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INTRODUCTION

L. Les maladies neurodégénératives liées a 1'age

1. Introduction des maladies neurodégénératives

Les MN se traduisent par une altération du fonctionnement, voire la perte des cellules
neuronales et affectent de fagon progressive et souvent irréversible le systéme nerveux central
ou périphérique. Elles peuvent étre définies par les manifestations cliniques qui leurs sont
associées, par les régions cérébrales et les types cellulaires atteints et enfin par les protéines
impliquées dans leur pathogénicité (Kovacs and Budka, 2010). Du fait du vieillissement de la
population dans les sociétés occidentales, les maladies neurodégénératives (MN) liées a 1’age
prennent de plus en plus d'ampleur et sont devenues une importante préoccupation pour la
santé publique. Malgré de nombreuses années de recherche et d'essais cliniques sur les
troubles neurodégénératifs, la cause de la perte progressive des neurones dans ces maladies
reste incertaine, les bases génétiques et les mécanismes moléculaires et cellulaires ne sont pas
encore complétement élucidés et les traitements pharmacologiques utilisés actuellement
visent a traiter uniquement les symptomes plutét qu'a prévenir ou stopper la
neurodégénérescence (Van Bulck et al., 2019).

Contrairement aux autres cellules du systéme nerveux, les neurones ne se divisent pas et
doivent faire face a des défis supplémentaires, notamment un besoin de niveaux ¢levés
d'énergie, faire face a un taux métabolique élevé, le maintien du controle qualité des
protéines, le trafic d'organites et d'autres facteurs a des distances considérables a 1'intérieur de
la cellule. L’altération de ces fonctions vitales peut causer la mort neuronale.

La plupart de ces maladies sont liées a I’accumulation pathologique, dans le tissu nerveux, de

protéines mal-conformées et agrégées. Les plus fréquentes sont la maladie d’Alzheimer (MA)



et la maladie de Parkinson (MP). A ce jour, malgré I’augmentation des connaissances sur la
nature fondamentale de ces maladies, les mécanismes associés a la pathogenése de ces
troubles neurodégénératifs restent encore incertains. Bien que les MN soient cliniquement
différentes et affectent des régions cérébrales distinctes, ces maladies peuvent présenter des
traits communs au niveau neuropathologique, génétique et moléculaire qui peuvent s’appuyer
sur des anomalies anatomiques cellulaires ou moléculaires de méme nature. Une revue
récente (Gan et al., 2018) a résumé ces voies communes (Figure 1) qui comprennent : le
contrdle qualité des protéines (par exemple les protéines cytosoliques ou nucléaires agrégées),
la voie d’autophagie-lysosome, I'homéostasie mitochondriale, la propagation des protéines, la
propagation des granules de stress, la toxicité synaptique et le dysfonctionnement de
connectivité neuronale. L’altération de ces voies neuronales communes peut induire

I’initiation et/ou la progression de la neurodégénérescence.
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Figure 1: Régions cérébrales primaires affectées dans les MN et les caractéristiques

pathologiques communes qu’elles partagent (Fu et al., 2018 ; Gan et al., 2018).

(A) Régions cérébrales primaires affectées dans les principales MN. Les manifestations

cliniques sont rattachées a la dégénérescence de différentes régions cérébrales, dans lesquelles
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des cellules neuronales spécifiques se détériorent progressivement. (B) Voies neuronales
communes altérées dans les MN, notamment le contrdle de la qualité des protéines, la voie
d’autophagie-lysosome, 'homéostasie des mitochondries, le trafic intercellulaire des protéines

et des granules de stress, la toxicité synaptique et le dysfonctionnement du réseau neuronal.

La MA est une maladie neurodégénérative liée a 1’age qui conduit a la démence et touche
environ 10 % de la population agée de plus de 65 ans (Rocca et al., 1991). La MA représente
un probléme de santé publique majeur ou elle touche 1 Million de personnes en France et
représente 70 % des cas démences chez les personnes agées. La perte de mémoire est le
premier signe de déficience cognitive, suivie par l'aphasie, I'agnosie, 1'apraxie et des troubles
du comportement. Les deux principaux types de lésions cérébrales associées a la MA sont les
plaques séniles et les enchevétrements neurofibrillaires (Armstrong, 2009; Chui et al., 1993).
Les plaques séniles résultent de l'accumulation extracellulaire d'un peptide appelé AP dans
des dépots amyloides. L'AP dérive d'un précurseur, la protéine précurseur f-amyloide (APP).
Dans les formes de MA familiales, des mutations ont été trouvées sur le géne APP (Wilson et
al., 1999). Les plaques séniles sont distribuées de maniére diffuse et variable dans le cortex
cérébral et dans les structures sous-corticales. La MA fait également partie du groupe des
tauopathies, qui se caractérisent par la présence d’agrégats neuronaux intracellulaires d’une
protéine associée aux microtubules (microtubules protein-associated MAP), Tau (Weingarten
et al., 1975 ; Buée et al., 2000). La protéine Tau est principalement exprimée dans les axones
et les dendrites des neurones du systéme nerveux central (Binder et al., 1985) ou elle joue un
role important dans 1'assemblage et la stabilit¢ des monomeéres de tubuline en microtubules
neuronaux (Cleveland et al., 1977). Dans les conditions pathologiques, notamment dans la
MA, I’hyper-phosphorylation de la protéine Tau cause 1’altération de sa fonction et conduit a

son agrégation intracellulaire, qui se manifeste par des enchevétrements neurofibrillaires
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(Brion et al., 2001). Le dysfonctionnement de la protéine Tau, provoqué par son hyper-
phosphorylation, est 1'un des principaux facteurs qui participent de la neurotoxicité associée
aux tauopathies (Nelson et al., 2012). Dans les tauopathies, et de manicre similaire a d'autres
protéinopathies, les agrégats ou les oligoméres de Tau se propagent le long des circuits
neuronaux par un mécanisme de transmission de cellule a cellule de type prion (Dujardin and
Hyman, 2019; Gibbons et al., 2019), et le taux de déclin cognitif est étroitement li¢ au taux de
formation des agrégats Tau (de Calignon et al., 2012). En fonction de la topographie des
l1ésions neurofibrillaires, il a été mis en place six stades de propagation de la maladie dits
stades Braak (Braak and Braak, 1995), qui sont universellement utilisés pour évaluer la
gravité pathologique en corrélation avec la progression de la maladie (Braak and Braak, 1995;
Clavaguera et al., 2009; de Calignon et al., 2012).

La MP touche 150 000 personnes en France soit 6 a 7 fois moins fréquente que la MA.
La MP est un trouble neurologique qui se traduit par la dégénérescence sélective et
progressive des neurones dopaminergiques au niveau de la substantia nigra pars compacta
(SNpc) du cerveau et par un déficit en dopamine au niveau du striatum qui s'ensuit. Trés
complexe, cette maladie neurologique chronique se caractérise par des symptomes moteurs
associés a la présence des corps de Lewy et la perte progressive des neurones
dopaminergiques de la SNpc (Poewe et al., 2017). Elle touche a la fois les sphéres motrices,
cognitives et psychiques. Au niveau clinique, la MP se caractérise essentiellement par trois
symptomes moteurs qui constituent la triade parkinsonienne : I’akinésie, le tremblement au
repos et la rigidité des membres (Poewe et al., 2017). Parmi les traits neuropathologiques
communs aux patients atteints de la MP, on trouve la perte sélective des neurones
dopaminergiques du mésencéphale (mDA). Leur dégénérescence contribue a la baisse de la
dopamine dans le striatum et provoque un déséquilibre dans le circuit des ganglions de la base

qui méne a I’émergence des symptomes moteurs caractéristiques (Dickson et al., 2009). Bien
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que les mDA couvrent uniquement <1% des neurones du cerveau, ils sont impliqués dans une
variété de fonctions clefs du systéme nerveux central, incluant le mouvement volontaire, les
processus affectifs, la récompense, I’attention, la motivation, la mémoire de travail et
I’apprentissage (Poewe et al., 2017). Cependant, les propriétés uniques des mDA peuvent
contribuer a leur vulnérabilité. En effet, chaque mDA humain contient jusqu'a un million de
terminaisons axonales, dont beaucoup se trouvent a une grande distance du soma, ce qui
représente un réel défi pour maintenir 'homéostasie cellulaire (Pissadaki and Bolam, 2013).
L’arborisation axonale des mDA, étant parmi les plus développées dans le cerveau, peut étre
associée a une activit¢é mitochondriale élevée productrice, certes d’ATP, mais aussi de
radicaux libres (Pacelli et al., 2015). En outre, les neurones dopaminergiques nigraux
subissent un stress oxydatif continu en raison de la nature instable de leur neurotransmetteur,
la dopamine (Maker et al., 1981), dont les effets néfastes sont encore renforcés par des
concentrations ¢levées en fer dans la substantia nigra (Zecca et al., 2004). Le
dysfonctionnement mitochondrial et le stress oxydatif ont souvent été associés a la
pathogenése de la MP sporadique et familiale (Abou-Sleiman et al., 2006; Ryan et al., 2015).
En effet, il a ét¢ démontré que dans la substantia nigra de patients atteints de la MP
sporadique, I'activité du complexe I mitochondrial était diminuée conduisant a I’augmentation
des dommages oxydatifs (Schapira et al., 1990). Concernant les formes familiales de la MP,
les mutations des génes PARK2, PARK6 et PARK7, impliqués dans la protection de la cellule
contre le stress oxydatif et les dysfonctionnements mitochondriaux, sont a I'origine de la MP
familiale récessive, les mutations de PARK2 étant les plus fréquentes (Abou-Sleiman et al.,
2006). Les formes familiales représentent uniquement 5-10%, la grande majorité des cas de
MA étant sporadiques, sans cause connue.

