricité fine ne montre
pas de différence significative entre les souris Thyla-SYN et contréles sur le temps
de traversée et le nombre de pas a 3, 6 et 12 mois (figure 11C). Cependant, le
nombre d’erreurs par pas est plus important chez les souris transgéniques par
rapport aux contrbéles dés I'age de 3 mois (& 3 mois: 0,8369 [0,7298 ; 1,101] vs
0,3974 [0,2959 ; 0,621]; a 6 mois: 0,7792 [0, 6388 ; 0,992] vs 0,3162 [0,2638 ;
0,4541] ; eta 12 mois : 1,345 [0,8872 ; 1,508] vs 0,793 [0,4946 ; 1,001)).
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Figure 11 : Test de challenge de la poutre chez les souris Thyl-aSYN et sauvages agées de 3, 6
et 12 mois. (A) Représentation du schéma du test moteur. (B) Représentation d’'une erreur observée
lors de I'analyse du test. (C) Les souris transgéniques présentent un nombre d’erreurs par pas majoré
deés I'age de 3 mois. Test de Kruskal-Wallis. Effectifs a 3 mois : nwt = 17 ; Nthy1-asyn = 4, @ 6 MOIS : Nwt
=18 ; NThyt-asyn = 21, et a 12 mois ; nwt = 15 ; NThyt-asyn = 8.

Enfin, le test du retrait de I'adhésif a été réalisé chez les deux cohortes de souris
agées de 3, 6 et 12 mois. Le temps de retrait de cet adhésif est significativement plus
élevé chez les souris transgéniques a 3 mois (6,025 s [4,335; 8,907] vs 4,21 s
[3,409 ; 5,078]) et a 12 mois (21,59 s [9,902 ; 32,24] vs 5,285 s [2,902 ; 7,822]) par
rapport aux souris contréles. Néanmoins, aucune différence significative n’est
observée a I'age de 6 mois (4,422 s [3,668 ; 6,507] vs 4,65 s [3,434 ; 5,705]) (figure
12B).

temps retrait sticker (sec)

Figure 12 : Test du retrait de I'adhésif, réalisé chez des souris Thyl-aSYN et sauvages agées
de 3, 6 et 12 mois. (A) Représentation du test réalisé. (B) Le temps de retrait de I'adhésif est
significativement plus important chez les souris transgéniques agées de 3 et 12 mois par rapport a
leurs contrbles respectifs. Test de Kruskal-Wallis. Effectifs a 3 mois : nwr = 17 ; Nthytasyn = 4, a 6
mois : nwt = 18 ; Nthy1-asyn = 21, et a 12 mois ; nwt = 15 ; NThy1-asyn = 8.
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1.2 Trouble olfactif des I'dge de 3 mois

Le trouble olfactif a été étudié par le test habituation/déshabituation.

Lors des deux premiers essais, les souris transgéniques reniflent moins longtemps la
caissette que les souris contréles a 'age de 3 mois (essai 1:0s [0 ; 6,96] vs 2,06 s
[0;3,56]etessai2:0s[0;6,96] vs 2,06 s [0 ; 3,56]) et a 'dge de 12 mois (essai 1 :
0s[0;2,12]vs3,24s[1;6,84]etessai2: 0s[0;0]vs 0,14 s[0,14 ; 7,5]). Lorsque
la nouvelle odeur est présentée au septieme essai, les souris transgéniques sentent
significativement moins la caissette que les souris contréles uniquement a I'age de
12 mois (3,52 sec [0 ; 6,1] vs 6,26 sec [4,68 ; 9,16]). Cependant, les souris contrbles
reniflent davantage les caissettes des essais 6 et 7, a tout age par rapport aux souris
transgéniques (a I'age de 3 mois : 0 sec [0 ; 0,76] vs 0 sec [3,7 ; 8,34] et a I'age de
12 mois : 0,92 sec [0 ; 4,11] vs 6,26 sec [4,68 ; 9,16]) (figure 13).
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Figure 13 : Figure 13 : Test olfactif habituation/déshabituation réalisé chez des souris Thyl-aSYN et
sauvages agées de 3 et 12 mois. Les souris transgéniques reniflent moins que les souris sauvages lors
des deux premiers essais a l'age de 3 (A) et 12 (B) mois. Ces souris Thy1-aSYN reniflent
significativement moins la caissette du septieme essai que les souris sauvages a I'age de 12 mois. De
plus, la durée de reniflement lors du changement d'odeur est augmentée que chez les souris
sauvages agées de 3 et 12 mois. Test de Mann-Whitney. Effectifs a 3 mois : hwt = 13 ; Nthyz-asyn = 9,
et a 12 mois ; nwt = 16 ; NThyt-asyn = 9.

1.3 Masse corporelle moindre des 3 mois, perdurant avec le temps

Des souris Thyl-aSYN et contréles ont été pesées au sevrage (a 21 jours) et
a l'age de 2, 3, 6, 9 et 12 mois. Indépendamment du génotype, les deux cohortes de

souris gagnent du poids avec l'age (Kruskal Wallis, p<0,0001 pour les deux
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génotypes) (figure 14). Cependant, le poids des souris transgéniques est
significativement inférieur & celui des souris contréles dés I'dge de 3 mois (test de
Mann et Whitney, 27,25 + 0,92 vs 31,31 £ 0,94 g ; p < 0,001).
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Figure 14 : Masse corporelle en fonction de I'dge des souris Thy1l-aSYN et WT. Les souris transgéniques
sont plus maigres dés I'age de 3 mois. Cette tendance perdure dans le temps. Test de Mann-Whitney
et de Kruskal-Wallis. Effectifs & 1 et 2 mois: 17 / groupe, & 3 mois : nwt = 27 ; NThyr-asyn = 25, a 6
Mois : nwt = 33 ; NThyt-asyn = 29, @ 9 MOIis : nwt = 10 ; NThyr-asyn = 9, et @ 12 mois : nwt = 10 ; Nthy1-asyn =
7.

2. Troubles métaboliques du modéle murin Thyl-aSYN

2.1 Masse grasse plus faible a I'dge de 6 mois

Suite a la variation de la masse corporelle, la composition corporelle des
souris Thyl-aSYN et WT a été analysée a l'aide du CT-SCAN. Les teneurs en
masse maigre, masse grasse viscérale et sous-cutanée ont été mesurées. Les
figures 15A représentent des coupes issues de I'analyse d’'une souris contrdle et
d’'une souris transgénique. Ces analyses révelent aucune différence significative de
masse maigre entre les souris Thyl-aSYN et WT des I'age de 3 mois (& 3 mois :
15,84 g [15,3; 18,88] vs 15,95 g [15,19 ; 17,44] ; a 6 mois : 17,11 g [16,96 ; 18,51] vs
199 [17,84; 20,7] et a 12 mois : 17,74 g [16,64 ; 18,54] vs 19,72 g [18,22 ; 21,58]).
Cependant, une augmentation significative de la masse maigre avec I'dge est
observée chez les souris sauvages a I'age de 6 mois par rapport a 'age de 3 mois
(199 (17,84 ; 20,7] vs 15,85 g [15,19 ; 17,44]) (figure 15B).

De plus, les souris Thyl-aSYN agées de 6 mois ont significativement moins de
masse grasse viscérale (1,31 g [0,08046 ; 1,716] vs 3,965 g [2,037; 5,415]), et de
masse grasse sous-cutanée (1,421 g [1,077 ; 1,86] vs 3,494 g [2,028 ; 7,7275]) que

les souris sauvages (figure 15D).
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Comme pour la masse maigre chez les souris sauvages, on observe avec I'age une
augmentation de la masse grasse viscérale (& 6 mois : 3,965 g [2,037; 5,415]) vs a 3
mois : 1,365 g [0,8308 ; 2,861]) et de la masse grasse sous-cutanée (& 12 mois :
5,346 g [4,024; 6,482]) vs a 3 mois : 2 g [1,027 ; 3,989)).
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Figure 15 : Composition de la masse corporelle des souris Thyl-aSYN et WT a I'dge de 3, 6 et
12 mois. (A) Image obtenue lors de I'analyse de la masse corporelle chez une souris sauvage (WT) et
transgénique (Thyl-aSYN) agées de 6 mois au CT-Scan, ou sont représentés la masse maigre (bleu),
la masse grasse sous-cutanée (jaune), viscérale (violet) et I'os (blanc). (B) La teneur en masse maigre
est similaire entre les souris sauvages et Thyl-aSYN, mais les souris sauvages ont significativement
plus de masse maigre a 'age de 6 mois qu'a I'age de 3 mois. (C) Les souris transgéniques ont
significativement moins de masse grasse viscérale et sous-cutanée que les souris sauvages a 6 mois.
De plus, les souris sauvages ont un gain de masse viscérale (a 6 mois) et sous-cutanée (a 12 mois)
par rapport a 'adge de 3 mois. Test de Kruskall-Wallis. Effectifs a 3 mois : nwt =19 ; Nthyr-.asyn = 14, 2 6
MOIs : Nwt = 12 ; NThyt-asyn = 10, et a 12 mois : nwt = 10 ; NThyt-asyn = 7.

2.2 Consommation de boisson et de nourriture moins importante

Afin de mieux comprendre les causes de la diminution du poids corporel et de
la masse grasse chez les souris Thyl-aSYN agées de 6 mois, nous avons analysé
leur prise alimentaire dans des cages métaboliques en phase diurne et nocturne.
L’analyse montre que, en phase nocturne, les souris transgéniques présentent une
diminution significative de la prise de boisson (1,37 mL [0,07 ; 1,8] vs 2,85 mL [1,703
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; 2,67]) (figure 16A) et de la prise alimentaire par rapport aux souris controles (2,13 g
[1,25; 2,77] vs 2,79 g [2,155 ; 3,75]) (figure 16B). Le cycle jour/nuit a un impact sur
la prise alimentaire : la prise alimentaire en phase nocturne est plus importante pour
les deux cohortes de souris (souris WT : 2,79 g [2,155; 3,75] vs 0,76 g [0,415;
1,685] ; souris Thyl-aSYN: 2,13 g [1,25; 2,77] vs 0,91 g [0,25 ; 1,123]). De plus, la
consommation de boisson est significativement augmentée pendant la phase
nocturne uniquement chez les souris contréles (2,85 mL [1,703 ; 2,67] vs 0,325 mL
[0,0525 ; 0,565]).

Associée a cette diminution de la prise alimentaire, les souris transgéniques mangent
significativement en plus petite quantité en phase nocturne (0,1493 g [0,13 ; 0,2151]
vs 0,2613 g [0,1523; 0,3319]) (figure 16C), et la durée de repas tend a étre plus
importante mais sans significativité (8,669 min [6,121 ; 10,27] vs 6,637 min [4,273 ;
8,123]) par rapport aux souris sauvages (figure 16D).

Alors que l'intervalle entre deux repas semble similaire chez ces deux cohortes tout
au long de la journée, un impact du cycle jour/nuit est observé : l'intervalle entre les
repas est plus important en phase diurne (souris WT : 145,2 min [111,8 ; 170,7] vs
52, 8 min [48,97 ; 63,44] ; souris Thyl-aSYN : 116,3 min [71,5 ; 216,5] vs 45,67 min
[34,51 ; 86,26]) (figure 16E).
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Figure 16 : Analyse de la prise alimentaire des souris agées de 6 mois. En phase nocturne, les
souris transgénigues mangent et boivent moins que les souris sauvages (A, B). La quantité ingérée
par repas est moindre pour les souris Thyl-aSYN (C), et la durée du repas a tendance a étre plus
élevée, sans impacter I'intervalle entre les repas (D, E). Test de Mann-Whitney. N = 16/groupe.
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2.3 Activité physique et énergie libérée majorées

L’'usage de ces cages métaboliques a permis de mesurer l'activité physique

dans I'axe horizontal et vertical et d’étudier la locomotion et le redressement des
souris respectivement.
Concernant I'axe vertical, les souris transgéniques ont une activité supérieure aux
souris contrdles uniquement en phase diurne (1019 [468 ; 1238] vs 481 [301;
879,8]). Et dans l'axe horizontal, les souris transgéniques ont une activité
significativement supérieure aux souris controles en phase nocturne et diurne (en
phase nocturne : 7160 [4169 ; 9461] vs 4450 [3624 ; 5421] et en phase diurne : 2161
[1812; 3898] vs 1482 [1161 ; 1769]). Le cycle jour/nuit a également un impact :
I'activité est plus importante en phase nocturne pour les 2 cohortes de souris dans
'axe vertical (souris WT : 2834 [1730 ; 3777] vs 481 [301 ; 879,8] et souris Thyl-
aSYN : 3338 [2397 ; 6377] vs 1019 [468 ; 1238]) et horizontal (souris Thyl-aSYN :
7160 [4169 ; 9461] vs 2161 [1812 ; 3898 et souris WT : 4450 [3624 ; 5421] vs 1482
[1161 ; 1769)) (figure 17A-B).
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Figure 17 : Activité physique, taux d'énergie libérée et ratio d'échange respiratoire chez les
souris Thyl-aSYN et WT agées de 6 mois. Les souris transgéniques présentent une activité
locomotrice et un taux de redressement plus important que les souris sauvages en phase diurne et
pour les deux phases respectivement, avec un impact du cycle jour/nuit (A, B). Les souris
transgéniques liberent moins d’énergie que les souris contréles en phase diurne et nocturne, et cette
variation est également dépendante de la phase jour/nuit (C). (D) Aucun effet (génétique et de cycle)
n’est cependant observé pour le ratio d’échange respiratoire. Test de Mann-Whitney. N = 16/groupe.
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L’énergie libérée par les souris transgéniques est significativement plus faible que les
souris controles le jour et la nuit (en phase nocturne : 0,4805 kcal/h [0,4431 ; 0,5527]
vs 0,5693 kcal/h [0,5248 ; 0,5976] et en phase diurne : 0,3946 kcal/h [0,3657 ;
0,4492] vs 0,4809 [0,4177 ; 0,5204]). Il y a un impact du cycle chez les souris
sauvages : la dépense énergétique est plus importante en phase nocturne (souris
Thyl-aSYN : 0,4805 kcal/h [0,4431 ; 0,5527] vs 0,3946 kcal/h [0,3657 ; 0,4492] et
souris WT : 0,5693 kcal/h [0,5248 ; 0,5976] vs 0,4809 kcal/h [0,4177 ; 0,5204])
(figure 17C).

Enfin, le Ratio d’Echange Respiratoire (RER) est similaire pour les deux cohortes de
souris sans effet du cycle jour/nuit (figure 17D).

2.4 Taux de glycémie et de leptinémie plus faibles

Suite aux différences métaboliques observées entre les souris transgéniques

et sauvages, la glycémie, l'insulinémie et la leptinémie ont été mesurées chez ces
cohortes de souris agées de 3 et 6 mois.
La glycémie obtenue chez les souris transgéniques n’est significativement pas
différente de celle des souris contrles agées de 6 mois (170 mg/dL [139,3 ; 179] vs
166 mg/dL [149,8 ; 191]) (figure 18A). En revanche, l'insulinémie et la leptinémie
dosées chez les souris transgéniques sont significativement plus faibles que chez les
souris sauvages a I'adge de 6 mois (insulinémie : 1,087 ug/L [1,003 ; 2,663] vs 2,764
ug/L [1,566 ; 4,274] et leptinémie :1025 pg/mL [273,5 ; 2850] vs 6265 pg/mL [3245 ;
9834]) (figure 18B-C).
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Figure 18 : Dosage plasmatique du glucose, de l'insuline et de la leptine chez les souris agées
de 6 mois. Alors qu'aucune différence significative n’est observée pour la glycémie (A), les souris
transgéniques ont une insulinémie et une leptinémie significativement plus faible que les souris
sauvages a I'age de 6 mois (B, C). Test de Mann-Whitney. nwt = 19 ; Nthy1-asyn = 11.
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2.5 Surexpression de l'a-synucléine dans I'hypothalamus, associée a une
dérégulation de STAT3 et de la voie mTOR

Une étude a été réalisée dans I'hypothalamus des souris agées de 6 mois, car
cette zone est impliquée dans la prise alimentaire et ’homéostasie énergétique.
Les souris transgéniques ont un taux important d’a-synucléine totale (4,387 [2,561 ;
6,685] vs 0,3952 [0,2148 ; 0,7224]), phosphorylée en serine 129 (1,765 [1,109 ;
4,771] vs 0,1465 [0,1187 ; 0,2782]), et agrégée (17,28 [24,22 ; 11,52] vs 0,2311
[0,0636 ; 0,557]), par rapport aux souris contréles (figure 19).
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Figure 19 : Analyse protéique des formes totales, phosphorylées et agrégées de I'a-synucléine
dans ’hypothalamus des souris Thy1-aSYN et WT &gées de 6 mois. (A) Les résultats obtenus par
immunoempreinte démontre une expression élevée d’a-synucléine totale (B), phosphorylée en
sérinel29 (C) et agrégée (par reconnaissance de la structure 5G4 du monomeére) (D) dans
’hypothalamus des souris transgéniques. Test de Mann-Whitney. nwt = 19 ; NThyz-asyn = 11.

Associée a cette surexpression d’a-synucléine, la voie de signalisation mTOR,
fortement impliquée dans '’homéostasie énergétique, a été étudiée, ainsi que les
voies IRS1 et STAT3 qui sont activées respectivement par I'insuline et la leptine
(figure 20A). Alors que la voie IRS-1 ne semble pas varier chez les souris
transgéniques (figure 20B), la protéine STAT3 phosphorylée sur le résidu tyrosine
705 est diminuée chez les souris Thyl-aSYN par rapport aux souris contrdles
(0,4245 [0,3733 ; 0,5504] vs 0,7266 [0,5345 ; 0,8714]) (figure 20C).

La voie Akt n’est pas significativement différente entre le groupe Thy1-aSYN et WT

(figure 20D) ainsi que la voie mTOR, malgré une tendance a 'augmentation de la
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forme totale de mTOR chez les souris transgéniques (1,555 [1,221; 2,025] vs 1,049
[0,9472 ; 1,87]) (figure 20E).

Enfin, alors que le taux de raptor (INnTORC1) semble similaire entre les deux groupes
murins (figure 20F), le taux de rictor (INTORC2) est significativement plus faible chez
les souris Thyl-aSYN (0,7321 [0,5365 ; 0,7864] vs 1,309 [1,172 ; 1,39]) (figure 20G).
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Figure 20 : Analyse par immunoempreinte de I'expression protéique de la voie mTOR dans
I'nypothalamus des souris Thyl-aSYN et WT &gées de 6 mois. (A) Résultats obtenus lors de
'analyse protéique. Alors qu’aucune différence n’est observée pour la voie de IRS-1 (B) et akt (D), la
proportion STAT3 P/STATS3 total est significativement plus faible chez les souris Thyl-aSYN (C). La
voie mMTOR est semblable entre les deux groupes mais la forme totale de mTOR a tendance a
augmenter chez les souris transgéniques (E). Concernant les protéines mTORC1 et mMTORC2, le taux
de raptor est significativement plus faible chez les souris transgéniques (F, G). Test de Mann-Whitney.
nwt = 10 ; Nthy1-asyn = 7.