Il est aujourd’hui essentiel de mieux comprendre les mécanismes moléculaires a

I’origine de la neurodégénérescence afin de développer des nouvelles stratégies diagnostiques
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et thérapeutiques plus précoce et plus efficaces. Les causes exactes de 1’apparition et de la
progression de la neurodégénérescence dans la MP et la MA sont encore incertaines.
Néanmoins, ce serait favoris¢ par différents facteurs dont : des facteurs génétiques et
environnementaux (tels que : I’exposition a certaines neurotoxines, les pesticides ou aux
métaux lourds) qui provoquent des dysfonctionnements neuronaux favorisant la
dégénérescence (Koller et al., 1990; Ullah et al., 2021). Cependant, I’age reste un élément
corrélé avec la survenue de la MP et de la MA (Drachman, 2006; Reeve et al., 2014). En effet,
la fréquence d’apparition de la MP augmente exponentiellement avec 1’age pour atteindre un
pic a 80 ans (Driver et al., 2009) tandis que 1’incidence de la MA augmente aprés 65 ans et
explose apres 80 ans (Hebert et al., 2001). Il en est de méme pour d'autres MN liées a 1’age
comme la sclérose latérale amyotrophique (SLA), l'atrophie multi-systémique (MS), la
maladie a corps de Lewy, et la démence frontotemporale (FTD) (Hou et al., 2019; Kritsilis et

al., 2018).

2. Comment expliquer la corrélation entre les MN et I’age ?

A ce jour, malgré I’augmentation considérable des connaissances sur la nature fondamentale
des MN, la maniére dont le vieillissement et les MN pourraient étre liés au niveau moléculaire
reste inconnue. Le vieillissement est 1'un des problémes les plus difficiles a résoudre en
biologie et en médecine. Le vieillissement se définit par la perte progressive de I'homéostasie
cellulaire, conduisant a I’altération des fonctions vitales de 1’organisme. L'accumulation des
dommages cellulaires au cours du temps est considérée comme la cause principale du
vieillissement (Gems and Partridge, 2013). La compréhension des mécanismes sous-jacents
qui favorisent le vieillissement est nécessaire pour €lucider leurs liens avec les MN liées a

l'age. En effet, de nombreuses voies moléculaires et mécanismes associés au vieillissement
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sont ¢galement impliqués dans les MN telles que la MA et la MP (Lopez-Otin et al., 2013).
Hou et al., ont proposé dans une revue (Hou et al., 2019) que la survenue des MN est associée
avec neuf caractéristiques biologiques du vieillissement (Figure 2) dont : D’instabilité
génomique (Blaudin de Thé et al., 2018; Madabhushi et al., 2014), I’attrition des télomeres
(Eitan et al., 2014), les dérégulations épigénétiques (Berson et al., 2018), la perte de
protéostase (Sin and Nollen, 2015), le dysfonctionnement mitochondrial (Gao et al., 2017), la
sénescence cellulaire (Kritsilis et al., 2018), la dérégulation des capacités olfactives et
gustatives rendant difficile la discrimination des nutriments, 1’épuisement des cellules souches
et l’altération de la communication intercellulaire (Iturria-Medina and Evans, 2015).
Cependant, il reste a établir comment le vieillissement et la neurodégénérescence sont liés au
niveau moléculaire et l'interface entre le processus de vieillissement et I’apparition de ce type

d’affections.
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Figure 2 : Les neuf caractéristiques du vieillissement (Hou et al., 2019).

Le schéma ci-dessus présente 9 caractéristiques contribuant au processus de vieillissement :
I’instabilité génomique, 1’attrition des télomeres, les altérations épigénétiques, la perte de la
protéostase, la dérégulation de la dérégulation des capacités olfactives et gustatives, le
dysfonctionnement mitochondrial, la sénescence, 1’épuisement des cellules souches et
I’altération de la communication intercellulaire. Ensemble, ces caractéristiques contribuent au

phénotype du vieillissement.

3. Mécanismes pathogéniques

Il est important de noter que malgré les multiples recherches sur les voies des protéines
agrégées, on ignore encore si les plaques séniles et les enchevétrements neurofibrillaires sont
la cause de la maladie ou la conséquence d'événements inconnus survenus en amont et/ou en
parall¢le. Il est probable que plusieurs mécanismes pathogéniques agissent en synergie au sein

du méme neurone. Pendant trés longtemps, la recherche dans le domaine de la
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neurodégénérescence s'est concentrée sur les événements d’agrégation de protéines et d’autres
événements ayant lieu dans le cytoplasme. Cependant ces derni¢res années, de plus en plus
d’études se sont intéressées aux altérations nucléaires des neurones qui pourraient étre
impliqués dans la neurodégénérescence. Il s'agit par exemple de dommages structurels et
moléculaires du noyau, la détérioration de I’architecture nucléaire, I’altération du transport
nucléo-cytoplasmique des protéines et/ou des ARN, les modifications épigénétiques et les
changements de 1'expression des génes. On ignore dans quelle mesure le ciblage de ces voies
pourrait nous aider a développer des nouvelles stratégies thérapeutiques. Comme mentionné
ci-dessus, certaines des caractéristiques du vieillissement sont également associées aux MN et
certaines d’entre elles affectent le noyau. Citons par exemple, l’altération du trafic
nucléocytoplasmique 1’instabilité génomique et les modifications épigénétiques. En effet, il a
été rapporté que les dommages a I'ADN dans les cellules neuronales peuvent contribuer a la
pathogenése de la MA (Brasnjevic et al., 2008; Moreira et al., 2008). Des souris transgéniques
pour la protéine précurseur de 1'amyloide humaine (Suberbielle et al., 2013) présentent des
dommages a I’ADN dans différentes régions du cerveau. Par ailleurs, I’altération du complexe
de pore nucléaire et du transport nucléocytoplasmique (TNC) sont souvent impliquées dans la
pathogenése de certaines MN (Eftekharzadeh et al., 2018; Hachiya et al., 2021) car en raison
de D’organisation cellulaire hautement polarisée des neurones, le trafic des facteurs de
transcription et d’autres protéines fonctionnelles entre le cytoplasme et le noyau est tres
complexe ce qui les rend particulicrement sensibles aux altérations du transport
nucléocytoplasmique. Les dérégulations épigénétiques ont aussi €té associées a la
physiopathologie de la MA (Griff and Tsai, 2013). Par exemple, la désacétylation de certaines
histones au niveau de résidus lysine spécifiques a ét¢ impliquée dans la neurodégénérescence
(Abel and Zukin, 2008; Jia et al., 2016), I’acétylation de 1’histone 3 (H3) est impliquée dans la

MP (Kontopoulos et al., 2006) ou encore des modifications de H4K12ac (acétylation de la
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lysine 12 au niveau de I’histone 4) ont été associées aux variants génétiques de la MA
(Nativio et al., 2018). Dans une autre étude de Janczura et al., (2018), sur des mod¢les murins
de la MA, la modulation des niveaux d’acétylation en utilisant des inhibiteurs de HDAC3
(une histone désacétylase) a permis de réguler les niveaux de phosphorylation de Tau, de
normaliser le taux de AP et de restaurer les niveaux d’expression d’un groupe de geénes
dérégulés dans la MA. 1l est important de noter que 1’une des conséquences des modifications
épigénétiques est ’activation de certains geénes, normalement réprimés grace a différents
mécanismes moléculaires ou de modifications de la structure du génome. Parmi ces derniers,
les ¢éléments transposables (ET) occupent depuis peu une place d’intérét. Les travaux récents
menés par notre équipe (Blaudin de Thé et al., 2018; Peze-Heidsieck et al., 2022; Ravel-
Godreuil et al., 2021; Rekaik et al., 2015) et ceux d’autres laboratoires (Casale et al., 2021; Li
et al., 2012a; Sun et al., 2018) s’attachent a révéler et comprendre comment les ET pourraient
étre impliqués dans certaines circonstances a la pathogenése de certaines

neurodégénérescences et donc de certaines MN.

I1. Les éléments transposables, nouveaux acteurs dans les MN

1. Vue d’ensemble sur les éléments transposables

Découverts pour la premiére fois par Barbara McClintock dans le mais a la fin des années
1940 (McClintock, 1950), les ET, ou "genes sauteurs", sont des séquences d'ADN répétées
qui peuvent se déplacer d'un endroit & un autre ou étre répliqués en grand nombre dans le
génome. Plusieurs années aprés cette découverte, on a déterminé grace aux méthodes de
séquengage des génomes que les ET couvrent environ 45% du génome humain (Lander et al.,
2001) alors que les génes codants pour des protéines ne représentent que 2 %. Le reste est

compos¢ d'introns et de diverses séquences uniques (Figure 3). Plusieurs nomenclatures ont
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été proposées pour classer les ET (Finnegan, 1989; Wicker et al., 2007). Le premier systéme
de classification (Figure 3) a été proposé par Finnegan : les ET sont classés en deux
catégories en fonction du mécanisme qui leur permet de se déplacer dans le génome : via un
intermédiaire ARN (classe I ou rétrotransposons) ou un intermédiaire ADN (classe II ou
transposons a ADN) (Finnegan, 1989). Les rétrotransposons représentent la classe la plus

importante dans le génome des mammiferes.
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Figure 3 : Classification des éléments transposables (Jonsson et al., 2020).

(A) Selon la classification de Wicker (Wicker et al., 2007), les ET sont classés
hiérarchiquement en classes, sous-classes, familles et sous-familles. Il existe 2 grandes classes
d'éléments transposables : la classe I qui sont mobiles grace a un intermédiaire ARN tandis
que la classe II utilisent un intermédiaire ADN. Les transposons & ADN codent pour une
enzyme transposase. Les rétrotransposons peuvent étre divisés en 2 sous-groupes : les
rétrotransposons a longues répétitions terminales LTR (Long terminal repeats) et les

rétrotransposons non LTR. Les rétrotransposons LTR et les rétrovirus ont des LTR flanquants
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les geénes Gag, Pol et Env. Les rétrotransposons non LTR posseédent un ou deux cadres de
lecture ouverts (ORF) adjacents a des régions non traduites et, dans certains cas, contiennent
une queue poly(A). Les rétrotransposons et les transposons ADN peuvent aussi étre classés
selon leur capacité a se mobiliser de maniére autonome ou non autonome. Les ET de la
famille des LINE-1 sont les seuls parmi les rétrotransposons non LTR a étre mobiles de
manicre autonome dans le génome humain. La séquence du LINE-1 contient deux cadres de
lecture ouverts : ORF1 code pour une protéine ORF1p, de liaison a I’ARN et ORF2 code pour
une protéine ORF2p, ayant des activités d’endonucléase et de transcriptase inverse. Les
¢léments Alu comprennent deux monomeres divisés par un connecteur (riche en A) et une
queue poly(A) dans le 3" UTR. IIs contiennent également deux promoteurs pour I'ARN
polymérase III dans leur région 5'. SINE-VNTR-Alu (SVA) se compose de répétitions
CCCTCT, d'un domaine de type Alu, d'un complexe VNTR, d'un domaine SINE-R et d'une
queue poly(A). (B) Proportions des différents des ET dans le génome humain. TSD, Target

site duplication : duplication des séquences au niveau du site d'insertion.

Les transposons a ADN, de classe II, se transposent selon le mode « couper-coller ». Ils
contiennent un cadre de lecture ouvert (ORF) codant pour une protéine, la transposase et ils
représentent uniquement 3% du génome humain (Lander et al., 2001). A ce jour aucun
transposon ADN n’est actif chez I’homme. Les rétrotransposons, de classe I, sont divisés en
deux types : les rétrotransposons LTR et les rétrotransposons non LTR, en fonction de la
présence ou de l'absence du LTR a leurs extrémités. Ces éléments nécessitent une étape de
transcription inverse pour s'intégrer dans 'ADN de la cellule hote (Boeke and Corces, 1989).
Les rétrotransposons LTR tels que les rétrovirus endogénes (ERV), proviennent des rétrovirus
exogenes qui ont infecté la lignée germinale tout au long de 1'évolution. Ils partagent des
similitudes avec le génome des rétrovirus, comme la structure de 'ADN et le mécanisme de
réplication. Ces ¢éléments codent trois protéines Env, Gag et Pol. Cependant, aucun élément
complet codant pour ces trois protéines n’a été identifi¢ chez I’homme. Les rétrotransposons

non LTR, peuvent étre classés en éléments autonomes ou non autonomes. Les éléments
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autonomes contiennent des séquences codantes pour des protéines nécessaires a leur
mobilisation et leur déplacement dans le génome tandis que les autres ont besoin d'autres
transposons pour &tre mobiles. Les rétrotransposons autonomes non LTR, incluent les LINE-1
« long interspersed nuclear elements », qui constituent la grande majorité des éléments
transposables du génome humain. L’abondance des ET varie selon 1’espéce. Par exemple, les
¢léments LINE et les SINE sont trés abondants chez I'homme tandis que les LINE et les
¢léments LTR sont plus abondants chez la souris.

Au fil du temps, les ET ont accumulé des mutations et ont perdu leur capacité de
mobilisation dans le génome (Lanciano and Cristofari, 2020). Par ailleurs, les ET qui n'ont
pas accumulé de mutations pour perdre leur capacité a se transposer, qui sont les plus récents,
peuvent se mobiliser activement dans le génome. Ces ¢léments sont considérés comme étant
actifs dans le génome humain et appartiennent aux familles des rétrotransposons LINE-1.

Les progreés récents des technologies de séquencage de 1'ADN, les analyses bio-
informatiques et les études génomiques et fonctionnelles modernes ont permis de révéler que
les ET anciennement considérés comme de I'ADN parasite ou indésirable (Calos and Miller,
1980), sont des moteurs de la variabilité génétique, car ils représentent une source d'évolution
adaptative dans les génomes des mammiféres (Fedoroff, 2012). Ils participent a
I’hétérogénéité génétique, au mosaicisme somatique et a la diversité cellulaire (Muotri et al.,
2005; Rosser and An, 2012). Par exemple les rétrotransposons LINE-1 sont impliqués dans le
mosaicisme neuronal tout au long du développement embryonnaire (Thomas et al., 2012) ou
encore au cours de l'embryogenése précoce des mammiferes (Ergiin et al., 2004) ainsi que
dans le mosaisme germinal et somatique (Rosser and An, 2012). De plus en plus de preuves
montrent que les ET sont actifs pendant la neurogenése, et leur mobilisation a été détectée
dans différentes régions du cerveau, donnant lieu a un mosaicisme (Muotri et al., 2005). Ces

¢léments pourraient ainsi jouer un role important dans la diversité génomique neuronale en
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générant des variations entre les neurones d'un méme individu et avoir un role primordial
dans l'innovation génomique. Les ET participent aussi a la plasticité du génome en régulant
l'expression des geénes et en étant impliqués dans les régulations épigénétiques (Guichard et
al., 2018; Slotkin and Martienssen, 2007). Mais la question de savoir si cette variabilité
génétique contribue a la détermination fonctionnelle spécifique des cellules ou a la maladie
reste encore controversée.

Malgré leurs implications dans ces processus biologiques au sein des génomes des
mammiferes, les ET peuvent représenter dans certaines circonstances une menace pour
I’intégrité des génomes et peuvent compromettre leur stabilité (Slotkin and Martienssen,

2007) en raison de leur potentiel mutageéne et leur capacité a induire 1’instabilité génomique.