3. Etude du systéme immunitaire du modeéle murin Thyl-aSYN

L’utilisation de 9 anticorps nous a permis d’étudier différentes populations du
systéme immunitaire au niveau central et périphérique chez les souris transgéniques
agees de 3, 6 et 12 mois.

Tout d’abord, dans le sang des souris, un impact de I'age est observé entre les
souris agées de 6 et 12 mois. En effet, on observe a 12 mois, indépendemment du
génotype, une diminution des leucocytes (souris WT : 9043 cellules [7002 ; 20236]
vs 85349 cellules [76683 ; 100103] et souris Thyl-aSYN : 18782 cellules [11008 ;
22174] vs 87881 cellules [61106 ; 100895]) (figure 21A), des lymphocytes T (souris
WT: 7,2% [6,2; 11] vs 15,7% [12,15; 19,5] et souris Thyl-aSYN: 10,9% [7,1;
13,5] vs 15,35% [12,73; 19,03]) (figure 21E) et des lymphocytes B (souris WT :
6,4% [2,8; 7,4] vs 60,25% [54,83; 69,75] et souris Thyl-aSYN: 4% [2,9; 9] vs
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54,6% [44,73 ; 64,75]) (figure 21D). De plus, les souris transgéniques agées de 12
mois ont significativement moins de lymphocytes T CD4+ que les souris Thyl-aSYN
de 6 mois (Lc T CD4+ : 32,9% [21,5; 34,7] vs 50,8% [41,35; 54,43]) (figure 21F). A
'inverse, une augmentation des monocytes est significativement observée chez les
souris agéees de 12 mois par rapport a celles de 6 mois, quelque soit le génotype
(souris WT : 39,2% [30,9 ; 59,5] vs 24,05% [21,88 ; 30,75] et souris Thyl-aSYN :
56,8% [44,4 ; 64,8] vs 30,45% [24,18 ; 38,7]) (figure 21B).

Un effet du génotype est observé uniquement pour les lymphocytes T CD8+ : les
souris transgéniques ont significativement moins de Lc T CD8+ que les souris
contrbles a 3 mois (21,9% [16,55 ; 26,75] vs 36,4% [31,25 ; 40,3]) et a 6 mois (25,9%
[15,15; 37,98] vs 36,7% [33,2 ; 39,35]) (figure 21H). Les populations cellulaires NK
et T régulatrices présentent des quartiles Q1 Q3 importants et un effet de génotype

ou d’age n’est pas constaté (figure 21C et G).
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Figure 21 : Représentation des populations du systeme immunitaire périphérique étudié par
cytométrie en flux dans le sang de souris agées de 3, 6 et 12 mois. Les souris transgéniques et
sauvages présentent moins de leucocytes et de lymphocytes T et B a 'age de 12 mois par rapport a
'age de 6 mois (A, D, E). Le résultat est similaire uniquement chez les souris transgéniques pour la
population lymphocytaire T CD4+ (F). Alors qu’aucune différence significative n’est observée pour les
populations lymphocytaires NK (C) et T régulatrices (G), les souris transgéniques agées de 3 et 6
mois ont significativement moins de lymphocytes T CD8+ que les souris sauvages du méme age (H).
Test de Kruskall-Wallis. Effectifs & 3 mois : nwr = 17 ; Nthyiasyn = 13, & 6 mois : 18/groupe, et & 12
mois : 7/groupe.

Ensuite, 'analyse d’homogénat cérébral a démontré des effets liés a I'age. Similaire
aux résultats dans le sang des souris, sont observées une diminution significative du

taux de lymphocytes T CD4+ quelque soit le génotype (souris WT : 3,65% [1,2;
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8,45] vs 31,25% [14,7 ; 42,95] et souris Thyl-aSYN : 4,2% [1,25 ; 8,45] vs 34,35%
[18,13; 46,43]) (figure 22F), et également une diminution du taux de lymphocytes T
chez les souris transgéniques agées de 12 mois par rapport a celles agées de 6
mois (1% [0,5; 3,4] vs 4,3% [2,8 ; 10,18]) (figure 22E). De plus, le taux de
lymphocytes NK est significativement plus faible chez les souris agées de 6 mois par
rapport a celles agées de 3 mois, indépendemment du génotype (souris WT : 0,1%
[0; 0,125] vs 1,15% [0,15 ; 2,75] et souris Thyl-aSYN : 0,1% [0 ; 0,2] vs 0,4% [0,1 ;
0,65]) (figure 22H). Enfin, les taux de macrophages (souris Thyl-aSYN : 3% [0,65 ;
6,55] vs 12,8% [5,675 ; 24,03] et souris WT : 2,8% [1,975 ; 4,25] vs 11,9% [6,7 ;
28,68]) et de microglie (souris Thyl-aSYN : 12,1% [4,75 ; 18,65] vs 75,8% [58,45 ;
79,63] et souris WT: 13,55% [3,825 ; 30,78] vs 75,85% [63,33 ; 88,9]) sont
significativement plus faibles chez les souris agées de 12 mois que de 6 mois, sans
effet du génotype (figure 22B et C).

D’autre part, un effet transgene est observe : les souris Thyl-aSYN &agées de 12
mois présentent plus de leucocytes cérébraux qu’a I'age de 6 mois (29667 cellules
[13766 ; 37416] vs 12128 cellules [8804 ; 16749]) (figure 22A).

Aucune différence significative n’est observée pour les lymphocytes B (figure 21D), T
régulateurs (figure 211) et T CD8+ (figure 22G).
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Figure 22 : Représentation des populations du systéme immunitaire central étudié par

cytométrie en flux dans le cerveau de souris agées de 3, 6 et 12 mois Les souris transgéniques
agées de 12 mois ont un taux de leucocytes supérieur aux souris Thyl-aSYN agées de 6 mois (A).
Les souris transgéniques et sauvages présentent moins de macrophages, de microglie et de
lymphocytes T CD4+ a I'dge de 12 mois par rapport a 'age de 6 mois (B, C, F). Le résultat est
similaire uniquement chez les souris transgéniques pour la population lymphocytaire T (E). Alors
gu’aucune différence significative n’est observée pour les populations lymphocytaires B (D), T reg (l)
et T CD8+ (G), les souris transgéniques et sauvages agées de 6 mois ont moins de lymphocytes NK
cérébraux qu’a I'age de 3 mois (H). Test de Kruskall-Wallis. Effectifs & 3 mois : nwt = 14 ; NThyt-asyn =
13, a 6 mois : 14/groupe, et a 12 mois : nwt = 10 ; NThyz-asyn = 9.

I Modulation pharmacologigue de l'activité cérébrale de la

glucocérébrosidase

1. Modulation de [Pactivité de la glucocérébrosidase cérébrale par le

traitement par le miglustat et le conduritol-B-epoxyde

Tout d’abord, une méthode de dosage du miglustat par CLHP-SM a été mise
au point a l'aide du Dr Héléne Carrié et en collaboration avec le PSM-GRITA sur des
homogénats cérébraux. La figure 23 démontre bien la présence du miglustat dans le

plasma, mais aussi dans un extrait cérébral de souris traitée.
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Figure 23 : Données obtenues lors de la quantification du miglustat par CLHP-SM dans le sang
et le cerveau de souris traitées. Le miglustat a un temps de rétention de 2,79 minutes.

Ensuite, le dosage de I'activité glucocérébrosidase a été réalisée dans le cerveau
des souris traitées par le CBE, le MIG et le PBS. Les souris traitées par CBE ont une
activité glucocérébrosidase significativement plus faible que les souris traitées par
PBS (souris WT : 46,41% [35,98 ; 66,74] vs 86,47% [66,82 ; 131,7] et souris Thyl-
aSYN : 37,16% [21,24 ; 42,06] vs 117,9% [81,87 ; 141,1]). A linverse, les souris
traitées par MIG présentent une activité glucocérébrosidase significativement plus
élevée que leurs contréles (souris WT : 151,5 % [120,3 ; 214,7] vs 86,47% [66,82 ;
131,7] et souris Thyl-aSYN: 171,4% [131,1 ; 242,3] vs 117,9% [81,87 ; 141,1]).
Notons qu’aucun effet transgéne n’est observé chez les souris traitées par PBS
(figure 24A). De plus, I'expression protéique est similaire entre les différents groupes
de souris (figure 24B).

Des glycosphingolipides ont été quantifiés par spectrométrie de masse dans le
cortex sensorimoteur des souris (figure 24C). Les taux de GalCer sont
significativement plus faibles chez les souris traitées par CBE ou MIG par rapport
aux souris traitées par PBS, quelque soit le génotype. Et a l'inverse, les taux de
GlcCer sont significativement plus élevés chez les souris traitées par MIG ou CBE
par rapport aux controles.

Concernant I'évolution des gangliosides, les souris sauvages traitées par MIG ont
tendance a avoir moins de GM1 que leur contréle, et les souris sauvages traitées par
CBE moins de GD1a (figure 24D).
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Enfin, un effet transgene est observeé : les souris Thyl-aSYN traitées par du PBS ont
significativement plus de céramides que les souris sauvages traitées par PBS (figure
24C).
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Figure 24 : Evolution de l'activité de la glucocérébrosidase, de ses substrats et produits
cérébraux suite & la modulation pharmacologique de la glucocérébrosidase. L’activité cérébrale
de la glucocérébrosidase est diminuée chez les souris traitées par CBE et augmentée chez les souris
traitées par MIG (A), sans variation de I'expression protéique (B). Les GalCer sont diminués et les
GlcCer augmentés chez les souris traitées par MIG ou CBE par rapport a celles traitées par PBS (C).
De plus, le traitement par CBE diminue le taux de GD1a chez les souris sauvages, et le traitement par
MIG diminue le taux de GM1 chez ces mémes souris (D). Un effet transgéne est observé : les souris
Thyl-aSYN présentent plus de céramides que les souris sauvages (C). Test de Kruskall-Wallis. N =
5/groupe.

2. Impact de cette modulation sur les troubles non moteurs des souris Thyl-
aSYN

Différents critéres ont été évalués, tels que I'évolution du poids et la motricité
fine. Tout d’abord, apres les 14 jours de traitement, les souris traitées par le CBE ont
un poids significativement plus faible que les souris traitées par PBS, quelque soit le
génotype (souris WT : -2,093 g [- 4,549 ; -0,358] vs 0,2303 g [-1,796; 1,81] et souris
Thyl-aSYN :-4,439 g [- 9,822 ;- 0,4216] vs -1,014 g [- 3,331; 0,3681]). Cependant la
variation du poids avant et apres le traitement est similaire pour les souris Thyl-
aSYN et contrdles traitées par le miglustat et le PBS (figure 25A).

Tout d'abord, le test de challenge de la poutre montre uniquement un effet

bY

transgene : les souris Thyl-aSYN prennent plus de temps a traverser la poutre

97




(9,162 s [7,723 ; 11,67] vs 5,855 s [4,628 ; 7,2]), font plus de pas lors d’'une traversée
(17,4 [15,95 ; 18,5] vs 15,9 [15,6 ; 17,35]), et font plus d'erreurs par pas (1,002
[0,7822 ; 1,298] vs 0,4242 [0,3658 ; 0,6496]) (figure 25C).
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Figure 25 : Evolution du poids corporel et des troubles de motricité fine chez les souris Thyl-
aSYN et WT traitées par PBS, MIG et CBE. Une différence d’évolution de poids entre le début et la
fin du traitement est observé uniquement les souris traitées par CBE : les souris prennent moins de
poids, quelque soit leur génotype (A). Alors que seul un effet transgéne est observé dans le test de
challenge de la poutre (C), le traitement par CBE entraine un temps de retrait de l'adhésif
significativement plus important chez les souris transgéniques (B). Test de Kruskall-Wallis et Mann-
Whitney. Effectifs & 3 mois : nwtees = 19 ; NThy1-asynpes = 22, & 6 MOIS : Nwtcee = 17 ; NThyt-asyn ce = 20,
eta 12 mois : nwtmic = 17 ; NThyt-asyn mic = 20.

Néanmoins, un effet du traitement par CBE est observé uniquement chez les souris
transgéniques lors du test du retrait de I'adhésif : les souris transgéniques traitées
par le CBE prennent plus de temps a retirer 'adhésif que les souris Thy1-aSYN
traitées par le PBS (6,6 s [5,16 ; 9,07] vs 4,15 s [3,66 ; 5,57]) (figure 25B).

3. Impact de cette modulation sur les taux plasmatiques et cérébraux d’a-

synucléine

La forme totale d’a-synucléine a été quantifiée dans le cerveau de souris par
méthode ELISA et immunoempreinte (figure 26A). Alors qu’un effet traitement n’a été
observé par les deux méthodes, les souris transgéniques présentent plus d’a-
synucléine que les souris contréles (1,615 [1,435 ; 2,11] vs 0,2061 [0,1499 ; 0,2618])
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(figure 26B). Les résultats sont similaires pour la forme P129S dans le cerveau, ou
seul un effet transgene est observé : la forme phosphorylée est surexprimée chez les
souris transgéniques (2,514 [1,748 ; 4,075] vs 0,07688 [0,03687 ; 0,8375]) (figure
26B). Par contre, la forme agrégée humaine d’a-synucléine, quantifiee par FRET, ne
montre pas d’effet transgene et d’effet traitement (figure 26D).

Dans le sang, la forme totale a été quantifiée chez les souris transgéniques par une
technique ELISA reconnaissant la forme humaine de I'a-synucléine. Les souris Thyl-
aSYN traitées par miglustat ont un taux significativement plus faible d’a-synucléine
dans le sang que celles traitées par le PBS (2106 pg/mL [1648 ; 2531] vs 3161
png/mL [2078 ; 4448]) (figure 26E), sans variation significative du taux d’hémoglobine
dans ces échantillons plasmatiques (figure 26F).
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Figure 26 : Quantification protéique de I'a-synucléine cérébrale et sanguine. (A) Représentation
des formes d’a-synucléine obtenues par immuno-empreinte. Les souris transgéniques surexpriment la
forme totale (B) et phosphorylée P129S (C) dans le cerveau en regard des souris contréles, sans effet
traitement. Concernant la forme agrégée, aucun effet traitement ou transgéne n’a été significativement
observé (D). Par contre, dans le sang, le traitement par le miglustat diminue le taux sanguin d’a-
synucléine par rapport aux souris traitées par le PBS (E) sans variation du taux d’hémoglobine (F).
Test de Kruskall-Wallis. Effectifs aSYN total : 19/groupe en ELISA et 6/groupe en WB ; aSYN P129S:
13/groupe, aSYN agrégée : 2/groupe WT, 8/groupe

4. Impact de cette modulation sur la voie de signalisation mTOR et

'autophagie

Les protéines raptor et rictor, associées aux unités mTORC1 et mTORC2

respectivement, ont été quantifiees par immunoempreinte (figure 27A). Un effet
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transgene est significativement observeé : les souris transgéniques surexpriment la
protéine raptor par rapport aux souris contrdles (0,9068 [0,5991 ; 1,548] vs 0,562
[0,4439 ; 0,9796]) (figure 27C). Un effet traitement par miglustat est observé pour ces
sous-unités associées a mMTOR. En effet, les souris transgéniques traitées par le MIG
expriment moins de protéine rictor que les souris transgéniques traitées par le PBS
(0,2251 [0,1926 ; 0,3981] vs 0,7813 [0,3023 ; 1,06]) (figure 27B). Et les souris
sauvages traitées par le MIG expriment davantage la protéine raptor que les souris
traitées par PBS (1,122 [0,8352 ; 1,835] vs 0,562 [0,4439 ; 0,9796]) (figure 27C).

La protéine LC3B permettant d’étudier l'activité autophagique a été également
analysée, mais aucune variation entre les différents groupes n’a été décelé (figure
27D).
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Figure 27 : Etude de la voie de signalisation mTOR et de |'activité autophagique par immuno-
empreinte. (A) Représentation des résultats obtenus par immuno-empreinte. (B) L’effet traitement du
miglustat est associé a une diminution du taux rictor chez les souris transgéniques, et une
augmentation du taux de raptor chez les souris sauvages. (C) De plus, les souris transgéniques ont
un taux augmenté de raptor. (D) L’activité autophagique ne semble pas varier selon le traitement ou le
génotype des souris. Test de Kruskall-Wallis et de Mann-Whitney. N = 10/groupe

5. Impact de la modulation sur I'inflammation

L’'impact du traitement a été étudié sur la réponse immunitaire par cytométrie

en flux.
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Dans le sang, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont les seules populations
cellulaires étudiées associées a un effet traitement. Le taux de lymphocytes T CD4+
est significativement plus important chez les souris sauvages traitées par CBE que
chez les souris traitées par PBS (56,8% [52,4 ; 60 ,25] vs 52,4% [47,1 ; 54,2]) (figure
28F).

De plus d’un effet transgene est observé sur les populations T CD8+, avec une
diminution de ce taux chez les souris Thyl1-aSYN (21,9% [16,55 ; 26 75] vs 36,4%
[31,25 ; 40,3]). L'effet du traitement CBE est différent selon le transgéne de la souri :
sous CBE, les souris WT ont moins de lymphocytes T CD8+ (30,9% [25,93 ; 34,9] vs
36,4% [31,25 ; 40,3]) alors que les souris Thyl-aSYN en présentent davantage par
rapport a leurs contrdles respectifs (30,25% [25,08 ; 32,15] vs 21,9% [16,55 ; 26,75)
(figure 28H). Aucun effet n’est observé dans le sang pour les populations
monocytaires et lymphocytaires NK, B, et T régulatrices (figure 28A a E, et G).
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Figure 28 : Représentation des populations du systeme immunitaire périphérique étudié par
cytométrie en flux dans le sang de souris traitées par PBS, MIG et CBE. La majorité des
populations cellulaires étudiées ne varie pas en fonction du traitement et du génotype (A a E, G).
Néanmoins, les souris transgéniques présentent moins de lymphocytes T CD8+ que les souris
sauvages (H). Un impact du traitement est décelé pour les populations lymphocytaires T CD4+ et T
CDB8+ : les souris sauvages traitées par CBE présentent plus de lymphocytes T CD4+ (F) et moins de
T CD8+ (H), alors que les souris transgéniques présentent davantage de lymphocytes T CD8+. Test
de Kruskall-Wallis. Effectifs a 3 mois : nwt pes = 17 ; NThyt-asyn Pes = 13, & 6 MOIS : nwTt cee = 17 ; NThyt-
asyncBe = 14, et a 12 mois : nwtmic = 16 ; NThyt-asyn mic = 14.