2. Rétrotransposons LINE-1

Bien que la plupart des ET ont perdu leur capacité a se mobiliser dans le génome et sont
considérés comme « fossilisés » ou inactifs en raison de diverses mutations ou de
réarrangements ou troncatures (Brouha et al., 2003; Faulkner et al., 2009), certains demeurent
toujours actifs de fagon autonome, compétents pour la rétrotransposition et peuvent constituer
une menace pour la stabilité du génome. Parmi ces éléments, 1’'un des rétrotransposons les
plus actifs est le LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element-1) qui couvre 17% du
patrimoine génétique humain (Waterston et al., 2002). Le génome humain comporte environ
500 000 copies des rétrotransposons LINE-1 (Lander et al., 2001). Un élément LINE-1
humain actif complet fait une longueur de 6 kb. Sa séquence comprend une région non
traduite 5 'UTR qui fonctionne comme un promoteur interne, deux cadres de lecture ouverts
(ORF1 et ORF2) et une région 3 'UTR qui se termine par un signal de polyadénylation

poly(A). Bien qu'il semble que de nombreuses insertions LINE-1 soient produites, la majorité
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des LINE-1 sont tronqués au niveau de la région 5 'UTR (Goodier and Kazazian, 2008). Cette
troncature rend le LINE-1 incapable de transcription autonome et donc inactif ce qui réduit
considérablement le nombre d'éléments actifs dans le génome. Néanmoins, selon une base
d’annotation des LINE-1 (L1Basev2) (Penzkofer et al., 2017), 146 éléments LINE-1 sont
intacts dans le génome humain (LINE-1 L1HS spécifique & 'homme) et ont ainsi conservé
leur capacité de codage et peuvent potentiellement se rétrotransposer de maniére autonome.
Chez la souris, le nombre d’éléments LINE-1 actifs (familles L1Md-Tf, -A et -Gf) est
beaucoup plus élevé (environ 3000). En outre, les éléments LINE-1 peuvent également
rétrotransposer les ARN d’autres éléments non autonomes comme les éléments Alu
appartenant a la famille des SINE (Short Interspersed Nuclear Element) et les SVA
(SINE/VNTR/Alu) vers de nouvelles localisations génomiques par l'intermédiaire dune
transcriptase inverse. Ces ¢éléments sont capables de se mobiliser uniquement a l'aide de la
machinerie enzymatique codée par le LINE-1 (Dewannieux et al., 2003; Hancks et al., 2011).
Les élements LINE-1 peuvent aussi rétrotransposer des ARNm cellulaires, ce qui peut

entrainer la formation de pseudogénes.
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Figure 4 : Structure de LINE-1 chez ’homme, sa taille, le nombre de copies et le

pourcentage qu’il couvre dans le génome.

La famille des LINE-1 est I'une des principales classes de rétrotransposons et constitue
environ 17 % du génome humain. Un LINE-1 humain complet et actif fait une longueur de 6
kb. La structure de 1’élément LINE-1 complet est composée d’une région 5’UTR non traduite,
un promoteur interne ainsi que deux cadres de lecture ouverts (ORF1 et ORF2), codant pour
deux protéines ORF1p et ORF2p et une région 3'UTR qui se termine par un signal poly(A).
L’ORFl1p (~40 kDa) est une protéine de liaison chaperonne de I’ARN et ORF2p (~150 kDa)
posséde une double activité d’endonucléase et de transcriptase inverse. Dans 1’orientation

anti-sens, ORFO code pour un peptide de 71 acides aminés.

L’¢élément LINE-1 code pour deux protéines nécessaires a sa mobilisation. L'une des
protéines importantes pour sa rétrotransposition est la protéine ORF2p, ayant une masse
moléculaire de 150 kDa, possédant une activit¢ endonucléase (Feng et al., 1996) et
transcriptase inverse (RT) (Dewannieux et al., 2003; Hancks and Kazazian, 2012; Mathias et
al., 1991; Richardson et al., 2015). L’activité endonucléase est essentielle pour le clivage de
I'ADN et la réintégration d'une nouvelle copie du LINE-1 dans le génome (rétrotransposition)

(Alisch et al., 2006). La protéine ORF1p de ~40 kDa de masse moléculaire, est exprimée a
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des niveaux beaucoup plus élevés que ORF2p (Dai et al., 2014). Bien que son role précis reste
encore incertain, ORF1p est une protéine de liaison & 'ARN (activité chaperon d'acides
nucléiques) (Khazina et al., 2011; Martin and Bushman, 2001) avec une forte préférence en
cis pour 'ARN du LINE-1 (Martin, 2006) et peut se lier a d’autres ARN (y compris ceux
d’autres ET comme les SINE). Le 5°’UTR du LINE-1 est un promoteur bidirectionnel, qui
permet une transcription anti-sens et la production d’un ARNm chimérique du LINE-1. La
séquence de ORFO est trés courte et code pour un peptide de 71 acides aminés. Parmi les 146
¢léments LINE-1 codants pour ORF1 et ORF2, il n’y a que 100 copies qui ont une ORFO
intact. ORFO possede deux sites donneurs d'épissage, et pourrait s’associer a un exon (en
aval) et produire une protéine de fusion, ce qui contribue a la diversité génique (Denli et al.,
2015). La fonction de ORFO n’est pas complétement connue mais il semble que ORFO0 soit
¢galement impliquée dans la rétrotransposition du LINE-1. En effet, une étude a montré que
la surexpression de ORFO augmentait la fréquence de rétrotransposition de plus de 40 %
(Denli et al., 2015). Par ailleurs, il a ét¢ montré que ORFO0 pourrait coder pour un peptide qui
favorise la prolifération cellulaire (Honda et al., 2020).

Dans la cellule, les LINE-1 fonctionnent via un mécanisme de « copier-coller »
(Figure 5). Aprés la transcription de I’ARNm, celui-ci quitte le noyau vers le cytoplasme pour
y étre traduit. Les protéines ORF1p et ORF2p (encodées par le LINE-1) vont se lier avec leur
ARNm, formant un complexe protéines-ARN ou ribonucléoprotéine particle (RNP) dans le
cytoplasme. On pense que les particules RNP LINE-1 sont composées de nombreuses
protéines de ORF1p, d'une protéine de ORF2p et d'un ARNm LINE-1 (1 ORF2p pour 240
protéines ORF1p par RNP LINE-1) (Basame et al., 2006; Dai et al., 2014). La RNP LINE-1
est transportée dans le noyau via un mécanisme non encore ¢lucidé. Dans le noyau, ORF2p
via son activité endonucléase, induit une cassure simple brin de ’ADN au niveau d’une

séquence cible (5’-TT/AAAA-3’), créant une extrémité 3' hydroxyle (3'OH) qui sert d'amorce
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pour la transcription inverse de I'ARNm du LINE-1 (7arget Primed Reverse Transcription,
TPRT) pour produire I'ADN complémentaire (ADNc). Cela se fait grace a sa fonction de
transcriptase inverse de ORF2p qui va synthétiser a partir de ’ARNm, une copie d’ADNc du
LINE-1 qui sera insérée au site de la cassure (Bourque et al., 2018). Ces événements ont lieu
dans le noyau, mais la question de comment la RNP LINE-1 accéde au noyau reste
controversée. En effet, le modele actuel suggére que la RNP LINE-1 entre dans le noyau
pendant la mitose, étape pendant laquelle la membrane nucléaire devient trés fragilisée, et que
l'intégration d’une nouvelle copie du LINE-1 se produit pendant la phase S du cycle cellulaire
(Mita et al., 2018). Dans ce méme modele, il est suggéré qu’une fois dans le noyau, ORF1p se
dissocie de la RNP et est exportée dans le cytoplasme tandis que ORF2p reste dans le noyau
associ¢ a son ARN LINE-1 pour la rétrotransposition. Ceci suggére que ORF1p n’est pas
nécessaire pour le processus d’intégration dans le génome. A ce jour, aucune fonction de
ORFl1p autre que celle de liaison a I’ARN n’est formellement établie. Par ailleurs,
indépendamment de la rétrotransposition, I’activité de la protéine ORF2p dans le génome peut

avoir des effets déléteres dans la cellule hote.
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Figure 5 : Cycle de vie du LINE-1.

(1) ARNm du LINE-1 est produit grace au promoteur sens présent dans le 5 'UTR. (2)
L'ARNm du LINE-1 est transporté dans le cytoplasme avant sa traduction, Une fois que les
deux protéines ORF1p et ORF2p sont produites, elles vont se lier a 'ARNm LINE-1 et
forment une particule RNP par un processus appelé « cis-préférence ». (3) La RNP retourne
au noyau (par un mécanisme encore inconnu). Une fois dans le noyau, ORF2p, grace a son
activité endonucléase, va induire une coupure au niveau de I'ADN, exposant un 3'OH libre qui
sert d'amorce pour la transcription inverse de I'ARNm du LINE-1 pour produire le premier

brin de I’ADN complémentaire (ADNCc).

3. Mécanismes de répression des LINE-1 dans la cellule hote

Bien que les ET soient les principaux moteurs de l'évolution du génome, ils représentent
¢galement une menace pour la stabilit¢ du génome. Compte tenu des dommages potentiels
qu’ils peuvent causer, il existe dans la cellule hote plusieurs mécanismes moléculaires pour

réprimer et maintenir sous contrdle ces éléments et lutter contre leurs effets délétéres (Levin
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and Moran, 2011). Ainsi, la majorité des ET sont réprimés sur le plan transcriptionnel dans la
plupart des tissus adultes. Parmi les mécanismes de défense cellulaire les plus efficaces, on
peut citer la répression transcriptionnelle via des mécanismes épigénétiques impliquant le
compactage de la chromatine sous forme d’hétérochromatine et les méthylations de I’ADN.
Dans les cellules eucaryotes, l'information génétique stockée dans I'ADN se trouve
dans une structure chromatinienne, le nucléosome. Celui-ci est composé de deux copies de
chaque histone centrale, H2A, H2B, H3 et H4, enveloppées par environ deux tours d'ADN de
147bp (Luger and Hansen, 2005). Les histones sont soumises a des modifications post-
traductionnelles (répressives ou activatrices) qui comprennent la méthylation, 1'acétylation, la
phosphorylation et [I'ubiquitinylation (Kouzarides, 2007) qui affectent directement
I’organisation de la chromatine. Certaines modifications d’histones notamment la méthylation
de certaines de leurs lysines des histones détermine si la transcription est active ou réprimée
en fonction du degré et des positions de méthylation (Black et al., 2012). Les méthylations sur
certaines lysines de 1’histone H3, H3K4, H3K36 et H3K79, sont considérées comme
marqueurs d’une chromatine transcriptionnellement active, tandis que les méthylations H3K9,
H3K27 et H4K20 sont associées a une chromatine réprimée (Black et al.,, 2012). Les
mécanismes de répression sont apparus récemment comme un processus essentiel a la
répression d’éléments qui a I’inverse peuvent avoir des conséquences néfastes pour la cellule.
Parmi ces ¢léments, on cite les ET qui sont souvent conditionnés dans de I’hétérochromatine
condensée (Pauler et al., 2009) et dont I’expression est réprimée via des modifications
d’histones (Igolkina et al., 2019; Walter et al., 2016). Cette répression protége en premiére
instance la cellule contre leurs effets génotoxiques qui seront discutés dans la partie suivante.
Par exemple, les modifications d’histones répressives telle que la triméthylation de la lysine 9
sur l'histone H3 (H3K9me3), est une marque ¢épigénétique caractéristique de

I'hétérochromatine constitutive, qui est présente au niveau des régions 5’UTR des LINE-1
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intacts et qui permet leur répression (Pezic et al., 2014). D'autres marques répressives sont
caractéristiques de l'hétérochromatine facultative, telle que la triméthylation de la lysine 20
sur I'histone H4 (H4K20me3), qui sont également impliquée dans la répression des LINE-1
(Rangasamy, 2013; Ren et al., 2021). Les méthylations des lysines au niveau des histones sont
accompagnées par la méthylation de I'ADN pour réguler I'expression des génes. La
méthylation de ’ADN est 1'un des principaux mécanismes €pigénétiques par lesquels les
¢léments répétitifs sont maintenus sous contrdle via la répression de leurs transcription (Deniz
et al., 2019; Jansz, 2019; Sanchez-Luque et al., 2019). La méthylation influence directement
I’expression des génes par exemple en recrutant des facteurs de transcription qui inhibent
l'expression des geénes. Elle se produit par 1'ajout de groupes méthyles au niveau des cytosines
des dinucléotides CpG (ilots CpG) pour former du 5 méthyl-cytosine (5SmC). La majorité des
cytosines méthylées dans I'ADN génomique humain se trouvent dans des séquences répétées
(Yoder et al., 1997). La région promotrice du LINE-1 localisée dans la séquence 5’UTR est
riche en flots CpG. Chez les mammiferes, certaines protéines possédent un domaine de liaison
aux méthyl-CpG et participent aux mécanismes de répression géniques telle que la protéine
MeCP2 (methyl-CpG binding protein) qui est impliquée dans la méthylation de I’ADN, et
I’inhibition des LINE-1 qui module ainsi leur rétrotransposition (Muotri et al., 2010) (Figure
6). Plusieurs études ont montré que la méthylation de I’ADN LINE-1 permet de réprimer son
expression dans la cellule (Coufal et al., 2009). Dans les cellules somatiques, la plupart des
ilots CpG du promoteur LINE-1 sont méthylés, la perte de cette méthylation conduit a
I’augmentation de l'expression de LINE-1 (Lavie et al., 2005). L’hypométhylation de 'ADN
au cours des premiers jours du développement embryonnaire, est rétablie quelques jours
aprés, entrainant la répression des ET médiée par la marque répressive d'histone H3K9me3
(Matsui et al., 2010). A I’Age adulte les ET sont maintenus réprimés via les mécanismes de

méthylation de I’ADN (Rowe et al., 2013). Il a été rapporté que 'ADN méthyltransférase 1
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(DNMT1) reconnait spécifiquement H4K20me3 au niveau de 1’hétérochromatine (grace au
domaine régulateur BAH1), ce qui assure I’engagement de DNMT1 au niveau de la région
5’UTR du LINE-1 et la méthylation de son ADN (Ren et al., 2021). En outre, 1'épissage est
aussi impliqué dans la répression des LINE-1 dans les cellules somatiques en générant des
transcrits LINE-1 non fonctionnels (Belancio et al., 2006). Il existe également une voie de
régulation post-transcriptionnelle des LINE-1 (Pizarro and Cristofari, 2016) qui implique des
acteurs protéiques intervenant dans la synthése ou la réparation de 'ADN, le traitement de
I'ARN et/ou la formation des RNP. Les voies des petits ARN tels que les siARN ou les
piARN (Figure 6), constituent également une barriere pour contrer I’activation incontrdlée
des ET (Hyun, 2017). Les piARN (Figure 6) sont des petits ARN qui interagissant avec les
protéines Piwi (Castaneda et al., 2011; Iwasaki et al., 2015; Ozata et al., 2019). IIs ciblent les
transcrits LINE-1 et renforcent leur méthylation (Aravin et al., 2008) mais servent également
de guides pour la dégradation de leurs transcrits (Siomi et al.,, 2011). Dans le cerveau de
drosophile, les piARN sont impliqués dans la répression post-transcriptionnelle de ET (la
famille des HERV) et la perturbation de cette voie de répression entraine une dérégulation des
ET et des conséquences pathologiques associées aux tauopathies (Sun et al., 2018). Les
protéines a doigts de zinc (ZNF) de la boite associée Kriippel (KRAB) nommées KRAB-ZFP
sont également impliquées dans la répression des rétrotransposons (Fukuda et al., 2022; Yang
et al., 2017). En effet, il a été rapporté que ces protéines limitent la rétrotransposition dans les
cellules humaines (Goodier et al., 2015). Pour certains LINE-1, notamment les plus anciens,
la liaison de I’histone méthylée H3K9me3 est médié par la liaison des protéines KRAB-ZFP
et leur cofacteur KAP1 (KRAB-associated protein 1) a I'ADN en favorisant le recrutement de
la méthyltransférase SETDBI1 pour la répression transcriptionnelle des LINE-1 (Castro-Diaz
et al., 2014). D’autres protéines clés sont aussi impliquées dans 1'inhibition des LINE-1, par

exemple TREX1 (Figure 6). Il a ét¢ démontré que la perte de fonction de cette enzyme

30



conduit a la dé-répression des LINE-1 (Stetson et al., 2008). SIRT6, un membre de la famille
des sirtuines, est un autre régulateur impliqué dans la répression des promoteurs des LINE-1
(Figure 6). La protéine SIRT6 (ayant une activité mono-ADP-ribosyle) induit le compactage
de 'ADN LINE-1 dans une hétérochromatine transcriptionnellement silencieuse en favorisant
la formation de son complexe avec la protéine de 1’hétérochromatine 1 (HP1) (Van Meter et
al., 2014). SIRT7, un autre membre de la famille des sirtuines ayant une activité désacétylase
NAD-dépendante, participe également a la répression transcriptionnelle des LINE-1 dans les
cellules humaines et de souris en agissant sur l'organisation de la chromatine. Elle permet
I'ancrage des LINE-1 a I'enveloppe nucléaire au niveau des domaines associés aux lamines
LAD (lamin-associated domains) riches en hétérochromatine, qui sont des compartiments
nucléaires de répression transcriptionnelle. La déplétion de SIRT7 entraine une augmentation
de I'expression et de la rétrotransposition des LINE-1 dans les cellules humaines et de souris
(Vazquez et al., 2019).

Malgré I’efficacité de ces mécanismes de la répression de I’expression des ET, les
génomes eucaryotes, y compris ceux de 1'humain, hébergent encore des ET actifs (Beck et al.,
2011). Grace a leurs capacités de résistance et d’adaptation, ces éléments arrivent a échapper
a la répression. Par exemple, il a été rapporté que certains ET subissent des mutations suivies
de la suppression des sites de liaison des protéines a doigt de zinc dans les séquences
régulatrices des ET cibles ce qui empéche leur répression (Bruno et al., 2019; Cosby et al.,
2019). De plus, avec I’age et/ou la pathologie et/ou le stress oxydatif, les mécanismes de
répression des ET peuvent devenir défaillants et perdre leur efficacit¢ induisant la dé-
répression de certains ET notamment les LINE-1 (De Cecco et al., 2013; St. Laurent et al.,
2010; Van Meter et al., 2014). L’activation incontrdlée des LINE-1 dans la cellule hote peut
avoir plusieurs conséquences déléteres telles que les dommages a 1’ADN, [’apparition de

nouvelles insertions toutes deux sources potentielles d’instabilité génomique (Figure 6).
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Figure 6 : Mécanismes de répression des LINE-1 (Peze-Heidsieck et al., 2022).