Puis, au niveau cérébral, le traitement par CBE augmente significativement le taux

de leucocytes cérébraux chez les souris transgéniques (19312 cellules [15848 ;
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28395] vs 11517 [8901 ; 15090] (figure 29A). Ce résultat est associé a une
augmentation des différentes populations leucocytaires cérébrales sans modification
de la proportion des différentes sous-populations monocytaires et lymphocytaires

(figure 29B a I).
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Figure 29 : Représentation des populations du systéme immunitaire central étudié par
cytométrie en flux dans le cerveau des souris traitées par PBS, MIG et CBE. Le traitement par
CBE entraine une augmentation des populations leucocytaires dans le cerveau des souris
transgéniques (A), sans modification de proportion des différentes sous-populations leucocytaires
étudiées (B-1). Test de Kruskall-Wallis et de Mann et Whitney. Effectifs a 3 mois : nwt res = 15 ; Nthy1-
asynpPes = 13, & 6 mois : nwtcee = 15 ; NThyt-asyncee = 12, et a 12 mois : nwtmic = 13 ; NThy-asyn mic = 11.

Enfin, les astrocytes jouant un réle important dans la neuroinflammation, le GFAP a
été quantifié par immuno-empreinte (figure 30A). En effet, l'augmentation
d’expression protéique de GFAP est associée a une activation astrocytaire. Nos
données ne montrent pas de variation du taux protéigue de GFAP dans nos

différents échantillons cérébraux (figure 30B).
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Figure 30 : Etude de I'expression protéique cérébrale de GFAP. L’expression protéique de GFAP
a été quantifiée par immuno-empreinte (A). Aucun effet traitement et transgéne n’a été observé (B).
Test de Kruskall-Wallis et Mann et Whitney. N = 12/groupe.
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DISCUSSION

L’'objectif de ce travail était d'évaluer la modulation de [lactivité
glucocérébrosidase sur I'accumulation de I'a-synucléine, la neuroinflammation et le
phénotype d’'un modéle murin évoquant des stades précoces de la maladie de
Parkinson.

Le travail a été réalisé sur le modele murin Thyl-aSYN qui accumule I'a-synucléine
humaine non mutée sous le promoteur Thyl, permettant son expression pan-
neuronale [Rockenstein et coll., 2002]. En effet, une étude démontre que l'a-
synucléine est augmentée d’un facteur 2 a 3 dans toutes les zones cérébrales dés
10 jours de vie, sauf dans le thalamus et le cervelet ou cette surexpression atteint un
facteur 5 a 6 [Chesselet et coll., 2012]. De plus, cette accumulation d’a-synucléine a
également été rapportée dans les neurones mésentériques a I'age de 8 mois [Wang
et coll., 2012]. D’autre part, I'agrégation de I'a-synucléine cérébrale évolue avec I'age
de la souris : le nombre et la taille de ces agrégats protéinase K résistants sont plus
importants chez les souris plus agées. Ces agrégats ont été observés dés I'age de 1
mois dans les bulbes olfactifs, le noyau dorsal du nerf vague, le thalamus, le cervelet
et le locus coeruleus, puis a I'dge de 5 mois dans la substance noire [Chesselet et
coll., 2012]. Cette progression spatiale et temporelle de I'agrégation protéique dans
des tissus cérébraux spécifiques sous-entend une similitude a la progression de
'accumulation de l'a-synucléine selon I'hypothése de Braak dans la maladie de
Parkinson. En effet cette hypothése suggere que la pathologie des corps de Lewy
(corps cellulaire contenant de I'a-synucléine agrégée) apparaitrait tout d’abord dans
les bulbes olfactifs et le noyau dorsal du nerf vague, puis dans le locus coeruleus, et
puis dans le mésencéphale dont la substance noire. Cependant, la transmission ne
reproduit que partiellement le phénomeéne prion-like retrouvé chez certains patients
parkinsoniens bénéficiant d’'une greffe neuronale [Li et coll., 2008 ; Kordower et coll.,
2008]. En effet 'équipe de Rockenstein a greffé des cellules souches neuronales de
souris dans I'hippocampe de ce modele en 2002. Des corps d’inclusions enrichis en
a-synucléine ont été observées dans ces cellules 1 a 4 semaines apres la greffe,
sans présence de forme fibrillaire [Desplats et coll., 2009]. Enfin, chez les souris
Thyl-aSYN, la forme aSYN P129S (forme de I'a-synucléine prépondérante dans les
corps de Lewy) est retrouvée a un taux plus élevé dans la substance noire, le
striatum, le cortex, I'hippocampe, sans variation significative dans le thalamus, le

cervelet et les bulbes olfactifs.
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Associée a cette accumulation d’a-synucléine, ces souris développent

rapidement une neuroinflammation, définie par une activation microgliale, dans le
striatum a I'dge de 1 mois puis dans la substance noire a 'dge de 5 mois. Une
activation du systeme immunitaire adaptatif au niveau périphérique est ensuite
détectée a un age plus avanceé de la souris (14 mois), ou les taux de lymphocytes T
CD4+ et CD8+ sanguins sont plus importants [Watson et coll., 2012]. Il est
intéressant de noter qu’une neuroinflammation précoce est également observée
chez les patients parkinsoniens [Ouchi et coll., 2009], ainsi qu’'une augmentation des
taux sanguins de lymphocytes T CD8+ [Baba et coll., 2005].
Enfin, la perte de dopamine dans le striatum des souris est rapidement progressive.
En effet, ce modéle murin ne présente pas de variation de la quantité de dopamine
jusqu’a I'age de 12 mois, puis perd 40% du taux de dopamine au niveau striatal a
lage de 14 mois [Lam et coll.,, 2011]. A 22 mois, le nombre de neurones
dopaminergiques dans la partie compacte de la substance noire est stable, mais une
perte en dopamine et une diminution du diametre des neurones TH+ restants ont été
détectés. Avant la perte cérébrale en dopamine, ces souris présentent un taux de
dopamine striatal extracellulaire plus important, un déreglement de [Iefflux
dopaminergique, et un déreglement de la modulation des récepteurs
dopaminergiques a I'age de 6 mois [Lam et coll., 2011]. Or, dans la maladie de
Parkinson, il est supposé qu’'une neurodégénérescence dopaminergique progressive
est associée a une perte du taux de dopamine [Fearnley et Lees, 1991]. L'excés de
dopamine décrit dans ce modéle pourrait étre a [lorigine dune
neurodégénerescence, notamment en induisant la production de 6-OHDA
neurotoxique [Blum et coll., 2001].

Comme décrit dans la littérature, ce modéle murin présente a un jeune age (3
mois) des altérations qui peuvent étre observés en phase précoce de la maladie de
Parkinson, tels qu’une constipation, une perte de poids, une altération de la fonction
olfactive et de la motricité fine. Néanmoins, ce modéle développe, avant la perte de
dopamine au niveau striatal, des troubles comportementaux qui ne sont pas décrits
dans les stades précoces de la maladie de Parkinson, tels qu’'une hyperactivité
motrice associée a un déreglement de lefflux dopaminergique, et des troubles
cognitifs. La présence a I'age de 5 mois de troubles cognitifs et d’'une accumulation
neuronale d’a-synucléine peut suggérer que la souris Thyl-aSYN soit un modéle de
syndrome parkinsonien présentant des altérations cognitives précoces, qui font

penser a d’autres synucléinopathies comme la démence a corps de Lewy et la
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paralysie supranucléaire progressive. Cependant, les souris Thyl-aSYN ne
présentent pas les signes caractéristiques de ces pathologies. En effet, 'absence
d’a-synucléine agrégée dans le cortex de ces souris ne sous-entend pas un modele
de démence a corps de Lewy, et I'apparition tardive de troubles moteurs majeurs
améliorés par les traitements dopaminergiques n’évoque pas un modele de paralysie
supranucléaire progressive.

Puis, les souris Thyl-aSYN &gées de 14 mois présentent une perte de dopamine
dans le striatum associée a des altérations motrices majeures qui régressent par
traitement a la L- DOPA [Fleming et coll., 2006]. Cette altération motrice majeure
répondant au traitement dopaminergique, et associée a une perte de dopamine
suggere une similarité a la phase motrice de la maladie de Parkinson.

Ce modele présente donc certaines altérations observées dans la maladie de
Parkinson au niveau histopathologique (une agrégation progressive d’a-synucléine
dans les neurones, une neuroinflammation puis une activation du systeme
immunitaire adaptatif, une perte de dopamine au niveau striatal) et phénotypique
(apparition de troubles non moteurs précoces, puis de troubles moteurs majeurs
répondant a la L-DOPA). De plus, la perte tardive du taux de dopamine au niveau
striatal suggére que les souris Thyl-aSYN jeunes miment un stade précoce de la
maladie de Parkinson. Ce modele peut étre ainsi utilisé pour mieux comprendre
limpact d’'une accumulation d’a-synucléine agrégée sur l'activation du systéme
inflammatoire et la survenue de troubles phénotypiques (tels qu’une variation du
poids corporel, un trouble de la motricité fine et de I'olfaction), avant la perte massive
du taux de dopamine au niveau striatal [Chesselet et coll., 2012].

Pour répondre aux objectifs, I'étude du modéle murin Thyl-aSYN semble
pertinente. En effet, parmi les modéles murins mimant certains aspects du syndrome
parkinsonien, dont une accumulation de l'a-synucléine, on note les modeles
génétiques surexprimant une forme d’a-synucléine mutée ou native, deux modeles
environnementaux (les modéles paraquat/maneb et roténone) et d’autres modeéles
impliquant une altération physiopathologique potentientiellement impliquée dans la
neurodégénérescence dopaminergique (les modeles C-Rel-NFKB, MitoPark, Atg7 et
VMAT?2) [Blesa et Przedborski, 2014]. Tout d’abord, les modeéles murins par
ingestion de paraquat/maneb et de roténone développent également des signes non
moteurs & un jeune age et une perte en dopamine, mais des difficultés de
reproductibilité du modéle et la toxicité liée a I'ingestion de ces composés peuvent

limiter leur usage [Tinakoua et coll., 2015 ; Betarbet et coll., 2000 ; Friedman et coll.,
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2012]. D’autre part, les modeles MitoPark et Atg7 développent une inflammation et
des troubles moteurs tardifs associés a une perte de dopamine, mais sans détection
d’a-synucléine agrégée [Good et coll., 2011 ; Ekstrand et coll., 2007 ; Ahmed et coll.,
2012]. Puis le modele C-Rel-NFKB présente tardivement de I'a-synucléine agrégée
dans le mésencéphale, mais elle n'’est pas détectée dans le striatum [Baiguera et
coll.,, 2012 ; Good et coll.,, 2011]. Le modéle VMAT2, quant a lui, présente des
troubles non moteurs précoces mais I'a-synucléine s’accumule tardivement, environ
14 mois aprés lapparition de ces signes non moteurs [Taylor et coll., 2011].
L’utilisation d’'un modéle génétique surexprimant I'a-synucléine non mutée va
permettre d’étudier spécifiquement I'impact de cette accumulation sur le
développement d’autres altérations observables dans les syndromes parkinsoniens.
L’injection de l'a-synucléine par méthode virale va permettre une expression
spécifique de la protéine dans la zone cérébrale injectée. Cependant I'utilisation de
promoteurs permet une meilleure reproductibilité chez la souris. Parmi les
promoteurs utilisés, les modele PrP-aSYN et TH-aSYN ne présentent pas de
neurodégénerescence dopaminergique, alors que le modéle Thyl-aSYN permet
d’observer une perte modérée des neurones dopaminergiques [Blesa et Przedborski,
2014].

| Evolution des populations du systéeme immunitaire

L’inflammation semble étre un facteur pathogénique majeur de la progression
de la maladie de Parkinson. En effet, les signes moteurs et non moteurs pourraient
étre associés a une expansion de linflammation [Kannarkat et coll., 2013]. Dans
notre étude, les populations du systeme immunitaire ont été évaluées dans le sang
et le cerveau du modéle murin Thyl-aSYN a I'age de 3, 6 et 12 mois. L’analyse a
ces 3 ages permet d’étudier I'impact de la progression temporelle et spatiale des
agrégats d’a-synucléine sur l'inflammation, avant la perte de dopamine au niveau
striatal. Plusieurs parametres ont été pris en compte lors de I'étude afin d’éviter une
activation inflammatoire aspécifique. Tout d’abord, l'utilisation du promoteur Thy1-
aSYN permet de surexprimer I'a-synucléine dans le thymus, ce qui permet une
tolérance du systéeme immunitaire a I'a-synucléine humaine non mutée. De plus,

I'nébergement dans une animalerie EOPS limite I'activation du systeme immunitaire.
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Et enfin, la manipulation des souris par la méme personne pendant I'étude limite le
stress pouvant étre responsable d’une inflammation [Deak et coll., 2015].

La combinaison de neufs anticorps a permis d’analyser 7 populations cellulaires du
systtme immunitaire. Cependant, [linterprétation des cellules présentes
physiologiquement en faible proportion est complexe, car, afin d’observer un effet
inter-individuel, les échantillons n'ont pas été regroupés. Ainsi, pour pouvoir étudier
davantage I'évolution de ces populations cellulaires minoritaires, il faudrait regrouper
différents échantillons d’'un méme groupe, voire augmenter le nombre d’animaux par

groupe afin de diminuer la variance obtenue.

1. Evolution en fonction de I’dage des populations du systeme immunitaire au

niveau périphérique

Dans le sang de ces souris, la majorité des populations du systéme
immunitaire évolue dans le méme sens chez les souris transgéniques ainsi que les
contréles du méme age. L’absence de variation entre les souris jeunes (agées de 3
et 6 mois) et I'évolution des proportions chez les souris plus agées (agée de 12 mois)
tend a supposer que les variations du systeme immunitaire observées en périphérie
seraient liées au vieillissement de la souris, indépendamment de I'agrégation de I'a-
synucléine. Les souris agées de 12 mois présentent une augmentation de la
proportion des monocytes, et une diminution de la proportion des leucocytes (dont
les lymphocytes B et T), et dont la diminution des lymphocytes T CD4+ est
significative uniquement chez les souris Thyl-aSYN. Par ailleurs, une évolution des
populations du systéme immunitaire dépendante de I'dge est observée chez
'Homme dans la littérature. En effet, les taux de leucocytes et de lymphocytes T
CD4+ sanguins sont plus faibles chez les personnes agées [Moro-Garcia et coll.,
2013 ; Nikolich-Zugich, 2008 ; Linton et Dorshkind, 2004], ce qui augmenterait la
susceptibilité des personnes agées a développer une neurodégénerescence [Fulop
et coll., 2010]. De plus, le nombre de monocytes sanguins ne semble pas varier avec
'age chez I'Homme, mais les monocytes agés activés ont une réponse moins
efficiente [Metcalf et coll., 2017].

Associés a ces résultats liés au vieilissement du modeéle, notre étude révéle
que I'accumulation de l'a-synucléine affecte la proportion de lymphocytes T CD8+
sanguins. En effet, les souris Thyl-aSYN ont moins de lymphocytes T CD8+

sanguins a I'age de 3 et 6 mois par rapport aux souris contréles du méme age, puis a
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'age de 12 mois, ce taux a tendance a augmenter et le ratio CD4+/CD8+ tend a
diminuer. Dans la littérature, Watson et collaborateurs ont constaté que les
lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont tendance a étre en plus grande proportion chez
les souris transgéniques, avec une augmentation significative de ces lymphocytes a
'age de 22 mois. La différence de résultats entre cette étude et la nbtre pourrait étre
liee a la méthode de cytométrie en flux utilisée. En effet, I'étude de Watson a
différencié ces sous-populations en utilisant uniguement les marqueurs CD4+ et
CD8+, alors que nous avons isolé ces sous-populations grace a 3 anticorps
différents (marqueurs CD45+, CD3+, CD4+ ou CD8+). Ainsi quantifier ces
lymphocytes des souris Thyl-aSYN a I'dge de 12, 18 et 24 mois avec notre méthode
pourrait permettre de conclure sur nos résultats préliminaires. Les lymphocytes T
sanguins ont également été étudiés dans le modele murin MPTP, qui présente, a
'age de 2 mois, une diminution du taux de lymphocytes T CD4+ et une augmentation
du taux lymphocytes T CD8+, associées a une diminution du ratio CD4+/CD8+ [Zhou
et coll.,, 2018]. D’autre part, les études réalisées a partir de sang de sujets
parkinsoniens montrent une diminution du ratio CD4+/CD8+ et des résultats
variables concernant le taux de leucocytes sanguins : les lymphocytes T CD4+
seraient inchangés ou diminués et les lymphocytes T CD8+ inchangés ou
augmentés [Chiba et coll., 1995 ; Bas et coll., 2001 ; Hisanaga et coll., 2001 ; Baba
et coll.,, 2005 ; Niwa et coll., 2012]. Les lymphocytes T de ces malades présentent
des dommages nucléaires qui peuvent résulter d’'un stress oxydant [Migliore et coll.,
2002 ; Bas et coll,, 2001 ; Stevens et coll., 2012] provoqué par la rupture de
vésicules contenant des oligoméres d’a-synucléine lors de I'endocytose [Freeman et
coll., 2013]. Ainsi il serait intéressant d’étudier les fonctions lymphocytaires dans le
modéle Thyl-aSYN, et I'impact des oligoméres d’a-synucléine sur la survenue de
dommages nucléaires potentiels dans ces lymphocytes sanguins. Nous pourrions
étudier cela spécifiquement dans les aires cérébrales ou une agrégation d'a-
synucléine a été détectée, c’est a dire dans les bulbes olfactifs, le thalamus et le
cervelet des souris Thyl-aSYN a I'age de 1 mois, et la substance noire a 'adge de 5
mois. D’'une part, doser des marqueurs d’oxydation nous permettrait d’évaluer le
stress oxydant dans ces zones cérébrales. Et dautre part, une étude
d’immunohistochimie cérébrale utilisant des anticorps ciblant I'a-synucléine agrégée
et les lymphocytes T CD8+ pourrait détecter une co-localisation potentielle.
L'immunophénotypage de ces lymphocytes pourrait étre réalisé selon la méthode de

Thiel : apres voir isoler ces lymphocytes T, un activateur de prolifération
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lymphocytaire pourrait étre ajouté (tel qu’un anticorps anti-CD3), puis un test de
prolifération par incorporation de BrdU permettrait d’analyser [Iactivation

lymphocytaire des souris Thyl-aSYN par cytométrie en flux [Thiel et coll., 2004].