La cellule hote posséde une série de mécanismes de répression des LINE-1. Ces mécanismes
comprennent : les modifications d’histones, la méthylation de I’ADN, la voie des petits ARN,
la voie des protéines a doigts de zinc, et I’intervention de protéines régulatrices telles que
TREXI1 et SIRT6. L'affaiblissement des mécanismes de répression avec le vieillissement et/ou
le stress oxydatif peut entrainer une activation incontrolée des LINE-1 ce qui pourrait

conduire aux 1ésions de I’ADN, des insertions et une instabilité génomique.

4. Dé-répression des éléments transposables dans les contextes de neuro-
dégénérescence et de troubles neurologiques

Jusqu'a récemment, on pensait que les ¢léments LINE-1 actifs, capables de rétrotransposition
¢taient principalement exprimés dans les cellules germinales, mais les études récentes ont
permis de démontrer la présence des LINE-1 actifs ainsi que des insertions dans les tissus
somatiques, en particulier dans le cerveau humain et dans des neurones en culture (Baillie et
al., 2011; Coufal et al., 2009; Evrony et al., 2012; Muotri et al., 2005). Les LINE-1 sont

exprimés dans le systéme nerveux (Thomas et al., 2012), notamment dans 1’hippocampe
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humain montré par qPCR multiplexe (Coufal et al., 2009) et peuvent se rétrotransposer dans
les précurseurs neuronaux dérivés des cellules souches neuronales de 1'hippocampe (Muotri et
al., 2010, 2005). Cela suggere que cette expression basale des LINE-1 pourrait jouer un role
important dans la diversité génomique neuronale. Des travaux antérieurs au sein de notre
laboratoire ont également montré la présence d’une expression basale des LINE-1 dans les
neurones dopaminergiques de souris adultes (Blaudin de Thé et al., 2018; Rekaik et al., 2015).

Bien qu’ils constituent au moins la moiti¢ du génome humain, I’action des ET dans le
cerveau n’est pas complétement établie. Néanmoins, les progres récents des technologies de
séquengage et les données provenant a la fois de modeles de souris, de modeles de culture
cellulaire humaine et de tissus post-mortem humains ont permis de montrer que les ET
peuvent affecter le cerveau humain (Suarez et al., 2018) et qu’une expression accrue de ces
¢léments dans le cerveau est associée au vieillissement (Li et al., 2013) et a un certain nombre
de MN (Blaudin de Thé et al., 2018; Bollati et al., 2011; Douville et al., 2011; Guo et al.,
2018; Li et al., 2015; Peze-Heidsieck et al., 2022; Ravel-Godreuil et al., 2020; Sun et al.,
2018; Tam et al., 2019) ainsi qu’a un ensemble de troubles neurologiques (Coufal et al., 2011;
Douville et al., 2011; Hancks and Kazazian, 2012; Muotri et al., 2010; Reilly et al., 2013)
comme détaillés dans le Tableau 1. Par exemple, I’activation des rétrotransposons LINE-1 a
été rapportée dans le syndrome de Rett (Muotri et al., 2010), 'ataxie télangiectasique (Coufal
et al., 2011), la MP (Blaudin de Thé et al., 2018) et la MA (Bollati et al., 2011), I’activation
des rétrovirus endogenes humains (HERV) associée a la SLA (Douville et al., 2011; Li et al.,
2015), a la sclérose en plaques (Morandi et al., 2017), la MA (Guo et al., 2018) et aux
tauopathies (Sun et al., 2018), I’implication des éléments Alu dans la MA (Larsen et al., 2017)

et dans la MP (Billingsley et al., 2019) ainsi que dans la SLA (Prudencio et al., 2017).
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Tableau 1. Exemples de maladies neurodégénératives et troubles neurologiques associés a

l'activation des éléments transposables.

ET Pathologies Action des ET Références
Maladie d’Alzheimer | La présence d'AluY et d'AluSx peut induire une | (Larsen et al., 2017)
délétion génomique et entrainer un
dysfonctionnement transcriptionnel chez les patients.
Sclérose latérale | Dérégulation des transcrits Alu (AluYk12 et AluYa5) | (Prudencio et al., 2017)
Alu amyotrophique chez les patients.
/dégénérescence
frontotemporale
Maladie de Parkinson | Chez les patients, la délétion de 1'exon 10 est induite | (Morais et al., 2016)
par la recombinaison homologue médiée par AluSx.
Sclérose en plaques Association des HERV-H, HERV-K, et HERV-15 a | (Morandi et al., 2017)
la sclérose en plaques.
Trouble du spectre | Les HERV-H sont significativement surexprimés | (Balestrieri et al., 2012)
HERV autistique dans les cellules mononucléaires du sang
périphérique des patients.
Sclérose latérale | HERV-K pourrait contribuer a la | (Li et al., 2015; Mayer
amyotrophique neurodégénérescence en raison des effets toxiques de | et al., 2018)
la protéine d'enveloppe (Env).
SVA Dystonie- Intégration du SVA dans la région intronique causant | (Aneichyk et al., 2018)

parkinsonisme li¢ au

chromosome X

une diminution de I'expression du géne TAF1.
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LINE-1

Schizophrénie

Les insertions LINE-1 sont localisées
préférentiellement au niveau des geénes liés a la
schizophrénie et pourraient contribuer a la

susceptibilité a cette pathologie.

(Bundo et al.,, 2014;

Doyle et al., 2017)

Autisme

Dans le cervelet des patients atteints d'autisme, il y a
une expression élevée de LINE-1, due a une perte de

leur répression épigénétique.

(Shpyleva et al., 2018)

Trouble  Dépressif

Majeur

Augmentation du nombre de copies LINE-1 liée a
I’hypométhylation (au niveau de la région 5’UTR)

observée dans le sang périphérique des patients.

(Liu et al., 2016)

Syndrome de Rett

Le nombre de séquences L1 ORF2 dans le cortex
préfrontal des patients est retrouvé plus élevé que

chez les sujets sains.

(Muotri et al., 2010;

Zhao et al., 2019)

Ataxie

télangiectasique

Augmentation de la rétro-transposition des LINE-1
dans des cellules progénitrices neurales humaines

déficientes pour le géne ATM.

(Coufal et al., 2011)

D’apres Ahmadi et al., 2020.

L’activation des ET dans le contexte de la neurodégénérescence pourrait étre la conséquence

de la défaillance de certains mécanismes de répression géniques, comme détaillé ci-dessus. En

effet, plusieurs études récentes ont suggéré que les mécanismes épigénétiques réprimant les

LINE-1 deviennent défaillants au cours du processus de vieillissement, contribuant

potentiellement a une déstabilisation secondaire du génome (O’Sullivan and Karlseder, 2012).

L’'un des mécanismes potentiellement importants affectant la stabilit¢ du génome est la

déstructuration de la chromatine (Zhang et al., 2020) qui conduit a la dé-répression des ET. En

effet, une étude sur le tissu cérébral post-mortem de patients atteints par la MA ainsi que sur
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des modéles de drosophile, a montré que la relaxation de 1’hétérochromatine autour de
certains loci LINE-1 et HERV (HERV-Fcl) induite par la protéine Tau mutée entraine leur
activation et que cette activation était significativement corrélée avec les taux pathologiques
de Tau (Guo et al., 2018). A travers cette étude, Tau apparait comme un modulateur de
I’activité transcriptionnelle des ET, probablement par le biais de la relaxation de la chromatine
autour des loci des ET, conduisant a la perte des neurones associée a la MA. Une étude
similaire sur les mode¢les de drosophile suggere également que la dé-répression des ET est liée
aux niveaux de Tau pathologiques. La surexpression de Tau entraine une relaxation globale de
I’hétérochromatine et une diminution des protéines Piwi, deux mécanismes clés dans la
répression post-transcriptionnelle des ET ce qui conduit a leur activation incontrolée (Frost et
al., 2014; Sun et al., 2018). Par ailleurs, la protéine TDP-43 (TAR DNA binding protein 43)
qui est couramment accumulée et agrégée de maniére anormale dans les cerveaux de patients
atteints par la MA (Kapasi et al., 2017), la SLA et la FTD, a été montrée comme étant un des
répresseurs des SINE, LINE et LTR (Li et al., 2012a), et sa déplétion était associée a une
activation incontrélée des ET dans les cerveaux humains (Li et al., 2015, 2012b) et dans des
modeles de drosophiles (Krug et al., 2017). La perte de TDP-43 nucléaire, une caractéristique
des noyaux des cellules touchées par la MP et la SLA, était également associée a la
décondensation de la chromatine autour des loci LINE-1 et I’augmentation de leur expression
conséquente (Liu et al., 2019). Il est possible que dans d'autres pathologies cérébrales, les
protéines sujettes a 1’agrégation contribuent aussi a dé-répression des ET. D’autres
changements épigénétiques dans les cerveaux humains et chez des modeles animaux associés
a la MA ont été décrits (Frost et al., 2014; Gjoneska et al., 2015) et peuvent influencer les
niveaux d’expression des ET. Par exemple, la méthylation de 'ADN chez les patients atteints
de la MA ¢était accompagnée d’une augmentation de 1’expression des LINE-1 (Bollati et al.,

2011). De plus, plusieurs études ont révélé grace a des méthodes de séquencage d’ARN que
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les niveaux d’expression des HERV et d'autres ET étaient augmentés de maniére différentielle
dans le cerveau des patients atteints de la MA comparés aux sujets sains (Guo et al., 2018;
Sun et al., 2018).