2. Evolution des populations du systeme immunitaire au niveau central

Au niveau cérébral, la proportion des cellules du systtme immunitaire est
similaire entre les souris transgéniques et les souris contrdles a 'age de 3 et 6 mois.
Puis les taux cérébraux de microglies et de lymphocytes T CD4+ chez les souris
agées de 12 mois sont plus faibles que chez les souris agées de 6 mois. De plus,
'augmentation du taux de leucocytes cérébraux chez les souris Thyl-aSYN agées
de 12 mois suggére que I'accumulation d’a-synucléine aurait pour conséquence une
augmentation tardive du taux de leucocytes cérébraux. Ces résultats sont novateurs
car seule l'activation microgliale avait été étudiée dans le cerveau de ce modéle
murin. Il est connu dans la littérature que le nombre de microglies activées est plus
important dans le striatum des souris Thyl-aSYN a I'age de 1 mois, et dans la
substance noire a 'dge de 6 mois [Watson et coll., 2012]. Ainsi il serait intéressant
dans le futur que nous prenions en compte le taux de microglie et leur état
d’activation. En effet, différentes études ont montré que I'activation microgliale, mais
également des lymphocytes T, avaient un role majeur dans le développement des
syndromes parkinsoniens in vivo [Roy et coll., 2008 ; Ghosh et coll., 2007].
L’activation chronique des lymphocytes T périphériques pourrait activer la microglie
[Dasgupta et coll., 2003 et 2005 ; Kurkowska-Jastrzebska et coll., 1999]. De plus,
I'activation des lymphocytes T CD4+ et l'infiltration de monocytes périphériques in
vivo pourraient étre engendrées par I'accumulation d’a-synucléine, qui a son tour
pourrait étre responsable d'une neurodégénérescence [Harms et coll., 2018 ;
Brochard et coll., 2009]. Néanmoins, I'hypothése d’une infiltration de monocytes
périphériques in vivo n’est pas démontrée. D’autres modeles de syndromes
parkinsoniens surexprimant l'a-synucléine présentent des variations des taux
cérébraux de microglies et de lymphocytes. Parmi les modéles générés par ingestion
de toxiques, les souris traitées par le MPTP, par I'association paraquat/maneb et par
la roténone développent une activation microgliale [Sherer et coll., 2003 ; Cicchetti et
coll., 2005 ; Saint-Pierre et coll., 2006], et les souris traitées par la 6-OH-DOPA
développent une activation microgliale et une infiltration de lymphocytes T CD8+
dans le striatum [Kaur et Prakash, 2017 ; McGeer et McGerr, 1998 ; Ip et coll., 2015 ;
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Theodore et Maragos, 2015]. Les modeles génétiques C-Rel-NFKB (impliqué dans
le complexe NFKB) et a-synucléine A53T présentent une activation microgliale
[Baiguera et coll., 2012 ; Henrich et coll., 2018 ; Hoenen et coll., 2016]. De plus, une
activation microgliale et une infiltration des lymphocytes T sont observées dans un
modele murin surexprimant par méthode virale I'a-synucléine humaine native dans la
substance noire [Harms et coll., 2013 ; Theodore et coll., 2008]. Les lymphocytes T
CD4+ et CD8+ isolés de patients parkinsoniens présentent une hypersensibilité a I'a-
synucléine, ce qui suggérent le réle de la microglie, mais également du systéme
immunitaire adaptatif, dans la neurodégénérescence [Sulzer et coll., 2017]. Ainsi
nous pourrions analyser les lymphocytes T CD8+ et la microglie qui semblent
dérégulés dans ce modéle murin surexprimant I'a-synucléine. D’une part, une
qguantification par cytométrie en flux des populations lymphocytaires et de la
microglie dans différentes zones cérébrales spécifiques, telles que la substance
noire et le striatum, serait utile pour suggérer une infiltration lymphocytaire et
monocytaire. La mise au point réalisée dans le cadre de cette thése pourrait étre
réutilisée, en analysant le striatum et la substance noire, car notre analyse s’est
portée sur un hémisphére cérébral. D’autre part, nous pourrions dans ces zones
cérébrales réaliser de 'immunohistochimie pour repérer un potentiel co-marquage de
I'a-synucléine avec les lymphocytes T CD8+ et les microglies. Afin de quantifier la
microglie activée, suite a 'immunomarquage par I'anticorps anti-IBA1, une analyse
de la taille de ces cellules permettrait de quantifier leur activité, notamment par une

taille plus importante liée a leur ramification [Batchelor et coll., 1999].

I Le phénotype des souris Thyl-aSYN dés 3 mois

Trois tests ont été utilisés afin de caractériser la coordination et la motricité
fine de ces souris : le test du pole, le test du retrait de I'adhésif et le test de challenge
de la poutre. L'utilisation de plusieurs tests comportementaux standardisés permet
d’évaluer plus spécifiquement la coordination et la motricité fine des souris (car un
test comportemental sollicite souvent plusieurs fonctions différentes) et de limiter les
biais de reproductibilit¢ (en utilisant des tests validés pour ce modele dans la
littérature) [Sukoff Rizzo et Silverman, 2018].

Nous avons observé une limite dans l'utilisation du test du pole lors de notre étude.

La variabilité inter-individuelle du temps de descente du pole chez les souris Thyl-
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aSYN est importante car de nombreuses souris glissaient du pole malgré sa texture
rainurée. Ainsi nos résultats ne sont pas similaires a ceux de la littérature pour ce
modéle, a savoir un temps de descente majoré a I'dge de 3 mois [Fleming et coll.,
2004]. Néanmoins, le temps de retournement plus important des souris Thyl-aSYN
agées de 12 mois suggerent un trouble de coordination et de I'équilibre chez ce
modéle. Ensuite, bien que les souris Thyl-aSYN prennent significativement plus de
temps pour retirer leur adhésif a 'age de 3 et 12 mois, le résultat obtenu chez les
souris agées de 6 mois semble similaire entre les souris transgéniques et controles.
Cependant I'étude de Fleming a démontré cette altération chez les souris Thyl-
aSYN agées de 6 mois [Fleming et coll., 2004]. Dans notre étude, la variabilité inter-
individuelle plus importante chez les souris Thyl-aSYN agées de 6 mois pourrait
expliquer ce résultat non significatif. Néanmoins I'altération observée dés I'age de 3
mois suppose que le modele présente une altération précoce de la dextérité et des
fonctions sensorimotrices. Enfin, le test du challenge de la poutre a été utilisé afin
d’évaluer la coordination, I'équilibre, mais également la motricité fine par ajout d’'une
grille le jour du test. Les souris transgéniques font plus d’erreurs par pas lors du
passage de la poutre dés I'age de 3 mois. Ces résultats sont semblables a ceux
décrits par Fleming et collaborateurs, ou ce méme phénotype est observé dés I'age
de 2 mois. Ainsi, 'analyse de ces trois tests comportementaux démontre que ces
souris transgéniques développent un trouble de motricité fine dés 'age de 3 mois.
D’autre part, le test habituation/déshabituation évaluant la fonction olfactive a
été mis au point chez des souris agées de 3 et 12 mois. Les souris transgéniques
agées de 3 et 12 mois reniflent moins les caissettes que les souris contréles lors du
premier, du deuxieme et du dernier essai. De plus, seules les souris contrdles
reniflent significativement plus les caissettes contenant les nouvelles odeurs. Dans la
littérature, les souris Thyl-aSYN realisant ce test olfactif sont capables de détecter
une nouvelle odeur a 'age de 3 mois, puis elles ont plus de difficultés a différencier
les odeurs par rapport aux souris contréles a I'dge de 9 mois. Nos données
obtenues, semblables a ceux de la littérature, permet donc de suggérer que ce
modele Thyl-aSYN sont atteints de troubles olfactifs des I'age de 3 mois. L'utilisation
de plusieurs tests olfactifs permettrait de confirmer ce phénotype précoce. En effet,
un seul test a été développé car I'hébergement EOPS limite la réalisation de
différents tests olfactifs pour des raisons hygiéniques. Il était impossible notamment

de réaliser le test du bloc (ou un bloc souillé d’'urine de souris est échangé entre les
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cages) ou le test du pellet (ou la stérilisation de la nourriture utilisée pourrait
dénaturer I'odeur).

Enfin, la pesée a différents ages a permis de mettre en évidence une perte de
poids des souris Thyl-aSYN dés I'age de 3 mois, qui perdure jusqu’a I'age de 12
mois. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature, ou une perte de poids
est démontrée dans ce modele murin dés I'dge de 2 mois [Fleming et coll., 2004].

Tous les tests comportementaux réalisés dans notre étude présentent des

résultats semblables a ceux de la littérature et mettent en exergue la robustesse du
modele Thyl-aSYN.
Ces troubles sont également observés dans d’autres modéles de la maladie de
Parkinson. Parmi les modéles toxiques, les modeéles créés par administration de la 6-
OH-DOPA, de la roténone, du paraquat, et de l'association paraquat/maneb
développent un trouble de la coordination et de la motricité fine [Glajch et coll., 2012 ;
Pan-Montojo et coll., 2010 ; Thiruchelvam et coll., 2003]. De plus, les souris MPTP
présentent un trouble de la coordination et de la motricité fine [Tillerson et coll., 2002]
ainsi qu’un trouble olfactif [Vezoli et coll., 2011]. Parmi les autres modéles, un trouble
olfactif est détecté chez les souris déficientes en VMAT2 [Taylor et coll., 2009]. Enfin,
parmi les modéles génétiques, les souris a-SYN A53T présentent une perte de
poids, des troubles sensorimoteurs [Paumier et coll.,, 2013] et un trouble olfactif
[Zhang et coll., 2015]. Le modele TgD9 développe un trouble de la coordination
motrice [Amschl et coll., 2013], et le modele ATP13A2 des troubles sensorimoteurs
tardifs [Schultheis coll.,, 2013]. Ces diverses troubles sont observés dans d’autres
modeéles ou l'a-synucléine n’est pas surexprimée, suggérant l'implication de
différents facteurs dans I'apparition de ce phénotype.

D’autre part chez 'lHomme, en amont des signes moteurs caractéristiques de
la maladie, les sujets parkinsoniens peuvent étre atteints d’'une hyposmie [Postuma
et coll., 2012] et d'une micrographie qui serait associée a un trouble de la
coordination motrice et de la dextérité [Dounskaia et coll., 2009]. De plus, la majorité
des patients parkinsoniens présentent une perte de poids, qui peut apparaitre
précocément dans la maladie [Cheshire et Wszolek, 2005 ; Chen et coll., 2003].
Cette perte de poids peut entrainer I'apparition de troubles cognitifs, dépressifs, et
des troubles moteurs, suggérant un lien entre cette perte de poids et le processus
neurodégénératif [Wills et coll., 2016 ; Cumming et coll.,, 2017 ; Van der Marck et
coll., 2012 ; Pilhatsch et coll., 2013]. En effet, une corrélation a été observée chez

ces patients entre I'indice de masse corporelle et la perte de dopamine nigro-striatale
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[Lee et coll., 2016 ; Pak et coll., 2018]. Les mécanismes impliquant cette perte de
poids sont peu connus a ce jour, mais différentes études supposent un déséquilibre
entre la prise énergétique et I'énergie libérée [Uc et coll., 2006 ; Kistner et coll.,
2014 ; De Pablo-Fernandez et coll., 2017 ; Aiello et coll.,, 2015 ; Capecci et coll.,
2013]. En effet cette perte de poids pourrait étre liee a une diminution de la prise
alimentaire, une augmentation de la dépense énergétique, ou a un déréglement
d’hormones impliquées dans I'homéostasie énergétique telles que la leptine,

I'insuline, et la ghréline.

1l Les souris transgéniques présentent des troubles métaboliques

Afin de mieux comprendre cette perte de poids précoce, une caractérisation
métabolique a été réalisée chez ce modele murin Thyl-aSYN, qui n’a pas été a ce

jour étudiée dans la littérature.

1. Composition corporelle

Tout d’abord, le CT-Scan a permis de déceler une diminution de la masse
grasse viscérale et sous-cutanée chez les souris transgéniques agées de 6 mois,
sans modification de la masse maigre. Ces résultats suggerent que la perte de poids
observée chez les souris Thyl-aSYN pourrait étre liée a une perte de masse grasse.
Cette perte de poids associée a une diminution de la masse grasse est observée
chez des rats traités par la 6-OH-DOPA, et des souris aSYN A53T [Wang et coll.,
2017 ; Meng et coll., 2015 ; Paumier et coll., 2013]. De plus, plusieurs études
menées chez des sujets parkinsoniens suggérent que la perte de poids précederait
de plusieurs années l'apparition des troubles moteurs [Sharma et Lewis, 2017], et
serait liee a une perte de masse grasse [Lorefalt et coll.,, 2004 ; Markus et coll.,
1993].

Le CT-Scan a également été utilisé pour analyser la densité moyenne osseuse, car
la maladie de Parkinson et la perte de poids sont des facteurs de risque
d’ostéoporose et de fractures [Dobson et coll., 2012 ; Torsney et coll., 2014]. A I'age
de 6 mois, les souris transgéniques et sauvages ne montrent pas de différence
significative de densité de masse osseuse (données non présentées). Il serait

intéressant d’analyser cette densité osseuse plus tardivement dans notre modele.
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2. Caractérisation du phénotype métabolique

L’utilisation de cages métaboliques a permis d’étudier le phénotype de ces
souris agées de 6 mois, ou une perte de poids et de masse grasse a €été reportée.
Les souris Thyl-aSYN présentent une prise alimentaire et hydrique diminuée. Ce
déreglement pourrait étre lié a d’autres altérations décrites dans la littérature, tels
que des troubles de détection et de discrimination olfactive [Fleming et coll., 2008],
une constipation et/ou un stress lié a leur phénotype [Wang et coll., 2008]. De plus,
I'hyperactivité de ce modeéle transgénique, décrite dans la littérature au méme age,
pourrait étre expliguée par une concentration striatale importante en dopamine [Lam
et coll., 2011 ; Zhuang et coll., 2011]. Cette augmentation du taux de dopamine est
observée également dans d’autres modéles parkinsoniens tels que le modéle murin
surexprimant I'a-synucléine sous le promoteur tyrosine hydroxylase [Thiruchelvam et
coll., 2004], les souris déficitaires du gene Parkin [ltier et coll., 2003], ou du géne DJ-
1 [Kim et coll.,, 2005], le modéle murin présentant la mutation G2019S du géne
LRRK2 [Longo et coll.,, 2014], et le modéle de rat surexprimant I'a-synucléine par
méthode virale [Chung et coll., 2009]. Ces données suggérent que la surexpression
de l'a-synucléine, aussi bien que d’autres mutations entrainant la maladie de
Parkinson, induisent des perturbations importantes du systéme dopaminergique
nigrostrié. Cette libération de dopamine pourrait étre un facteur d'une
neurodégénérescence dopaminergique, car il est responsable d’un stress oxydant
relatif a la toxicité de la dopamine en exces [Sulzer, 2007 ; Mosharov et coll., 2009 ;
Michel et Hefti, 1990 ; Filloux et Townsend, 1993 ; Hastings et coll., 1996]. De plus,
le systtme dopaminergique nigro-strié étant impliqué dans la prise alimentaire, un
excés de dopamine pourrait diminuer la prise alimentaire chez les souris Thyl-aSYN
[Ungerstedt et coll., 1971 ; Szczypka et coll., 2001]. En effet, bien que la relation
entre la dopamine et le comportement alimentaire soit complexe, une voie
dopaminergique surexprimée ou sous-exprimée peut motiver ou inhiber la prise
alimentaire au niveau de I'hypothalamus [Berridge et coll., 2010 ; Palmiter, 2007 ;
Salamone et Correa, 2013]. Enfin, la diminution de I'énergie libérée suppose que la
perte de masse des souris transgéniques n’est pas liée a une augmentation de la
dépense énergétique. Le RER, qui est un indicateur du rapport de I'oxydation des
acides gras/oxydation des glucides, a tendance a étre réduit chez les souris Thyl-
aSYN par rapport aux souris sauvages, suggérant qu’elles utilisent davantage leurs

graisses comme source d'énergie et réduisent ainsi leur stockage. Ce trouble
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énergétique peut étre expliqué par une altération de la thermogénéese adaptative,
associée a une variation de la proportion du tissu adipeux et du taux de leptine, et a
une activation de la réponse inflammatoire [Pandit et coll., 2017 ; Villarroya et coll.,
2018].

Suite a la découverte de ces troubles métaboliques, I'insuline et la leptine ont
été dosées dans le sang car elles ont un rbéle majeur dans la prise alimentaire
[Palmiter, 2007] et la dépense énergétigue via leurs récepteurs situés dans
I'hypothalamus [Shioda et coll., 1998].Les souris Thyl-aSYN présentent un taux
plasmatique de leptine et d’insuline significativement plus faible que les souris
contrbles a I'age de 6 mois, sans variation de la glycémie et sans insulinorésistance
(résultats non présentés). De plus, la diminution plasmatique de la leptine, qui régule
les réserves de graisse dans l'organisme, pourrait étre a l'origine de cette perte de
masse corporelle [Lorefalt et coll. 2004 ; Fiszer et coll., 2010]._Enfin, cette hormone
est connue dans la littérature pour intervenir dans la plasticité synaptique, la
modulation des récepteurs glutamatergiques, et sa diminution de concentration
pourrait étre responsable de troubles cognitifs [Harvey, 2013]. Ainsi cette
hypoleptinémie précoce peut également jouer un rble sur les troubles cognitifs
observés a un age jeune dans ce modéle murin.

Des modéles in vivo de syndrome parkinsonien présentent également des
troubles métaboliques. Le modele murin surexprimant aSYN A53T mange plus et
présente une diminution de la leptinémie et une majoration de la prise alimentaire.
Sous un régime hypercalorique, ces souris présentent une obésité, une résistance a
I'insuline et une augmentation de I'énergie libérée [Guerreiro et coll., 2016 ; Rothman
et coll.,, 2014]. Des rats traités par la 6-OH-DOPA présentent une diminution de la
masse grasse sans perte de poids [Kuranuki et coll., 2011]. Et I'administration
cérebrale chronique de roténone chez des rats surexprimant I'a-synucléine va induire
une diminution du poids corporel [Mulcahy et coll., 2013].

Certaines études rapportent que les patients atteints de la maladie de
Parkinson présentent une diminution de la masse corporelle et d’adiposité quelques
années avant l'apparition des troubles moteurs caractéristiques [Cheshire et
Wszolek, 2005 ; Chen et coll., 2003 ; Durrieu et coll., 1992 ; Barone et coll., 2009].
Cette perte de poids peut étre expliquée par une augmentation de I'apport
énergétique corporel [Chen et coll., 2003], mais également par une diminution de la
prise alimentaire liée a une perte d’appétit, des troubles de I'’humeur, une hyposmie

ou une constipation [Sheard et coll., 2011 ; Abbott et coll., 1992]. De plus, la
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diminution cérébrale du taux d’insuline et de ces récepteurs [Takahashi et coll., 1996]
pourrait contribuer a la neurodégénérescence par différents mécanismes. En effet
cette baisse d’insuline cérébrale pourrait entrainer un stress oxydant, une diminution
de la synthese dopaminergique, une neuroinflammation par augmentation de la
synthese de cytokines pro-inflammatoires et potentiellement un dépdt cérébral d’a-
synucléine [Gao et coll.,, 2008 ; Spielman et coll., 2014 ; Frank-Cannon et coll.,
2009]. Enfin, la diminution plasmatique de la leptine observée chez ces patients
parkinsoniens peut étre liée a une baisse secondaire a la perte de poids [Lorefalt et
coll., 2009]. L’évolution de I'énergie libérée chez les sujets parkinsoniens est
complexe. Les troubles moteurs de la maladie, notamment la rigidité musculaire,
augmenteraient I'énergie libérée au repos [Markus et coll., 1992]. Cependant, malgré
'augmentation de cette énergie libérée au repos, I'énergie libérée journaliére semble
plus faible car elle est fortement diminuée lors d’'un exercice physique [Toth et
Poehlman, 2000]. Donc la perte de poids ne serait pas liée a une libération d’énergie
plus importante. L’énergie libérée est régulée par l'activité physique, le taux
métabolique basal et la thermogénése adaptative, qui peuvent étre contrélés au
niveau central par 'hypothalamus. L’hypothalamus et le tronc cérébral contrélent la
thermogénése du tissu brun [Rui, 2013], et les hormones de satiété (insuline et
leptine) qui vont augmenter I'énergie libérée [Rezai-Zadeh et Munzberg, 2013]. Une
étude de thermogénése pourrait étre réalisée afin de constater un potentiel
déréglement associé a cette baisse dénergie libérée. En effet, les résultats issus du
modéle de rat 6-OH-DOPA suggére que le tissu adipeux brun soit impliqué dans la
lipolyse et la perte de masse grasse, et potentiellement dans les troubles

métaboliques de la maladie de Parkinson [Wang et coll., 2017 ; Meng et coll., 2015].

3. Etude de I'accumulation de I'a-synucléine et de la voie de signalisation

mTOR dans I’hypothalamus

L’hypothalamus participe a la régulation du poids corporel, au métabolisme
énergétique et intervient dans la régulation de I'appétit, notamment par I'implication
de la dopamine [Palmiter, 2007]. Ainsi cette zone cérébrale a été analysée pendant
ce projet.

D’une part, la présence chez les souris Thyl-aSYN d’une surexpression de l'a-
synucléine totale, agrégée et phosphorylée P129S suggére que cette accumulation

protéigue pourrait étre responsable du phénotype métabolique. Dans la maladie de
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Parkinson, I'a-synucléine est également accumulée dans I'hypothalamus [Lykkebo et
Jensen, 2002], ce qui suppose son implication dans les signes cliniques
métaboliques de la maladie [De Pablo-Fernandez et coll.,, 2017 ; Politis et coll.,
2008].
D’autre part, devant l'accumulation d’a-synucléine dans [I'hypothalamus et la
diminution de linsuline et la leptine plasmatique dans le modéle Thyl-aSYN, un
déréglement de la voie mTOR a été recherché dans cette zone cérébrale. En effet, la
voie mMTOR est une voie de signalisation impliquée dans la régulation énergétique,
qui est modulable par la leptine et I'insuline, [Laplante et Sabatini, 2009 ; Takei et
Nawa, 2014 ; Martinez de Morentin et coll., 2014]. Plus précisément, la leptine est
impliquée dans la régulation de la prise alimentaire et de I'énergie libérée par
I'intermédiaire de récepteurs exprimés dans I'’hypothalamus [Tartaglia et coll., 1995].
La voie d’activation de STAT3, dépendante de la leptine, est diminuée chez
les souris transgéniques agées de 6 mois. Ceci, associée a une diminution de la
leptine plasmatique, suggére un déreglement central de cette voie, qui peut impacter
le phénotype métabolique [Morris et Rui et coll., 2009]. De plus, ces souris
présentent une diminution des niveaux protéigues de la sous-unité rictor appartenant
au complexe mTORC2. Sachant que la voie STAT3 active mTOR, la diminution de
son activation peut étre responsable de la diminution du taux protéique de la sous-
unité rictor [Roa et Tena-Sempere et coll., 2014]. Contrairement a mTORC1, la
fonction de mMTORC2 est moins connue dans la régulation énergétique. Tout d’abord,
mTORC2 régule I'activité synaptique et la morphologie neuronale [Haissaguerre et
Cota, 2015]. De plus, elle peut faciliter a son tour l'activation de mTORC1 [Oh et
Jacinto, 2011]. Enfin, la voie de signalisation de mTORC2 joue un role majeur dans
la régulation énergétique et de ’homéostasie du glucose [Kocalis et coll., 2014]. En
effet, la délétion de cette protéine dans tous les neurones peut provoquer une
augmentation de la masse grasse et de I'adiposité, une intolérance et une résistance
a la leptine. Enfin des cellules in vitro ont démontré le role de mTORC2 dans la
maturation des lymphocytes T CD8+ mémoires et dans le métabolisme de glycolyse
[Pollizzi et coll., 2015]. Parmi les meécanismes de régulation du comportement
alimentaire au niveau de [I'hypothalamus, certains neurones ayant pour cible
principale linsuline et la leptine libérent des hormones anorexigénes et orexigenes
qui peuvent étre activées par le stress oxydant [Rui, 2013 ; Cheung et coll., 1997 ;
Cowley et coll., 2001 ; Lin et coll.,, 2010]. Des études post-mortem de sujets

parkinsoniens montrent une diminution du taux d’orexine dans I'hypothalamus, et les
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taux neuronaux d’orexines et de mélanines semblent corrélés a la sévérité de la
maladie [Drouot et coll., 2003 ; Thannickal et coll., 2007 ; De Pablo-Fernandez et
coll.,, 2017 ; Kistner et coll., 2014]. Une étude a démontré la présence de corps de
Lewy dans ces zones cérébrales a une phase précoce de la maladie, ou
'accumulation évolue avec la progression de la maladie [De Pablo-Fernandez et
coll., 2016]. De plus, la ghréline est un peptide orexigene, diminué chez les sujets
parkinsoniens, qui a démontré un potentiel effet neuroprotecteur sur les neurones
dopaminergiques nigro-striés de souris MPTP, suggérant un fort impact des troubles
métaboliques sur la neurodégénérescence [Stievenard et coll., 2017]. Réaliser une
analyse d’'immunohistochimie dans le noyau arqué afin d’analyser une corrélation
entre la localisation de I'a-synucléine et la localisation de ces neurones pourrait

permettrait de comprendre davantage ce trouble métabolique.

IV Impact de la modulation pharmacologique de [P’activité

glucocérébrosidase dans le modele murin Thyl-aSYN

La deuxiéme partie du travail a consisté a moduler I'activité enzymatique de la
glucocérébrosidase lysosomale dans le cerveau des souris Thyl-aSYN. En effet, la
perte d’activité est frequemment présente chez les sujets parkinsoniens, méme en
'absence de mutation du géne GBA. Ainsi, moduler cette activité dans un modele
murin précoce de la maladie de Parkinson pourrait permettre d’observer cet impact
sur l'agrégation progressive de l'a-synucléine et linflammation, qui sont des
éléments clés de cette maladie neurodégénérative.

A partir des études recherchant Iles liens potentiels entre [lactivité
glucocérébrosidase, linflammation et [Il'a-synucléine, qui sont décrits dans
l'introduction, différentes hypothéses étaient supposées en cas de modulation de
I'activité glucocérébrosidase dans ce modéle. D’une part, l'inhibition de l'activité
enzymatique de la glucocérébrosidase pourrait engendrer une accumulation d’a-
synucléine, une inflammation plus importante et plus rapide, ainsi qu’un
développement plus rapide et plus sévére du phénotype observé progressivement
dans le modéle Thyl-aSYN. D’autre part, en cas dactivation de la
glucocérébrosidase, nous supposons une accumulation moins importante de l'a-
synucléine, un ralentissement de lactivation du systéme inflammatoire, et la

stabilisation ou I'amélioration des troubles moteurs et non moteurs.
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1. Modulation pharmacologique par le miglustat et le conduritol-B-epoxyde

Le miglustat et le CBE sont des composés pharmacologiques qui modulent
I'activité enzymatique de la glucocérébrosidase lysosomale. Tout d’abord, le CBE est
largement utilisé in vitro et in vivo pour inhiber irréversiblement et spécifiguement
I'activité de la glucocérébrosidase lysosomale [Van Weely et coll., 1993]. Des études
in vitro montrent que la glucocérébrosidase non lysosomale est également inhibée
mais de fagcon moins importante, et avec une affinité moindre que celle pour la
glucocérébrosidase lysosomale [Ridley et coll., 2013]. Dans la littérature il est admis
que le CBE traverse la BHE dépendamment de I'dge des souris traitées : I'inhibition
de la glucocérébrosidase cérébrale est plus importante lorsque des souris sont plus
agées car la BHE est plus perméable [Vardi et coll., 2016]. Son utilisation permet
notamment d’étudier le lien entre la maladie de Gaucher et la maladie de Parkinson.
Le traitement d’'un modéle murin MPTP et d’'un modele murin sauvage par du CBE a
entrainé une accumulation d’a-synucléine, une activation microgliale et une
neurodégénéresence [Rocha et coll.,, 2015 ; Ginns et coll.,, 2014 ; Noelker et coll.,
2005]. En effet, le CBE provoquerait un stress oxydant cérébral, une activation
microgliale, une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et une accumulation des
glucocérébrosides dans les macrophages [Barkhuizen et coll., 2016].

D’autre part, le miglustat est un médicament indiqué dans le traitement de la maladie
de Gaucher et de Newmann-Pick de type C. Il est également utilisé in vivo pour
augmenter l'activité glucocérébrosidase par effet chaperon, c’est a dire en stabilisant
la forme active de la protéine dans le réticulum endoplasmique. Plusieurs études in
vitro ont confirmé I'impact de la diminution de l'activité de la glucocérébrosidase sur
'accumulation d’a-synucléine. De plus, 'administration du miglustat chez différents
modeles animaux de synucléinopathies est associée a une diminution de
I'aggrégation de I'a-synucléine [Barkhuizen et coll., 2016]. Ces données obtenues in
vivo et in vitro suscitent un intérét a augmenter l'activité de la glucocérébrosidase
chez les sujets parkinsoniens présentant une perte d’activité de cette enzyme, car ce
traitement pourrait diminuer le taux d’a-synucléine cérébral, I'activation microgliale et
améliorer les troubles moteurs.

Ainsi l'utilisation de ces deux composés chez ce modéle murin pourrait permettre de
mieux comprendre l'impact de lactivité glucocérébrosidase sur les évenements

pathologigues associés aux stades précoces de la maladie de Parkinson.
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2. Impact du traitement par le miglustat et le conduritol-B-epoxyde sur le

métabolisme de la glucocérébrosidase

Deux schémas d’administration du CBE sont proposés dans la littérature. En
effet 'administration du CBE a faible dose pendant une plus longue période (<
25mg/kg) permet de mimer la perte d’activité enzymatique de la glucocérébrosidase
dans la maladie de Parkinson, et le traitement par 100mg/kg/j permet de mimer une
diminution de l'activité enzymatique de la glucocérébrosidase dans la maladie de
Gaucher. Afin d’examiner la relation entre la maladie de Gaucher et la maladie de
Parkinson, la posologie de 100mg/kg/j est recommandée [Vardi et coll., 2016]. Dans
notre étude, les souris sont traitées par 100 mg/kg/j de CBE et présentent une
activité enzymatique de la glucocérébrosidase lysosomale cérébrale diminuée de 30
% chez les souris transgéniques et de 50 % chez les souris contrdles. L’absence de
variation des taux protéiques de la glucocérébrosidase permet de renforcer l'idée
que la diminution de l'activité glucocérébrosidase est liée a son activité enzymatique
et non sa quantité protéique. Chez les patients parkinsoniens, une diminution de
l'activité de cette enzyme est d’environ de 50 % et 30 % en présence ou non
respectivement d’une mutation du géne GBA [Vardi et coll., 2016 ; Gegg et coll.,
2012]. Les résultats obtenus dans ce modeéle suggérent que la posologie de CBE
utilisée est adéquate pour moduler I'activité de la glucocérébrosidase de facon
similaire de celle observée dans la maladie de Parkinson [Vardi et coll., 2016]. Le
cortex sensorimoteur des souris traitées par le CBE présente un taux diminué en
galactocéramides (qui sont des produits de I'enzyme) et un taux augmenté de
glucosylcéramides (qui sont des substrats de I'enzyme). Ces résultats sont
concordants avec les données de la littérature car il est établi que le CBE traverse la
BHE et inhibe la glucocérébrosidase lysosomale cérébrale [Stephens et coll., 1981].

Une méthode de quantification du miglustat dans le cerveau des souris a été
développée pendant cette étude afin de confirmer cette pharmacocinétique. Le
miglustat semble traverser la BHE car il est retrouvé dans le LCR de deux patients
traités pendant plus de 6 mois par cette thérapeutique, [Guitton et coll., 2009] et dans
le tissu cérébral de rats traitées par gavage oral par 60mg/kg de miglustat
radiomarqué [Treiber et coll.,, 2007]. La détection de ce traitement dans un
homogénat cérébral, mais également dans le cervelet et la substance noire,
démontre bien que ce composé atteint le cerveau des souris. De plus, les souris

traitées par le MIG ont une augmentation de l'activité glucocérébrosidase cérébrale,
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sans variation du taux protéique de I'enzyme, associée a une diminution cérébrale de
gangliosides GM1 (qui est un substrat de la glucocérébrosidase). Ces premieres
données montrent l'impact du miglustat sur l'augmentation de [Iactivité de la
glucocérébrosidase lysosomale cérébrale [Treiber et coll., 2008]. A linverse, une
augmentation du GlcCer et une diminution des GalCer, un substrat et un produit de
la glucocérébrosidase, sont observées. Cette évolution peut étre expliquée par
I'inhibition de la glucocérérosidase non lysosomale [Ridley et coll., 2013], car un
traitement a faible dose de miglustat (15mg/kg/j) est associé a une augmentation du
taux cérébral de glucocérébrosides [Walden et coll., 2007].

Ces données nous démontrent que l'administration de ces différents composés
pharmacologiques par voie IP a permis de moduler [lactivit¢ de la

glucocérébrosidase lysosomale cérébrale dans cette étude.

3. Impact sur les troubles moteurs et non moteurs des souris transgéeniques

Les résultats attestent que I'administration du CBE exacerbe la perte de poids
et les troubles sensorimoteurs des souris transgéniques, sans majoration des
troubles de la motricité fine. Ainsi l'inhibition de la glucocérébrosidase chez ce
modele murin majore certains troubles non moteurs liés a la relation a-synucléine-
glucocérébrosidase. Etant donné que notre modele présente des troubles
métaboliques et que le CBE a un impact sur la prise de poids, la voie mTOR a été
etudiée dans I'hypothalamus de ces souris. Néanmoins, aucune variation n'a été
détectée entre les souris traitées par CBE et PBS. Ces troubles neurosensoriels sont
également détectés chez un autre modéle murin surexprimant I'a-synucléine (aSYN
A53T) traité par le CBE (IP; 100mg/kg/j; 3 injections/semaine pendant 10
semaines). En effet, elles développent une exacerbation des troubles de la motricité
fine et de la mémorisation, sans amélioration de l'activité motrice [Rockenstein et
coll., 2016].

A l'inverse, l'activation de I'activité glucocérébrosidase par le miglustat ne suffit
pas a elle seule a contrer les troubles non moteurs du modéle murin. Néanmoins, ce
traitement entraine une augmentation du taux cérébral de la protéine raptor chez les
souris non transgeéniques, et une diminution des taux cérébraux de rictor chez les
souris Thyl-aSYN. Caractériser davantage le phénotype métabolique, notamment
par le dosage sanguin de la leptine et l'insuline, pourrait mettre en évidence un

impact du traitement par le miglustat. Dans la littérature, le modele MPTP a été traité
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par le miglustat, mais son phénotype n’a pas été étudié [Noelker et coll., 2015].
Néanmoins, le modele Thyl-aSYN a été traité par I'AT2101, un composé a effet
chaperon sur la glucocérébrosidase, a une posologie de 100mg/kg dans eau de
biberon a volonté pendant 4 mois. Deux types d’administration ont été réalisés, soit
le modele 7/7 (correspondant a une alternance de 7 jours de traitement et 7 jours
d’arrét) et le modéle 3/4 (correspondant a une alternance de 3 jours de traitement et
4 jours d’arrét). Ces deux conditions de traitement a permis d’améliorer les troubles
de la coordination, mais une différence d’évolution des troubles olfactifs était
observée [Richter et coll., 2014]. En effet, les troubles olfactifs étaient améliorés sous
le traitement 7/7, et était similaire voire altérée par le traitement 3/4. Le traitement 7/7
entraine une activation de l'activité glucocérébrosidase plus importante que le
traitement %, ce qui peut impacter le phénotype de la souris. Ces données peuvent
suggérer qu’'un traitement de plus longue durée pourrait permettre d’améliorer les

troubles de motricité fine et d’agir potentiellement sur les troubles métaboliques.

4. Impact sur 'accumulation centrale et périphérique de 'a-synucléine

Dans notre étude, aucune variation des formes a-synucléine totale, P129S et
agrégée n’a été observée dans le sang et le cerveau des souris traitées par CBE.
Dans la littérature, le traitement par le CBE du modéle murin aSYN AS53T
(100mgl/jg/j, 3/sem pendant 10 semaines), MPTP et C57/BI6 (30 mg/kg/j pendant 5 j)
montre une corrélation entre l'inhibition de la glucocérébrosidase et I'accumulation
d’a-synucléine au niveau cortical [Rockenstein et coll., 2016 ; Noelker et coll., 2015].
Par contre, une autre étude démontre qu’un traitement in vitro de cellules neuronales
par du CBE pendant 7 jours ne semble pas entrainer de variation d’a-synucléine et
I'élimination de ces formes oligomériques [Manning-Bog et coll., 2009]. La
guantification des ces différentes formes d’a-synucléine dans le striatum permettrait
de voir I'impact spécifique du CBE dans cette zone cérébrale dérégulée dans la
maladie de Parkinson.

D’autre part, le traitement par miglustat dans notre étude a entrainé une
diminution de I'a-synucléine total dans le sang, sans variation significative au niveau
cérébral. L'a-synucléine étant exprimée dans les neurones mais également dans les
réticulocytes [Barbour et coll., 2008 ; Maitta et coll., 2011], le taux d’hémoglobine a
été quantifié dans ces échantillons plasmatiques. Les concentrations étant similaires

entre chaque groupe, la quantification d’a-synucléine plasmatique ne semble donc
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pas étre biaisée par une hémolyse des échantillons. Dans la littérature, le traitement
de ce modele pendant 4 mois par I'AT2101 est responsable d’'une tendance a la
diminution du taux d’a-synucléine dans la substance noire [Richter et coll., 2014]. Le

traitement par miglustat a plus long terme pourrait donc avoir un impact sur

I'évolution de I'a-synucléine dans le cerveau des souris.

5. Impact sur I'inflammation

Le traitement par le CBE influence linflammation périphérique et centrale.
D’une part, la population lymphocytaire T CD8+ varie differemment dans le sang
selon le transgéne des souris : ce taux est diminué chez les souris non
transgéniques et est augmenté chez les souris transgéniques. Puis, au niveau
cérébral, le CBE augmente le taux de leucocytes cérébraux uniquement chez les
souris transgéniques. Ainsi l'inhibition de I'activité de la glucocérébrosidase entraine
donc une altération des lymphocytes T CD8+ sanguins et une augmentation de la
population leucocytaire uniquement si une accumulation d’a-synucléine est associée.
La modulation in vivo de la glucocérébrosidase impacterait ici le systéme immunitaire
en cas d’accumulation d’a-synucléine. D’autre part, Rockenstein et collaborateurs
ont décrit une augmentation de I'expression des génes impliqués dans I'activation
astrocytaire en cas de traitement par le CBE chez des souris surexprimant I'a-
synucléine mutée A53T. De plus, un traitement chronique par le CBE chez un
modele sans altération (C57/BI6) augmente le taux de microglies activées [Ginns et
coll., 2013]. Néanmoins dans notre étude, aucun effet traitement n'a été démontré
lors de la quantification protéique de GFAP, signe de I'activation astrocytaire. Enfin,
'usage de AT2101 sur ce modéle Thy1-aSYN, entrainant une augmentation de
I'activité glucocérébrosidase, est associée a une diminution de I'activation microgliale
[Richter et coll., 2014] qui n’a pas été étudiée ici dans notre étude.