D’autres ET comme les HERV sont impliqués dans les MN telle que la SLA. Les
protéines dérivées du HERV connues pour leur neurotoxicité telle que la proteine Env ont été
détectées dans le liquide céphalorachidien et dans des tissus post-mortem issus de cerveaux de
patients atteints par la SLA (Douville et al., 2011; Li et al., 2015; Steele et al., 2005; Tam et
al., 2019). En outre, les insertions des ET peuvent causer des mutations et/ou des délétions et
conduire & des maladies génétiques. Par exemple, la présence d'une insertion SVA dans un
intron du géne TAF1, entraine la baisse de I’expression de TAF1, ce qui conduit a la
Dystonie-parkinsonisme liée au chromosome X (Aneichyk et al., 2018).

Malgré la pertinence de ces données sur I’association des ET aux troubles
neurodégénératifs et aux MN, on ignore dans quelle mesure ils contribuent a I’initiation et/ou
la progression de ces maladies et par quel mécanisme ils induisent la neurotoxicité et la mort
neuronale.

Bien que les origines de l'activation des ET liées a certaines pathologies restent encore
incertaines, toutes ces études attirent 1’attention sur 1’implication possible des ET dans la
pathogenése des MN et met en lumiére leur capacité a contribuer a la progression de ces
maladies en causant une série de dégats délétéres potentiellement irréversibles. L'une des
questions les plus critiques est de comprendre comment les ET agissent et quelles sont les
conséquences engendrées par leur activation en lien avec la pathologie. La compréhension de
la relation entre les ET et les processus pathologiques dans le cerveau permettrait d’améliorer

I’efficacité des traitements et des diagnostics pour certaines MN et troubles neurologiques.
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5. Conséquences possibles de ’activation des LINE-1

La rétrotransposition des LINE-1 a été détectée au départ dans les cellules germinales mais
aussi dans les cellules somatiques de souris (Muotri et al., 2005). Quelques années plus tard,
les chercheurs se sont intéressés aux éveénements de rétrotransposition des LINE-1 dans les
neurones. En effet, les LINE-1 pouvaient se rétrotransposer efficacement dans des cellules
neuronales post-mitotiques matures (Macia et al., 2017) et dans le cerveau de souris
transgéniques in vivo (en utilisant un rapporteur de rétrotransposition LINE-1-GFP) (Coufal et
al., 2009; Muotri et al., 2005). La rétrotransposition des LINE-1 pourrait avoir plusieurs
conséquences délétéres comme I’instabilité génomique, les mutations, la formation de
pseudogenes et la dérégulation de I’expression des genes (Esnault et al., 2000; Hancks and
Kazazian, 2012; Maxwell, 2023).

Méme si les effets néfastes de la rétrotransposition sont probablement suftisants pour
induire une neurotoxicité, l'expression LINE-1 peut étre délétére indépendamment de la
rétrotransposition. L’augmentation de 1’expression des LINE-1 pourrait conduire a des 1ésions
de I’ADN et une instabilité génomique (Blaudin de Thé et al., 2018; Simon et al., 2019). En
effet, la protéine ORF2p via son activité endonucléase pourrait étre une source de dommages
a I'ADN (Blaudin de Thé¢ et al., 2018; Gasior et al., 2006). Des travaux antérieurs de notre
laboratoire ont montré que l'activation des LINE-1 dans les neurones primaires de souris
conduit a des cassures d’ADN entrainant la dégénérescence des neurones dopaminergiques in
vivo. La mort des neurones observée chez les souris modeles de la MP (hétérozygotes pour
Engrailed-1) ou dans des mode¢les toxicologiques murins de la MP (injection de 6-OHDA) a
pu étre protégée grace a des stratégies anti-LINE-1 telles que 'utilisation des siARN ciblant
ORF2, ou un inhibiteur de la transcriptase inverse actif contre 1’activit¢ de ORF2p (Blaudin
de Thé et al., 2018). Par ailleurs, la protéine ORF2p peut, via son activité de transcriptase

inverse, induire 1'accumulation d’ADN simple brin (ssDNA) dans le cytosol conduisant a une
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réponse d’immunité innée suivie d’une neuroinflammation (Simon et al., 2019 ; De Cecco et
al., 2019 ; Thomas et al., 2017). En effet, dans un modéle de neurones déficients en TREX1,
un inhibiteur connu des LINE-1 (Stetson et al., 2008), 1’accumulation des ssDNA dans le
cytosol induit ’activation de la voie de signalisation des interférons, et ceci a été restauré en
utilisant les inhibiteurs de la capacité de transcription inverse de la protéine de ORF2p
(Thomas et al., 2017) (Figure 7).

En plus de ces effets dits « en trans », les LINE-1 peuvent également causer des effets
en cis qui peuvent étre déléteres pour la cellule hote. En effet, ils peuvent directement agir sur
l'organisation de la chromatine ou encore sur 1'expression des génes. Les LINE-1 introniques
peuvent entrainer une dérégulation de I’expression des geénes touchés en induisant 1’apparition
de poly(A) prématurée, des altérations de 1'épissage du geéne qui les contient, la génération de
transcrits anti-sens a cause du promoteur anti-sens du LINE-1 qui peut servir de promoteur
alternatif influencant ainsi le niveau d'expression de nombreux geénes codants pour des
protéines fonctionnelles (Jonsson et al., 2020). Les LINE-1 participent aussi a la formation de
transcrits chimériques (Faulkner et al., 2009). En outre, I’insertion des séquences LINE-1
dans les génes peut affecter la qualité et la quantité de ' ARNm transcrit (Han et al., 2004). De
manicre plus globale, l'activation transcriptionnelle des LINE-1 peut affecter 1'ensemble du
pool d'ARN codant et non codant (Ohms and Rangasamy, 2014). De plus, I’expression des
LINE-1 implique souvent la mobilisation d'autres rétrotransposons non autonomes tels que les
SINEs qui peuvent aussi étre une source d’inflammation.

L'activation des LINE-1 peut enfin induire des mutations par le biais de
réarrangements chromosomiques tels que des délétions et des translocations par
recombinaison homologue (Figure 8). Dans le cas des LINE-1, le démasquage d'enhancers et
des sites de liaison a des facteurs de transcription ainsi que les changements dans

l'organisation tridimensionnelle de la chromatine peut entrainer une dérégulation globale de
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I’expression des geénes. En raison de I’instabilité génomique, de 1’altération de I'épissage, et la
perturbation de la transcription induites par I’activité des rétrotransposons LINE-1 (Goodier
and Kazazian, 2008; Kazazian, 2004), plus de 100 pathologies humaines ont été décrites
associées aux rétrotransposons LINE-1 (Hancks and Kazazian, 2016).

Pour induire ces dégats, la RNP du LINE-1 doit accéder au noyau. Mais comme
mentionné ci-dessus, jusqu’a ce jour, il est clairement admis que 1’accés des protéines
encodées par le LINE-1 au noyau ne peut se produire que pendant la division cellulaire
lorsque la membrane nucléaire est rompue. Donc, I’accés de la RNP au noyau dans les
cellules post-mitotiques serait difficile. Dans le cas des neurones post-mitotiques on ignore si

et comment la RNP du LINE-1 acceédent au noyau.
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Figure 7 : Conséquences de I’activation des LINE-1 sur la cellule hote.