Ainsi il aurait été intéressant dans notre étude de quantifier I'activation microgliale.
L’inhibition de la glucocérébrosidase entraine une activation des lymphocytes
cytotoxiques périphériques et une neuroinflammation. Un traitement de plus longue

durée par le miglustat pourrait avoir également un impact sur I'inflammation.
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V Conclusion

Cette étude a mis en exergue des troubles métaboliques chez ce modele
murin surexprimant I'a-synucléine et mimant un stade précoce de la maladie de
Parkinson. Ces troubles sont décrits pour la premiére fois dans ce modéle de souris.
Des troubles métaboliques sont également décrits dans d’autres modéles
parkinsoniens, et également dans les stades précoces de la maladie de Parkinson.
Ainsi le modele Thyl-aSYN pourrait étre davantage étudié afin de mieux comprendre
les altérations métaboliques en cas d’accumulation d’a-synucléine dans les stades
précoces de la maladie de Parkinson. De plus, a été détecté pour la premiere fois
dans ce modéle une altération précoce des lymphocytes T CD8+ sanguins, qui sont
également dérégulés dans divers modéles parkinsoniens et chez les sujets atteints
de la maladie de Parkinson. Cette découverte suscite de parfaire la caractérisation
de ces lymphocytes dans ce modele, qui peut étre un facteur dérégulant le systéme
immunitaire dans la maladie.

D’une part, le traitement par le CBE inhibe I'activité de la glucocérébrosidase
lysosomale cérébrale et majore les troubles sensorimoteurs et inflammatoires des
souris Thyl-aSYN. Ces résultats démontrent que [linhibition de |la
glucocérébrosidase lysosomale suffit a exacerber in vivo les troubles sensorimoteurs
et lactivation du systéme inflammatoire sans faire varier les taux d’a-synucléine
totale et agrégée. Ce résultat suppose cette inhibition enzymatique peut altérer la
physiopathologie de ce modele précoce de syndrome parkinsonien sans impliquer
une majoration du taux d’a-synucléine cérébral. D’autre part, un dosage cérébral du
miglustat a été mis au point pour la premiere fois pendant cette étude. Le traitement
des souris par miglustat permet une activation cérébrale de la glucocérébrosidase
lysosomale et une diminution du taux plasmatique d’a-synucléine des souris
transgéniques. Cependant ce traitement n’a pas d’'impact sur le phénotype et le
systéme immunitaire. Méme si un traitement de plus longue durée pourrait étre
bénéfiqgue dans ce modéle, ces résultats préliminaires suggerent que I'augmentation
de lactivité de la glucocérébrosidase lysosomale ne semble pas suffisante pour
améliorer le phénotype et limiter I'évolution du mécanisme physiopathologique dans

ce modéle murin évoquant les stades précoces de la maladie de Parkinson.
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Parkinson’s disease is a progressive neurodegenerative disorder characterized by loss
of dopaminergic neurons, pathological accumulation of alpha-synuclein and motor
symptoms, but also by non-motor symptoms. Metabolic abnormalities including body
weight loss have been reported in patients and could precede by several years
the emergence of classical motor manifestations. However, our understanding of the
pathophysiological mechanisms underlying body weight loss in PD is limited. The
present study investigated the links between alpha-synuclein accumulation and energy
metabolism in transgenic mice overexpressing Human wild-type (WT) alpha-synuclein
under the Thy1 promoter (Thy1-aSYN mice). Results showed that Thy1-aSYN mice
gained less body weight throughout life than WT mice, with significant difference
observed from 3 months of age. Body composition analysis of 6-month-old transgenic
animals showed that body mass loss was due to lower adiposity. Thy1-aSYN mice
displayed lower food consumption, increased spontaneous activity, as well as a reduced
energy expenditure compared to control mice. While no significant change in glucose
or insulin responses were observed, Thy1-aSYN mice had significantly lower plasmatic
levels of insulin and leptin than control animals. Moreover, the pathological accumulation
of alpha-synuclein in the hypothalamus of 6-month-old Thy1-aSYN mice was associated
with a down-regulation of the phosphorylated active form of the signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3) and of Rictor (the mTORC2 signaling pathway),
known to couple hormonal signals with the maintenance of metabolic and energy
homeostasis. Collectively, our results suggest that () metabolic alterations are an
important phenotype of alpha-synuclein overexpression in mice and that (i) impaired
STAT3 activation and mTORC2 levels in the hypothalamus may underlie the disruption
of feeding regulation and energy metabolism in Thy1-aSYN mice.

Keywords: body weight, energy metabolism, insulin, leptin, mTOR, | i rki
transcription factor STAT3
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INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is the most common movement
neurodegenerative disorder in elderly adults. Tt is characterized
by a progressive degeneration of dopaminergic neurons in
the substantia nigra and by the pathological accumulation
of intraneuronal aggregated and hyperphosphorylated alpha-
synuclein in Lewy bodies (Bridi and [irth, 2018). Missense
mutations and multiplication of the gene encoding alpha-
synuclein SNCA (synuclein, alpha [non-A4 component of
amyloid precursor]) were identified as genetic abnormalities
associated with rare familial forms of PD (Polymeropoulos
et al,, 1997; Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004;
[banez et al, 2004). Polymorphisms regulating SNCA levels
were subsequently associated with sporadic PD (Maraganore
et al, 2006; Simon-Sanchez et al,, 2009), supporting that alpha-
synuclein level is instrumental in most forms of the disease.
Dopamine deficit at the striatum -e.g., the striatal area innervated
by the substantia nigra- is the main factor leading to bradykinesia,
resting (remor, rigidity and postural instability. It is generally
accepted that these motor symptoms appear only after a
substantial proportion of dopaminergic neurons are lost (Bezard
et al, 2001).

The motor features of PD can be preceded, sometimes for
several years, by non-motor symptoms such as olfactory deficits,
sleep disorders, depression and autonomic dysfunction (Schapira
ctal, 2017). Increasing evidence suggests that unintended body
weight change is also a significant feature of PD symptomatology.
Weight loss, primarily due to fat rather than muscle loss (Markus
ct al, 1993), has been frequently documented in PD patients
(Chen et al.,, 2003; Cheshire and Wszolek, 2005; Uc et al., 2006;
van der Marck et al,, 2012). The majority of patients have lower
body mass than control individuals at diagnosis (Sharma and
Lewis, 2017). PD patients are moreover four times more likely
to lose body mass than healthy elderly individuals (Chen et al.,
2003; Cheshire and Wszolek, 2005; Uc et al., 2006; van der Marck
ct al, 2012; Cumming ct al, 2017). Body mass loss during the
course of the disease has been associated with poorer clinical
outcomes and rapid disease progression (Lorefalt et al., 2004; van
der Marck ct al, 2012; Sharma and Vassallo, 2014; Pak et al.,
2018), suggesting that it could be of prognostic significance for
PD severity (Cumming et al., 2017; Sharma and Lewis, 2017; Pak
ctal., 2018). Thus, to address the links between weight loss and
PD is quite necessary (Ma et al., 2018).

Body weight is governed by energy intake and energy
expenditure (EE), which arc tightly controlled as peripheral
hormonal signals integrate in the hypothalamus to regulate
food intake and energy outgo (Schwartz et al.. 2000). Reduced
cnergy intake, sccondary to motor or non-motor symptoms
(i.e, hyposmia, gastrointestinal disturbance, depression) has
been proposed as a factor contributing to weight loss in PD
(Ma ct al, 2018). TTowever, other studics showed that mild to
moderate PD patients have the same nutritional status compared
to controls (Fereshtehnejad et al, 2014) or that weight loss
can occur in PD despite an increased cnergy intake (Chen
et al, 2003; Lorefalt et al,, 2004). Conflicting results also exist
regarding EFE, with a study suggesting that increased EF. could

contribute to weight loss in PD (Markus et al., 1992) while
others showed that the total daily EE was not higher in patients
with weight loss compared with patients without weight loss
(Delikanaki-Skaribas et al., 2009) and healthy controls (Jorgensen
¢t al, 2012). Central regulatory hypothalamic mechanisms in
weight disturbance in PD has recently attracted much attention
in part due reports of body weight gain after deep brain
stimulation of subthalamic nuclei (Bannicer et al., 2009; Aicllo
et al, 2017). Moreover, changes in plasmatic concentrations of
hormones regulating energy balance such as leptin occur in
PD patients with weight loss (Fiszer ct al, 2010). TTowever,
our basic understanding of the pathophysiological mechanisms
underlying body weight change in PD remains limited. In
particular it is not known whether alpha-synuclein accumulation
that is central in PD impacts on energy intake/expenditure, levels
of peripheral hormones or changes in global function of the
hypothalamus.

In the present study, we determined the metabolic phenotype
of the well-established Thy1-aSYN mouse model of PD. Thyl-
aSYN transgenic mice overexpress full-length Human wild-
type (WT) alpha-synuclein under the murine Thy-1 (thymus
cell antigen 1, theta) promoter (Thyl-aSYN mice) (Chesselet
et al, 2012). We measured the evolution of body mass
from weaning to 12 months of age and assessed in 6-
month-old (an age preceding any severe motor deficits)
animals food intake, spontaneous activity, EE, glucose, and
insulin tolerance, as well as alpha-synuclein, insulin, and
leptin in the plasma and related signaling pathways in the
hypothalamus.

MATERIALS AND METHODS

Animal Procedures

This research was conducted in accordance with the European
Union standards for the care and use of laboratory animals
and approved by the Nord/Pas-de-Calais Ethical Committee
CEEA N°75 (authorization n°® 0535.02). Thyl-aSYN mice (on
a C57BI6/DBA2 background) were provided by Pr. Marie-
Frangoise Chesselet (University of California Los Angeles, CA,
United states) with the agreement of Prof. Eliezer Masliah
(University of California San Diego, CA, United States) and
a colony was established in Lille animal facility by breeding
transgenic females with WT' males (Charles Rivers). Animals
were genotyped by PCR from tail DNA samples. Thyl-aSYN and
WT littermates male mice were used in the study. Animals were
maintained in standard animal cages under specific pathogen-
free conditions (12/12 h light/dark cycle; 22°C; grouped housed),
with ad libitum access to water and standard laboratory chow
(RM1A; 14.8 MJ/kg; Special Diets Services). Body weights were
measured for different animals housed in our colony, including
but not limited to those euthanized for further analyses, at
weaning (WT: n = 17, Thyl-aSYN: n = 17), 2 months (WT:
n=17, Thyl-aSYN: n = 17), 3 months (WT: n = 27, Thy1-aSYN:
n = 25), 6 months (WT: n = 33, Thyl-aSYN: n = 29), 9 months
(WT: n = 10, Thyl-aSYN: n = 9) and 12 months (WT: n = 10,
Thyl-aSYN: n = 7) of age. Further behavioral and metabolic
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characterizations were performed on 6-month-old animals (WT:
n =22, Thyl-aSYN: n = 19) or 3-month-old animals (WT: n = 16,
Thyl-aSYN: n = 13). Beam test was performed on 6-month-old
animals and lasted 3 days, as described below. The following
week, metabolic analyses were carried out using metabolic
cages (see below) and glucose tolerance and insulin sensitivity
tests were performed (see below). The body compositions were
assessed on 12 WT and 10 Thyl-aSYN 6-month-old mice.
For blood and plasma analyses, mice were fasted during 6 h
before being euthanized. Trunk blood samples were gathered in
heparinized tubes and centrifuged at 425 g for 10 min at 4°C.
Plasma supernatant was aliquoted and stored at —70°C until
assayed. Brains were rapidly removed, hypothalamus dissected
out at 4°C and stored at —70°C until usc. Inguinal and gluteal
adipose tissue were weighted as subcutaneous adipose tissue. The
same experimenter dissected all samples for consistency.

Challenging Beam Traversal Test

Motor performance and coordination were measured using a
challenging beam traversal procedure (Fleming et al, 2013).
Briefly, animals were trained for 2 days in the afternoon to
traverse the length of a beam toward their home cage. On the
third day, a mesh grid (1 cm squares) was positioned 1 cm above
the beam. Mice were then videotaped for a total of five trials. An
experimenter blind to genotype watched and rated the videotapes
for errors, number of steps made by each animal, and time to
traverse for all five trials. An error was counted when, during
a forward movement, a limb slipped through the grid and was
visible between the grid and the beam surface (Fleming et al.,
2013).

Body Composition

Body composition was determined using an “in vivo Micro-
CT Scanner for Small T.ab Animals” (LaTheta T.CT-100, Hitachi
Aloka Medical Ltd.). Mice were anesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg) mix
and about 60 CT slices per mouse were made at 500 jwm intervals
between shoulders and posterior legs. Slices were analyzed by
Aloka software for fat (visceral and subcutaneous) mass, lean
mass, and for bone mineral density in the spinal cord. The fat
ratio was calculated by the following formula: total fat mass/(total
fat mass + lean mass) x 100.

Metabolism, Ambulatory Activity and
Energy Expenditure Monitoring

Mice were individually housed in a LabMaster-CaloSys-
Calorimetry System (TSE Systems). Animals were placed 3 days
in chambers and only the last 24 h were monitored. The
locomotor activity was derived {rom the number of beam breaks
(infrared light-beam frame ActiMot2; x- and z- axes sensors). The
system measured the volume of O, consumed and the volume
of CO;, produced, over a 15 min period, 4 times per hour. These
values were averaged to determine the rate of O, consumed
(VO;) and CO, produced (VCO,). The EE, the respiratory
exchange ratio (RER), and the fatty acid oxidation (FA) were
calculated using the following equations RER = VCO, / VO,;

EE (kcal/h) = (3.815 + 1.232 x RER) x VO,) x 1000, FA
oxidation (kcal/h) = EE x ((1-RER)/0.3) (Mcquinion ct al.
2015). Values for RER range between 1.0 to 0.7, with pure
carbohydrate oxidation having a value of 1.0 and pure fat
oxidation having a valuc of 0.7.

Food Intake Monitoring/Meal Pattern
Analysis

Metabolic cages are equipped with food and drink high precision
sensors of 0.01 g and 0.01 ml resolution respectively (TSE
Systems, GmbH). Mice had free access to food and water during
the whole recording period. Here a meal was defined as a
consumption of at least 0.03 g of food separated from the next
feeding episode by at least 10 min, as previously described
(Hassouna et al., 2013). For each mouse, inter-meal interval, meal
duration, meal size and meal rate in dark and light phases were
assessed.

Intraperitoneal Glucose Tolerance and
Insulin Sensitivity

Intraperitoneal glucose tolerance and insulin sensitivity tests
were performed at 2 p.m., after 6 h of fasting. D (+) glucose
(1 g/kg in saline; Sigma-Aldrich) or insulin (0.75 units/kg in
saline; NovoRapid FlexPen®) were injected intraperitoneally.
Blood glucose concentration was measured using a OneTouch
Vita® meter (Lifescan) 0, 15, 30, 60, 90 and 120 min following
injection.

Blood Glucose and Plasmatic
Alpha-Synuclein, Insulin and Leptin

Levels

Blood glucose levels were quantified after 6 h of fasting
using a OneTouch Vita® meter (Lifescan). Plasma Human
alpha-synuclein levels were measured using the ITuman
alpha-Synuclein Kit (Meso Scale Discovery) according to the
manufacturer’s instructions. Intraassay coefficient of variation
was < 14%. Plasma insulin was assaycd using the Mercodia
Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA (Mercodia). Intra- and
interassay coefficients of variation were <34 and <3.0%,
respectively. Plasma leptin was measured using the Quantikine®
ELISA kit (R&D Systems). Intra- and interassay coefficients of
variation were <4.5 and <4.7%, respectively. All the samples
were analyzed in duplicate.

Western-Blot Analyses

Tissue was homogenized in 300 pl RIPA buffer (Thermo
Scientific) containing 0.5% (w/v) CHAPS (Sigma-Aldrich),
protease and phosphatase inhibitors (Complete and PhosSTOP,
Roche), using a glass/teflon potter homogenizer (30 strokes),
sonicated and let under agitation for 1 h at 4°C. Lysates
were centrifuged at 12000 x g for 20 min at 4°C. The
supernatant was removed and stored at —20°C. Proteins
were quantified using the BCA system (Pierce). Protein
samples were prepared in reducing conditions (NuPage sample
buffer with sample reducing agent, Invitrogen) and heated
at 95°C for 10 min. Then, 10 pg of proteins were separated
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on a NuPAGE Novex gel (Invitrogen) and transferred to a
nitrocellulose or PVDF membrane, for chemiluminescent or
fluorescent western-blotting respectively. Membranes were
saturated in 5% non-fat dry milk in TNT or 5% Bovine
Scrum Albumine in Tris-NaCl-Tween buffer and incubated
with appropriate primary antibodies allowing detection of
actin (Sigma-Aldrich A5441, 1/50000), Akt (Cell Signaling
9272, 1/5000), phospho-Akt (Ser473) (Ccll Signaling 12694,
1/2500), Human and murine alpha-synuclein (BD Bioscience
610787; immunogen: Rat synuclein-1 aa. 15-123; 1/10000),
phospho-alpha-Synuclein  (Ser129) (Cell Signaling  23706;
immunogen: synthetic phosphopeptide corresponding  to
residues surrounding Ser129 of Human alpha-synuclein
protcin; 1/1000), aggregated alpha-synuclcin (Merck MABN389;
immunogen: Keyhole limpet hemocyanin-conjugated linear
peptide corresponding to Human aggregated alpha-synuclein;
1/2000), TRS-1 (Cell Signaling 2382, 1/1000), phospho-IRS1
(Tyr608) (Merck 09-432, 1/5000), LC3B (Abcam ab48394,
1/2500), mTOR (Cell Signaling 2972, 1/1000), phospho-mTOR
(Ser2448) (Cell Signaling 2971, 1/2500), p62 (BD Bioscience
610498, 1/5000), Stat3 (Cell Signaling 9139, 1/2500), phospho-
Stat3 (Tyr705) (Cell Signaling 9131, 1/1000), Raptor (Cell
Signaling 2280, 1/5000) and Rictor (Cell Signaling 2114, 1/5000).
Signals were revealed with horseradish peroxidase conjugated
secondary antibodies (Life technologies) and chemiluminescence
(ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, Amersham
Biosciences) using Amersham Imager 600 (GE Healthcare), or
with fluorescent secondary antibodies (Tife technologies) using
Typhoon FLA 9500 GoldSeal (GE Healthcare). Two to eight
replicates of each western-blot were performed. Quantification
of protein bands densitometry was carried out using Tmage]
software version 1.51 w (NIH). Results are normalized to actin
levels.

Statistics

The difference in body mass between genotypes was compared
across time using a Kruskal-Wallis test followed by Mann-
Whitney U-test on individual time period. A Mann-Whitncy
U-test was used to compare WT and Thyl-aSYN mice for a
given phase or light and dark phases for a given phenotype.
Unless otherwise noted, values in the figures and text are
mean = standard error of the mean (SEM). Values of p < 0.05
are considered to be statistically significant. Data were analyzed
and graphs were plotted by GraphPad Prism® software version
6.05.

RESULTS

Thy1-aSYN Mice Show Impaired Motor
Performance and Coordination in
Challenging Beam Traversal

Six-month-old WT. and Thyl-aSYN mice were tested in the
challenging beam traversal test (Figure 1A). Time to traverse,
number of steps and error per steps were analyzed. Regarding
time to traverse, Mann-Whitney U-test showed no significant
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difference between WT and transgenic mice (p = 0.67)
(Figure 1B). Similarly, the number of steps did not differ between
WT and transgenic mice (p = 0.28; data not shown). Analysis
of the number of errors per step indicated that transgenic
animals made significantly more errors compared to WT controls
(0.77 £ 0.05 vs. 0.38 + 0.03; p < 0.0001) (Figures 1C,D).
Therefore, our results show that 6-month-old Thy1-aSYN display
impairments in the challenging beam traversal test, confirming
the deficits of this model in challenging motor tests (Fleming
et al., 2004; Chesselet et al., 2012).

Thy1-aSYN Mice Show Reduced Body
Weight Gain Over Time

Wild-type and transgenic mice were weighed at 21 days
(weaning), 2, 3, 6, 9, and 12 months of age. Kruskal-Wallis
analysis showed that both WT and transgenic mice gained weight
as they aged (p < 0.0001 for both genotype). Mann-Whitney
U-test on individual time periods revealed that Thyl-aSYN mice
weighed significantly less than WT mice {from 3 months of
age (27.25 £ 0.92 vs. 31.31 &+ 0.94 g p < 0.001). Difference
increased over time, so that at 12 months of age WT mice reached
42.72 £ 2.13 g, while Thy1-aSYN mice weighted 35.30 & 2.44 g
(p < 0.05) (Figure 2A). Therefore, our results suggest a slower
body weight gain of Thyl-aSYN transgenic mice compared to
WT littermates. Next characterizations were conducted on 6-
month-old transgenic Thyl-aSYN and WT mice (body mass:
Thyl-aSYN: 32.84 + 1.03 vs. WT: 38.82 + 1.13 g; p < 0.001).

Thy1-aSYN Mice Have Reduced Body

Fat Compared to WT Mice

To explore whether lower body mass of Thyl-aSYN compared
to WT mice was attributable to change in body composition,
X-ray CT Scan imaging was used to evaluate lean and fat masses
in anesthetized 6-month-old mice (Figure 2B). Data analyses
revealed no significant difference in lean mass between transgenic
and WT mice (Thyl-aSYN: 17.69 + 0.63 vs. WT: 19.15 + 0.54;
p = 0.11). In contrast, transgenic mice showed a decrease in
the total fat mass (2.54 + 0.26 vs. 8.39 & 1.35 g; p < 0.0001),
visceral fat mass (1.22 £ 0.14 vs. 3.90 & 0.53 g; p < 0.0001),
and subcutaneous fat mass (1.32 £ 0.125 vs. 449 + 082 g;
P < 0.0001) compared to WT littermates (Figure 2C). This was
accompanied by a decreased fat ratio (Thyl-aSYN: 12.67 + 1.36
vs. WT: 28.88 & 3.29%; p = 0.0001). Bone mineral density was
also calculated and showed no difference between transgenic
and WT animals (data not shown). At euthanasia, the weight of
subcutaneous adipose tissue (consisting of inguinal and gluteal
adipose tissues) was lower in Thyl-aSYN mice compared to that
of WT mice (121.1 £ 10.58 vs. 447.4 & 77.32 mg; p < 0.001)
(Figure 2D). Therefore, both CT Scan imaging and subcutaneous
fat weighting show that Thyl-aSYN mice have a reduced fat
accumulation.

Thy1-aSYN Mice Display Reduced Food
Intake and Altered Meal Pattern

To better understand the cause of the lower body weight
and body fat in transgenic mice, we examined their food
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FIGURE 1 | Motor performance and coordination in 6-month-old mice. (A) Schematic representation of the challenging beam traversal procedure used to assess
motor performance. (B) Time to traverse did not differ between experimental groups. (C) Thy1-aSYN mice made more errors per step compared to WT mice.

(D) Photograph of a mouse making an error on the grid while traversing the beam (white arrow: forelimb slips through the grid). Mean of five trials. Mann-Whitney
U-test. ****p < 0.0001 vs. WT mice.
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FIGURE 2| Body weight gain and body composition analysis. (A) Thy1-aSYN mice show reduced weight-gain compared to WT littermates from 3 months of age.
(B) Representative Micro-CT Scans obtained from 6-month-old WT and Thy1-aSYN mice showing selected area of lean (blue), subcutaneous fat (green), visceral fat
(purple) tissues. (C) Both visceral and subcutaneous fat masses were decreased in 6-month-old Thy1-aSYN mice compared to WT mice, with no change in lean
mass. (D) Mass of subcutaneous adipose tissue collected at euthanasia was decreased in 6-month-old Thy1-aSYN mice compared to WT mice. Mann-Whitney

U-test on individual time epochs and for body composition analyses; *p < 0.05, ***p <0.01, and ****p < 0.0001 vs. WT mice.

intake, ambulatory activity and EE using the LabMaster-CaloSys-  lower consumption of water (1.11 & 0.26 vs. 2.00 + 0.23 ml;
Calorimetry system. Transgenic mice consumed 35% less food p < 0.05) (Figure 3A). Further analyses were performed to
than their control littermates during the dark cycle (1.85 + 0.31  compare the inter-meal interval, meal size, meal duration and
vs. 2.86 + 0.225 g; p < 0.05). This was accompanied by a meal rate. Inter-meal interval analysis revealed no difference
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FIGURE 3 | Food intake and meal pattern of 8-month-old mice. (A) Thy1-aSYN mice consumed less food and water compared to WT mice during the dark phase.
(B) Inter-meal interval were more elevated during the light phase than during the dark phase, regardless of the genotype. (C) Meal size was decreased in Thyi-aSYN
mice compared to WT mice during the dark phase. (D) Meal duration and (E) Meal rate analyses show no statistically significant difference between genotypes,
although Thy1-aSYN mice overall tended to show longer meal duration and decreased meal rate compared to WT mice during the dark phase. Mann-Whitney
U-test. *p < 0.05, *p < 0.01, *¥p < 0,001, and ***p < 00001 vs. dark cycle; “p < 0.05 vs. WT mice, White and gray backgrounds represent light and dark
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between transgenic and WT mice and both genotypes showed
a more elevated inter-meal interval during the light phase
than during the dark phase (Figure 3B). Measurement of the
meal size showed that it was decreased in Thyl-aSYN mice
compared to WT mice during the dark phase (0.162 + 0.025
vs. 0250 + 0.025 g p < 0.05) (Figure 3C). Thyl-aSYN

mice also tended to show a longer meal duration and a
decreased meal rate compared to WT mice, although these
differences did not reach statistical significance (Figures 3D,E).
It however has to be noted that the meal duration was
statistically shorter during the light cycle compared to the
dark cycle for WT animals (4.58 £ 0.59 vs. 6.73 & 0.85 min;
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FIGURE 4 | Spontaneous activity and energy metabolism in 6-month-old mice. (A) Horizontal (x-axe) and vertical activity (z-axe) of Thy1-aSYN mice and WT mice.
(B) Energy expenditure was decreased in Thy1-aSYN mice compared to WT mice, both during the dark cycle and light phases. (G) Oxygen consumption, (D) RER
and (E) Fat oxidation of Thy1-aSYN and WT mice. Mann-Whitney U-test. *#p < 0.01, ##p < 0.001 vs. dark cycle; “p < 0.05 and **p < 0.01 vs. WT mice. White

p < 0.05), but this was not the case for transgenic animals
(Figure 3D).

Thy1-aSYN Mice Show Increased
Activity and Altered Energy Metabolism

The monitoring of locomotor activity showed that the horizontal
ambulatory activity (x-axis beam breaks counts; e.g., locomotion)
of Thyl-aSYN mice was significantly higher than that of WT
mice both during the dark cycle (8425 + 1552 vs. 4731 = 401
breaks; p < 0.05) and during the light cycle (2828 + 446
vs. 1558 + 132 breaks; p = p < 0.01). Likewise, the vertical

activity (z-axis beam breaks counts; e.g., rearing or jumping)
was significantly increased during the light cycle (1128 & 218
vs. 620 £ 101 breaks; p < 0.05) (Figure 4A). The measurement
of the EE using the LabMaster-CaloSys-Calorimetry system
showed that EE was decreased in Thyl-aSYN mice compared
to WT mice, both during the dark cycle (0.49 + 0.02 vs.
056 £ 0.02 kcal/h; p < 0.05) and during the light cycle
(0.40 £ 0.01 vs. 0.47 % 0.02 kcal/h; p < 0.01) (Figure 4B).
Body composition influences energy metabolism, and there is no
consensus on the best normalization tool to use when expressing
VO, or VCO; (Butler and Kozak, 2010; Kaiyala et al., 2010).
In our study, we observed no statistically significant change
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levels, (D) low insulin and (E) low leptin plasma levels compared to WT mice. Mann-Whitney U-test; *p < 0.05, “*p < 0.01, and ****p < 0.0001 vs. WT mice.

in oxygen consumption or carbon dioxide production between
transgenic and WT mice, when normalized to either lean mass
or total body weight (Figure 4C and data not shown). However,
our results show that oxygen consumption was decreased during
the light cycle compared to the dark cycle for WT animals
(3604 = 110 vs. 3940 £ 115 ml/h/kg lean mass; p < 0.01), while
this was not the case for the transgenic animals (Figure 4C).
Similarly, the RER was significantly decreased during the light
cycle compared to the dark cycle in WT animals (0.848 + 0.015
vs 0.900 £ 0.014; p < 0.01) but no such difference was observed
in Thy1-aSYN mice (Figure 4D). Altogether these data suggest
that temporal rhythms in energy metabolism may be deregulated
in Thy1-aSYN mice. Finally, as the Thyl-aSYN transgenic mice
have lower body fat mass than WT mice, we calculated the
fat oxidation to better evaluate their use of fat as intrinsic
energy source. Our results did not reveal significant difference
for this parameter between genotypes (dark cycle: Thyl-aSYN:
0.23 + 0.04 vs. WT: 0.18 % 0.02 keal/h; p = 0.485; light cycle:
Thyl-aSYN: 0.235 £ 0.02 vs. WT: 0.23 + 0.02; p = 0.74)
(Figure 4E).

Thy1-aSYN Mice Have Decreased Insulin
and Leptin Plasma Levels

Given the change in body weight, fat mass, food consumption,
spontaneous activity and EE, we first examined blood glucose
levels after 6 h of fasting and observed no significant difference
between Thyl-aSYN and WT mice (TR: 160.0 £+ 9.75 vs.
WT: 172.5 + 8.32 mg/dl; p = 0.4732). To assess whole-body
glucose homeostasis, we next performed intraperitoneal glucose
tolerance test and insulin sensitivity test on these mice. We
detected no differences in the response patterns, with comparable
area under the curve for Thyl-aSYN and WT mice in both
tests (Figures 5A,B). We also measured the plasma levels of
insulin and leptin and showed decreased levels of these two
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hormones in Thyl-aSYN mice compared to WT mice (insulin:
1.56 + 0.27 vs. 3.64 + 0.78 pg/l; p < 0.05; leptin: 2331 + 1103
vs. 9348 + 2163 pg/ml; p < 0.01) (Figures 5C,D). Finally,
the presence of Human alpha-synuclein was detected in the
plasma of transgenic mice but not in the plasma of WT mice
(42960 £ 6305 pg/ml; p < 0.0001 vs. WT mice) (Figure 5E).

Thy1-aSYN Mice Display Decreased
STAT3 Phosphorylation and Rictor Level

in the Hypothalamus

The control of feeding and EE is centrally regulated by the
hypothalamus using the information originating from peripheral
organs. To determine whether alterations in this brain region
could contribute to the metabolic abnormalities in Thyl-aSYN
mice, we first evaluated the accumulation of alpha-synuclein
in the hypothalamus in our model. We found that alpha-
synuclein, detected with an antibody that recognizes both
mouse and Human proteins, was expressed in the hypothalamus
at a level comparable to that observed in the substantia
nigra and the striatum in 6-month-old Thyl-aSYN mice
(Figure 6A). Further analyses showed that levels of total alpha-
synuclein, alpha-synuclein phosphorylation at serine 129 and
aggregated alpha-synuclein were higher in the hypothalamus
of Thyl-aSYN mice compared to W'T' mice (928.5 £ 169.7 vs.
100 £ 17.38%; p < 0.0001; 1243.1 & 335.8 vs. 100 £ 21.36%;
P < 0.0001 and 4133.72 + 638.6 vs. 100 + 38.56%; p < 0.0001,
respectively) (Figure 6B). We next compared the expression
and activation of receptors and protein complexes known to
be critically implicated in the regulation of energy balance and
metabolism by the hypothalamus. Western blot of total and
active phosphorylated forms of IRS-1 and of STAT3 showed that
phosphorylation of STAT3 at tyrosine 705 was decreased in the
hypothalamus of 6-month-old Thyl-aSYN mice compared to
WT mice (71.84 4 10.51 vs. 100 & 9.70%; p < 0.05) (Figure 6B).
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We also compared the major mTOR protein complexes including
total and phosphorylated mTOR (that nucleates the two distinct
protein complexes mTORCI and mTORC2), raptor (specific
core regulatory protein of the mTORC1 complex) or rictor
(specific core regulatory protein of the mTORC2 complex).
Obtained data show a significant decrease in the expression of
rictor in the hypothalamus of 6-month-old Thyl-aSYN mice
(67.97 + 9.68 vs. 100 + 3.66%; p < 0.01), suggesting that the
mTORC2 pathway .is deregulated in 6-month-old Thyl-aSYN
mice (Figure 6B). Given that rictor plays an important role in
autophagy induction and that alpha-synuclein is known to alter
autophagy signals, the levels of key autophagy-related proteins

LC3B and p62 were assessed but showed no significant changes
between Thy1-aSYN and WT mice (89.68 £ 4.96 vs. 100 £ 5.76%;
p = 027 and 1029 =+ 1147 vs. 100 £ 13.71%; p = 0.64,
respectively).

Finally, we aimed to see whether the deregulation of markers
linked to metabolism was observed at an earlier time-point
in the Thyl-aSYN mouse model. We therefore compared the
phenotype of 3-month-old transgenic and WT animals for
both peripheral and central markers previously identified as
deregulated. Our results show no change in blood glucose levels
and insulinemia and a non-statically decrease of the plasmatic
levels of leptin in 3-month-old Thyl-aSYN mice compared to
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protein, and the results are quantified in the right graphs (WT: n = 16, Thy1-aSYN: n = 13). Thy1-aSYN mice displayed increased levels of alpha-synuclein
phosphorylation at serine 129, as well as decreased STAT3 phosphonylation at tyrosine 705 and increased rictor protein levels. Mann-Whitney U-test; *p < 0.05,
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controls (2416 + 699 vs. 6273 + 1670 pg/ml; p = 0.1004)
(Figure 7A). They moreover evidence in 3-month-old Thyl-
aSYN mice increased levels of alpha-synuclein phosphorylated at
serine 129 (935.5 £ 218.2 vs. 100 + 26.60%; p < 0.0001) together
with a decrease in the phosphorylation of STAT3 at tyrosine 705
(75.24 = 9.06 vs. 100 £ 10.74%; p < 0.05) and an increase in
rictor protein levels (160.6 &+ 14.48 vs. 100 + 9.08%; p < 0.01)
(Figure 7B).

DISCUSSION

The present study aimed to characterize the metabolic phenotype
of the Thyl-aSYN mouse model based on the overexpression
of full-length, Human, WT alpha-synuclein. The Thyl-aSYN
mouse model reproduces several features evoking sporadic PD,
such as alpha-synuclein accumulation in brain regions including
the substantia nigra. Later in life - at 14 months of age -
these mice lose 40% of striatal dopamine and show sensory-
motor deficits that, as in Humans, are partially reversed by
L-dopa (Lam et al, 2011). This pathological phenotype may
be slower than that of mice that overexpress alpha-synuclein
carrying mutations found in patients with rare familial forms
of PD (i.e, A53T, A30P) (Chesselet and Richter, 2011). In
the present study, we characterized the transgenic mice at an
age preceding any dopamine loss and severe sensory-motor
deficits (Chesselet et al., 2012) in an attempt to improve our

understanding at an earlier phase of the disorder. Consistent
with previous publications (Fleming et al, 2004; Tam et al.
2011) we report motor deficits in the challenging beam traversal
test, therefore supporting the reproducibility of the Thyl-
aSYN phenotype. Our data show for the first time that 6-
month-old Thyl-aSYN mice display loss of adiposity, altered
feeding behavior, decreased EE, as well as deregulation of
peripheral hormones and hypothalamic signaling pathways
known to be critically implicated in the regulation of energy
homeostasis.

Body Weight and Body Composition of
Thy1-aSYN Mice

Thyl-aSYN mice showed a decreased body weight observable
from 3 months of age compared to age-matched WT mice, and
the difference increased with age. Body composition analysis
in 6-month-old animals revealed that Thyl-aSYN mice had
lower subcutaneous and visceral fat mass, but no change in
lean mass. It has to be noted that Human prospective studies
report that PD patients can show decreased body weights several
years (2-5 years) before the disease is diagnosed (Durricu
et al, 1992; Chen et al, 2003; Cheshire and Wszolek, 2005;
Sharma and Lewis, 2017), after which their average body weights
decline. Anthropometric studies show that this weight loss
is essentially associated with reduced body fat mass, but not
with muscle loss (Markus et al., 1993; Beyer et al, 1995;
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Lorefalt ct al, 2004, 2009). Therefore, the phenotype of the
Thy1-aSYN mousc model recapitulates scveral features reported
in PD patients. Because PD patients are at higher risk of
reduced bone mineral density and fractures (Torsney et al,
2014), we aimed to mcasure bone mincral density in the
Thyl-aSYN and WT mice, showing no difference between
genotypes.

Altered Feeding Behavior and Energy
Metabolism

When individually housed in metabolic cages, 6-month-old
transgenic mice showed a decrease in food consumption
compared to control mice. This was associated with an altered
meal pattern resulting in a smaller meal size. Decreased food
consumption and altered meal pattern could arise from a number
of factors observed in this transgenic mouse model. First, Thy1-
aSYN mice exhibit early and sustained olfactory detection and
discrimination deficits without total loss of olfaction, as it is
usually reported in patients (Fleming et al, 2008). Olfaction
influences food intake (Soria-Gomez et al, 2014) and therefore,
such olfactory deficiencies might contribute to a lower food
consumption of Thyl-aSYN mice. Second, Thyl-aSYN mice
exhibit increased anxiety, that is frequently experienced by PD
patients (Mouren et al., 1983). Various studies have associated
stress and anxiety to alteration in food intake and body weight
(Rivest et al., 1989; Dunn and Berridge, 1990) and this could
impact the feeding behavior in our study. Third, Thyl-aSYN mice
show reductions in fecal pellet output when exposed to a novelty
stress from 2.5-3 months of age, as well as alpha-synuclein
accumulation in the colonic myenteric ganglia as reported
in 7-8-month-old animals (Wang ct al., 2012). Such gastro-
intestinal alterations could contribute to weight loss in transgenic
animals both by altering their food intake behavior and by
causing malabsorption. Thyl-aSYN mice displayed a decreased
EE compared to controls, thus arguing against the possibility that
an EE dysregulation could contribute to weight loss in our model.
Our obscrvations are consistent with the report that weight loss
in PD occurs regardless to changes in daily EE (Delikanaki-
Skaribas et al., 2009). Analyses of oxygen consumption and
RER analyses did not cvidence significant changes between
transgenic and WT mice. However, they revealed that EE, oxygen
consumption and RER were significantly decreased during the
light cycle compared to the dark cycle in WT animals but
no such differences were observed in Thyl-aSYN mice. This
suggests that Thyl-aSYN mice could display alterations in
temporal rhythms in cnergy metabolism and this could be
linked to deficits in circadian-regulated behavior (Kudo et al.,
2011).

Hyperactivity, Dopamine, and

Face-Validity of the Thy1-aSYN Model
Behavioral characterization of 6-month-old transgenic mice
showed an increased activity for both horizontal and vertical
movements, in line with previous reports of increased open-
field activity of Thyl-aSYN mice at 7 months (Lam et al., 2011).
Increased activity of Thyl-aSYN mice has to be considered

www.fronti
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along with the increased extracellular striatal dopamine reported
in the Thyl-aSyn mice at 6 months of age and should be
distinguished of the later decreased locomotion observed in
14-month-old Thyl-aSYN mice, when striatal dopamine is
significantly lost (Lam ct al, 2011; Chessclet ct al, 2012).
Interestingly, an increased activity has also been reported for
other mouse models of PD. For instance, knock-in mice bearing
the G2019S LRRK2 mutation (a frequent cause of familial
PD) have a hyperactive phenotype in the open field test
(Longo et al, 2014). Similarly, MitoPark mice (in which the
mitochondrial transcription factor Tfam is sclectively removed
in midbrain dopamine neurons) display at 6 weeks higher
activity scores at both horizontal and vertical movements than
control mice, while this hyperactivity is reversed to bradykinesia
at 12 weeks of age, when dopamine levels get significantly
lower in their striatum (Galter et al, 2010). Although it is
difficult to extrapolate these data to patients in which levodopa-
responsive motor symptoms support the diagnosis, one could
hypothesize that early deregulation of dopamine could contribute
to presymptomatic motor changes, as suggested in healthy
carriers of the LRRK2 G2019S mutation (Mirelman et al., 2011).
Noteworthy, the nigrostriatal dopaminergic pathway has also
been implicated in feeding (Ungerstedt, 19715 Szczypka et al,
2001) and an excess of dopamine signaling has been reported
to inhibit feeding in mice, as demonstrated with non-specific
dopamine receptor agonists, DAT inhibitors, or amphetamines
(Leibowitz, 1975). As such, changes in dopamine concentration
could contribute to hyperactivity, impairments in challenging
motor test and feeding abnormalities in 6-month-old Thyl-aSYN
mice.

Deregulation in Hormones Controlling
Energy Homeostasis

Research on the mechanisms governing body weight, feeding
behavior and energy metabolism has provided insight into
complex interactions between peripheral signals and the central
nervous system (Schwartz et al, 2000). Both plasma insulin
and leptin concentrations are decreased in 6-month-old Thyl-
aSYN mice. The leptin hormone is produced by white adipose
tissue (Considine et al, 1996). Its level declines in Humans
and mice after weight loss and accordingly a lower plasma
leptin concentration was reported in PD patients with weight
loss (Lorefalt et al., 2009; Fiszer et al,, 2010). Hypoleptinemia
has also been reported in transgenic mice overexpressing A53T
alpha-synuclein (Rothman et al., 2014), as well as in mice
overexpressing amyloid precursor protein (Ishii et al,, 2014) and
in two Huntington’s disease mouse models (Phan et al., 2009) and
might therefore appear as a feature frequently associated with
pathological protein accumulation in mice. Insulin is secreted
from pancreatic beta cells and its circulating concentrations
show a positive correlation with body fat mass (Yu and Kim,
2012). This suggests that the declines in leptin and insulin
levels are consequences of the changes in body composition
in the Thyl-aSYN mice. In turn, the deregulation of these
hormones could alter the phenotype of Thyl-aSYN mice in
several ways. For instance, insulin increases adiposity, promotes
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lipid synthesis, and inhibits lipolysis (Baskin ct al, 1999).
Also, both leptin and insulin were shown to raise EE when
administered to rodents (Menendez and Atrens, 1989; Morton
etal., 2011), therefore directly linking decline in these hormones
and reduction in EE in the Thyl-aSYN mice. Insulin and leptin
have also neuroprotective properties and can influence synaptic
plasticity. Among other studies, leptin administration rescued
dopaminergic ncurons, decreased the apomorphine-induced
rotational behavior and restored striatal catecholamine levels in
the unilateral 6-hydroxydopamine mouse model of dopaminergic
cell death (Weng ctal,, 2007). Also, insulin induces the expression
of the activity-regulated cytoskeleton-associated gene (Chen
ctal, 2014), an effector immediate early gene critical to protein-
synthesis synaptic plasticity (Rosi, 2011). Leptin receptors and
insulin receptors are expressed by dopaminergic neurons in
midbrain (Figlewicz et al,, 2003) and both hormones act directly
on these neurons (ITommel ct al., 2006; Mebel ct al., 2012). Leptin
has been shown to modulate dopamine D2 receptor expression
in striatum (Pfaffly et al, 2010). Tnsulin has been shown to
depress dopamine concentration in the ventral tegmental area
via increasing its reuptake through dopamine transporter (Mebel
et al,, 2012). Although these results indicate a potential role of
leptin and insulin in regulating the action of dopamine in the
brain, the exact molecular mechanisms of such actions are yet to
be elucidated.

Brain of Thy1-aSYN mouse
at 6 months of age
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2 alpha-synuclein levels, phosphorylation
at serine 129 and aggregation
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FIGURE 8 | Proposed graphical abstract illustrating the pathways possioly
involved in metabolism abnormalities in 6-month-old Thy1-aSYN transgenic
mice.

Frontiers in Molecular

Alpha-Synuclein and Deregulation of
Signaling Pathways Regulating Energy
Metabolism in the Hypothalamus of
Thy1-aSYN Mice

It is now well established that the brain, especially the
hypothalamus, maintains body weight homeostasis by effectively
adjusting food intake and EE in response to changes in
levels of various nutritional status indicators. In PD, alpha-
synuclein pathology may spread along ncuronal pathways and
neuropathological hypothalamic involvement was previously
reported (.angston and Forno, 1978; Ansorge et al., 1997), even
at preclinical stages (Dc Pablo-Fernandez ct al, 2017). Ilere,
we report for the first time that alpha-synuclein accumulates
in the hypothalamus of Thy1-aSYN mice, to levels comparable
to those of the substantia nigra and the striatum. We also
show increased levels of alpha-synuclein phosphorylation at
serine 129 and alpha-synuclein aggregation in this brain region.
Alpha-synuclein has been suggested to fulfill roles in synaptic
function and plasticity and thus it is possible that the alpha-
synuclein pathology in the hypothalamus causes functional
alterations leading to metabolism abnormalities. Importantly,
alpha-synuclein level was also elevated in the plasma of Thyl-
aSYN mice compared to WT mice. Although it is not clear
how plasma alpha-synuclein levels relate to abnormal aggregated
alpha-synuclein in the brain, our results confer to the Thyl-aSYN
mouse model a major interest to evaluate the blood as a as a
source of neurodegeneration biomarkers. By further analyzing
the receptors and protein complexes known to be critically
implicated in the regulation of metabolism, we evidenced a
decreased phosphorylation at tyrosine 705 of the transcription
factor STAT3 in the hypothalamus already present in 3-month-
old Thy1-aSYN mice. STAT3 phosphorylation at tyrosine 705
promotes its homodimerization or heterodimerization with other
STATs which leads to nucleus translocation and DNA binding.
In vivo studies have provided evidence indicating that STAT3
activation in the hypothalamus is critical to the regulation of
food intake and energy balance, particularly in the functioning
of leptin (Bates et al, 2003; Buettner et al., 2006). Thus the
downregulation of STAT3 phosphorylation could sign defects in
the hypothalamus function in Thyl-aSYN mice. Over the last
decade, mTOR complexes 1 and 2 (mTORC1 and mTORC2)
have also emerged as critical cellular energy sensors because of
their ability to couple hormones (including leptin and insulin)
and nutrient signals with the regulation of energy balance and
metabolism and activity among others (Haissaguerre et al , 2014).
We compared the expression of major mTOR proteins and
showed alterations of the protein levels of rictor, a required
subunit for mTORC2, with increased protein levels in 3-month-
old Thyl-aSYN mice, and decrease protein levels at 6 months of
age. We did not observe changes in rictor levels in the substantia
nigra of 6-month-old Thyl-aSYN (data not shown), suggesting
that alpha-synuclein overexpression causes brain region-specific
deregulations in our model. Although the function of mTORC2
is not as well-known as the function of mTORCI, it regulates
actin polarization and endocytosis (Rispal et al., 2015) and
sphingolipid biosynthesis (Roclants ct al., 2011). It appears
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important to further evaluate the role of mTORC2 in these
pathways that we and others reported as notably dercgulated in
PD (Mutez et al,, 2014; Dijkstra et al., 2015). Thus, considering
the pivotal roles of the hypothalamus in regulating feeding
behavior and encrgy metabolism, it is rcasonable to speculate
that the STAT3/mTORC2 alterations could contribute to the
metabolic phenotype of Thyl-aSYN mice (Figure 8).

CONCLUSION

In conclusion, our data demonstrate a link between alpha-
synuclein overexpression and metabolic abnormalities including
decrcased  body weight and adiposity, altered feeding
behavior and decreased EE together with hypoleptinemia
and hypoinsulinemia in the Thyl-aSYN mouse model.
They moreover raise the possibility that alterations of the
STAT3/mTORC2 signaling pathways in the hypothalamus of
Thy1-aSYN transgenic mice could contribute to the disruption of
their feeding behavior and energy metabolism. This emphasizes
the need to better characterize the hypothalamus molecular
dysregulation in PD to understand the etiology of unintended
body weight change in this disease. Future studies are particularly
needed to evaluate the interest of the proteins linked to STAT3
and mTORC?2 signaling as biomarkers for PD and to test whether
strategies aimed to normalize energy metabolism would interfere
with alpha-synuclein-linked pathology.
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Caractérisation métabolique et modulation pharmacologique de I’activité glucocérébrosidase dans un
modéle murin surexprimant I’a-synucléine.

La maladie de Parkinson (MP) est la pathologie motrice neurodégénérative progressive la plus fréquente. Elle est caractérisée
par une neurodégénérescence dopaminergique dans la substance noire, une accumulation neuronale d’a-synucléine et une
neuroinflammation chronique. Les symptémes moteurs caractéristiques sont précédés de troubles non moteurs parmi lesquels
un trouble olfactif et une perte de poids. Un déréglement du métabolisme lipidique pourrait étre impliqgué dans la MP. En effet,
des variations de poids et une perte d’adiposité ont été constatées dans les stades précoces de la MP. De plus, la perte de
fonction liée aux mutations du géne GBA1l codant la glucocérébrosidase (GBA) lysosomale, une enzyme régulant le
métabolisme des sphingolipides, est un facteur de risque majeur de développer la MP.

L’objectif principal était de caractériser le phénotype non moteur, métabolique et la réponse immunitaire des souris Thyl-aSYN
surexprimant I'a-synucléine humaine au niveau neuronal. Puis, le lien entre I'activité GBA, les fonctions sensorimotrices,
I'accumulation de I'a-synucléine et la neuroinflammation chez les souris sauvages (WT) et Thy1-aSYN était étudié.

Les souris Thyl-aSYN et WT ont été évaluées a I'age de 3, 6 et 12 mois sur leurs performances olfactives, motrices et
métaboliques (gain de poids, composition corporelle, métabolisme énergétique). Dans le sang, le glucose, la leptine et l'insuline
ont été dosées. Et dans I'hypothalamus, le taux d’a-synucléine, son agrégation, et des marqueurs de la voie de signalisation
mTOR ont été analysés. Les cellules du systéme immunitaire ont été quantifiées par cytométrie en flux. Puis, des souris males
Thyl-aSYN et WT agées de 6 mois ont été traitées par voie intrapéritonéale pendant 14 jours par le conduritol-beta-epoxyde
(inhibiteur de GBA, 100mg/kg/j), le miglustat (activateur de GBA, 100mg/kg/j), ou le tampon phosphate salin. L’activité cérébrale
GBA a été dosée par essai fluorométrique. Les performances sensorimotrices ont été évaluées a l'aide du test de challenge de
la poutre et du retrait de I'adhésif. Le taux d’a-synucléine et son agrégation ont été quantifiés ainsi que les populations du
systéme immunitaire.

Les souris Thy1-aSYN ont des troubles olfactifs et de motricité fine dés I'age de 3 mois. Elles prennent moins de poids que les
souris WT tout au long de leur vie. Leur composition corporelle a 'age de 6 mois montre que cette perte de poids est liée a une
diminution de la masse grasse sous-cutanée et viscérale. De plus, les souris Thyl-aSYN consomment moins d’eau et de
nourriture, ont une activité plus importante et une énergie libérée moindre. Ces troubles métaboliques sont liés a une diminution
de la leptinémie, de l'insulinémie, et a une agrégation d’a-synucléine associée a une diminution de Rictor et de I'activation de
STAT3 dans 'hypothalamus, connus pour réguler ’homéostasie énergétique. L’analyse des cellules immunitaires suggére que
les souris Thyl-aSYN agés de 3 mois ont moins de lymphocytes T CD8+ dans le sang. Dans le second temps, le traitement par
conduritol-beta-epoxyde et miglustat diminue et augmente respectivement I'activité cérébrale de GBA. L’inhibition de I'activité
GBA promeut I'apparition de troubles neurosensoriels et une augmentation cérébrale des leucocytes chez les souris Thyl-
aSYN. Aucun changement majeur de I'agrégation de I'a-synucléine suivant la modulation de I'activité glucocérébrosidase n’a
été observé chez les souris Thyl-aSYN et WT.

En conclusion, les troubles métaboliques sont liés a la surexpression d’a—synucléine, qui altére la voie de signalisation de
mTOR et STAT3 dans I'hypothalamus et pourrait ainsi perturber I’homéostasie énergétique des souris Thyl-aSYN. Les troubles
observés chez ces souris traitées par un inhibiteur de GBA suggérent un effet synergique entre la perte de fonction de GBA et
I'accumulation de I'a-synucléine, qui pourrait contribuer aux troubles sensorimoteurs et a la neuroinflammation dans la MP.

Mots clés : a-synucléine, métabolisme énergétique, leptine, glucocérébrosidase, inflammation, maladie de Parkison

Metabolic phenotype and pharmacological modulation of glucocerebrosidase activity in a transgenic
mouse model overexpressing a-synuclein.

Parkinson’s disease (PD) is the most common movement neurodegenerative disorder. It is characterized by the progressive
degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra, by a pathological accumulation of a-synuclein in neurons and by
a chronic neuroinflammation. Characteristic motor symptoms can be preceded by non-motor dysfunctions including olfaction
deficits and body weight loss. Increasing evidences suggest that deregulation in lipid metabolism could be involved in PD.
Indeed, unintended body weight change and loss of adiposity has been documented in early stages PD patients. Moreover,
loss-of-function mutations in the GBA1l gene encoding lysosomal glucocerebrosidase (GBA), an enzyme regulating the
metabolism of sphingolipids, are common risk factors for PD.

The aim of this project is first to characterize the non-motor, metabolic and immune response phenotype of Thyl-aSYN
transgenic mice overexpressing human a-synuclein in neurons, and second to better understand the links between
glucocerebrosidase activity and sensorimotor functions, a-synuclein accumulation and neuroinflammation in wild-type (WT) and
Thyl-aSYN mice.

Thyl-aSYN and WT mice were evaluated from 3, 6 and 12 months of age for olfactory and motor performances and metabolism
(weight gain over aging, body composition, energy metabolism). Blood glucose, insulin and leptin levels were quantified as well
as a-synuclein levels and aggregation and markers of the mTOR signaling pathway in the hypothalamus. Immune cell
populations were numbered by multicolor flow cytometry. In a second study, 6-month-old male mice were treated for 14 days by
intraperitoneal injection of conduritol-beta-epoxyde (an inhibitor of lysosomal GBA; 100mg/kg/day), miglustat (an enhancer of
lysosomal GBA activity; 100mg/kg/day) or phosphate buffered saline. Brain GBA activity was determined by fluorogenic assay.
Sensorimotor performances were evaluated in the challenging beam test and the removal adhesive test. A-synuclein levels and
aggregation as well as immune cell populations were measured.

Our results show that Thy1-aSYN mice have olfactory and fine motor impairments from 3 months of age. Thyl-aSYN mice gain
less body weight throughout life than WT mice. Body composition analysis of 6-month-old animals evidenced that body mass
loss is due to reduced subcutaneous and visceral fat mass. Thyl-aSYN mice moreover show lower food and water
consumption, increased spontaneous activity and a reduced energy expenditure. Theses metabolic disorders are associated
with decreased insulin and leptin levels in the blood and in the hypothalamus with a-synuclein aggregation and decreased levels
of Rictor and of the activated form of STAT3 both known to regulate energy homeostasis. Numeration of immune cells suggest
that 3-month-old Thy1-aSYN mice have less CD8+ T lymphocytes than WT mice in the blood. In the second study, conduritol-
beta-epoxide and miglustat decreased and increased lysosomal brain GBA activity, respectively. GBA inhibition promoted the
onset of neuromotor deficits and increased the number of brain CD45+ cells in Thyl-aSYN mice. No striking changes in a-
synuclein aggregation were observed in Thyl-aSYN mice or WT mice.

Together, our results show that metabolic alterations are an important phenotype of a-synuclein overexpression and that
impaired STAT3 and mTORC?2 signaling in the hypothalamus may underlie the disruption of energy metabolism in Thyl-aSYN
mice. Abnormalities observed in Thyl-aSYN treated by an inhibitor of GBA suggest a synergistic effect between GBA loss of
function and a-synuclein accumulation that could contribute to sensorimotor deficits and neuroinflammation in PD.

Keywords : a-synuclein, energy metabolism, leptin, glucocerebrosidase, inflammation, Parkinson disease
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