L’activation des LINE-1 dans la cellule hote pourrait avoir plusieurs conséquences délétéres.
L'augmentation de l'activité de la RT du LINE-1 peut conduire a I'accumulation de ssDNA
cytosoliques, en utilisant soit son propre ARN ou I'ARN d’autres ET (comme les SINEs)
comme amorce pour la réverse transcription ce qui pourrait entrainer I'activation de la réponse
aux interférons et la neuroinflammation. L’activité endonucléase de ORF1p pourrait étre a
I’origine de cassures d’ADN qui représentent une source d’instabilité génomique. (TPRT,

Target Primed Reverse Transcription).
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Figure 8 : Effets en cis des éléments transposables (Ravel-Godreuil et al., 2021 ; Peze-

Heidsieck et al., 2022).

Les ET, notamment les LINE-1, peuvent contribuer a l'altération de 1'expression des génes
touchés dit hotes. La modulation de I'expression du géne hote pourrait se produire par le biais
de plusieurs mécanismes : par exemple le promoteur anti-sens du LINE-1 peut servir de
promoteur alternatif et induire la génération de transcrits anti-sens influencant ainsi le niveau
d'expression des genes. Les LINE-1 introniques, peuvent entrainer une dérégulation de
I’expression des génes hotes en induisant 1’apparition de poly(A) prématurée. La terminaison
prématurée de la transcription et 1'épissage alternatif peuvent également affecter I'expression

du geéne hote.

Depuis quelques années, on a beaucoup appris sur les effets délétéres que peuvent causer les
protéines encodées par I’élément LINE-1 notamment a travers la protéine ORF2p
indépendamment de la rétrotransposition, sur leur impact sur les cellules hotes. Un certain
nombre de publications remarquables traitent le role pathogénique que pourrait avoir la

protéine ORF2p via son activité endonucléase (Blaudin de Thé et al., 2018 ; Simon et al.,
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2019) ainsi que son activité réverse transcriptase (De Cecco et al., 2019 ; Thomas et al.,
2017), mais trés peu ont étudié I’impact que pourrait avoir la protéine ORF1p.

Nous présentons ici un nouvel axe pathogénique dans lequel la protéine ORF1p agit sur
les composants de 1’enveloppe nucléaire et du complexe de pore nucléaire. Nos discussions se
concentrent sur 1’analyse des conséquences de I’activation des LINE-1 dans un mod¢le

neuronal de stress oxydatif.

I1I. L’enveloppe nucléaire dans le contexte des maladies neurodégénératives

L’altération de la forme et 1’architecture nucléaire et la perte de la compartimentation
nucléocytoplasmique sont liées (Paonessa et al., 2019) et sont récemment apparues comme
des nouveaux aspects émergeants dans la pathogenése des MN (Aizawa et al., 2019; Chou et
al., 2018; Gasset-Rosa et al., 2017; Grima et al., 2017; Kim and Taylor, 2017; Kinoshita et al.,
2009; Liu et al, 2012; Sheffield et al., 2006). Dans les cellules eucaryotes, la
compartimentation nucléocytoplasmique est primordiale pour la stabilité et la fonction du
noyau. En effet, celui-ci est délimité par une enveloppe nucléaire (Figure 9), permettant sa
protection et le maintien de sa structure. L’enveloppe nucléaire est constituée de deux
membranes : Une membrane nucléaire externe, en contact avec le cytoplasme ainsi qu’une
membrane interne qui est en contact avec le nucléoplasme. Sous la membrane interne, se
trouve un réseau de filaments intermédiaires appelé « lamina nucléaire », qui fournit un
soutien structurel au noyau. La lamina nucléaire est composée de plusieurs protéines
fonctionnelles telles que la Lamine B et A. La lamina nucléaire est en contact avec la
chromatine et joue un role crucial dans diverses fonctions nucléaires (i.e., réplication de

I’ ADN, transcription).
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Figure 9 : Structure de I’enveloppe nucléaire et de ses composants (Schooley et al.,
2012).

L’enveloppe nucléaire interne (INE, inner nuclear envelope) et I’enveloppe nucléaire externe
(ONE, outer nuclear envelope) sont fusionnées au niveau des pores nucléaires, complexes
multi-protéiques qui régulent le trafic nucléocytoplasmique. L’enveloppe nucléaire interne est
composée de plusieurs protéines membranaires intégrales qui relient 'enveloppe nucléaire a la
chromatine en interagissant directement ou indirectement via l'intermédiaire de protéines
associées a la chromatine. La membrane nucléaire externe (ONE) est reliée au cytosquelette

cytoplasmique par I’intermédiaire des protéines du complexe LINC.

Les deux membranes (interne/externe) se rejoignent autour des pores nucléaires qui forment
des canaux qui sont des complexes multi-protéiques transmembranaires, appelés les
complexes de pores nucléaires (CPN) (Figure 10). Les CPN permettent notamment un trafic
sélectif des protéines entre le cytoplasme et le noyau. Le trafic bidirectionnel des protéines
entre ces deux compartiments est crucial pour la transduction des signaux et représente une

fonction vitale pour la cellule. Les CPN sont composés d'environ 30 protéines appelées
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nucléoporines ou NUP (Rout et al., 2000). Les petites protéines de poids moléculaire <40 kDa
et de diamétre <5 nm, peuvent diffuser de facon passive a travers le CPN. En revanche, les
protéines de plus grande masse moléculaire nécessitent un transport actif médié¢ par
I’intervention des protéines de la famille des karyophérines-p, telles que les importines (pour
I'importation nucléaire) et les exportines (pour l'exportation nucléaire). L’altération de
I’enveloppe nucléaire et la perturbation du transport nucléocytoplasmique (TNC) ont été
associées a diverses maladies comme le cancer (Kim et al., 2020). Plus récemment, elles sont
apparues comme des caractéristiques du vieillissement normal (D’Angelo et al., 2009;
Mattout et al., 2006; Scaffidi and Misteli, 2006) et des neurones agés (Fifkova et al., 1987;
Mertens et al., 2015) mais aussi de plusieurs MN (Coyne and Rothstein, 2022; Kim and
Taylor, 2017). En effet, des études ont montré la présence d’altérations de l'enveloppe
nucléaire et du TNC dans les tissus post-mortem de patients atteints de la SLA (Aizawa et al.,
2019; Chou et al., 2018; Kinoshita et al., 2009), de Huntington (Gasset-Rosa et al., 2017;

Grima et al., 2017), de la MP (Liu et al., 2012) et de la MA (Sheffield et al., 2006).
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Figure 10 : Représentation du complexe de pore nucléaire (CPN) et le transport nucléo-

cytoplasmique (TNC) (Fallini et al., 2020).

(A) Apergu de la structure de base du CPN et de ses sous-complexes. Les CPN sont des
édifices multi-protéiques situés au niveau de l'enveloppe nucléaire, qui régulent le trafic
bidirectionnel des composants cellulaires entre le cytoplasme et le noyau. Les principaux
sous-complexes du CPN comprennent l'anneau et les filaments cytoplasmiques, l'anneau
externe et interne, I'anneau transmembranaire, le canal central et le panier nucléaire. Chacun
de ces sous-complexes est composé de prés de 30 nucléoporines qui interagissant avec les
importines et les exportines nécessaires au transport des protéines a travers le CPN. Les
filaments cytoplasmiques et le panier nucléaire s'étendent dans le cytoplasme et le
nucléoplasme respectivement, tandis que les nucléoporines transmembranaires ancrent le
CPN a la membrane nucléaire.

(B) Représentation du TNC. Les importines se lient a leur cargaison et facilitent son
déplacement a travers le CPN. Dans le nucléoplasme, Ran-GTP se lie soit aux importines
pour induire la libération de la cargaison, soit au complexe exportine-cargaison, facilitant
ainsi son transport a travers les pores nucléaires vers le cytoplasme. Dans les deux
compartiments nucléaire ou cytoplasmique, RANgap1 hydrolyse le Ran-GTP en Ran-GDP et

déclenche la libération de la cargaison.
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Malgré nos connaissances sur la nature fondamentale de l’enveloppe nucléaire et ses
composants, les mécanismes conduisant a la détérioration de 1’enveloppe nucléaire et du trafic
nucléocytoplasmique dans le contexte de neurodégénérescence restent encore inconnus.

Le travail présenté¢ dans cette thése et dans D’article scientifique joint, révéle un
nouveau role pathogénique de ORF1p encore méconnu ciblant 1'enveloppe nucléaire et ses
composants. Dans [’article de revue également joint a cette thése, nous discutons de
I’implication des ET et en particulier les rétrotransposons LINE-1 dans les MN en tant
qu’acteurs pathogéniques dans la neurodégénérescence agissant via des voies moléculaires et
cellulaires multiples, et de comment les ET peuvent représenter un lien moléculaire
(manquant) entre le vieillissement et les MN et de ce fait étre des cibles pour tenter de

développer des nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Abstract

LINE-1 retrotransposons are emerging as possible culprits in neurodegenerative diseases.
However, the molecular mechanisms underlying the pathogenic role of LINE-1 and their
encoded proteins ORFlp and ORF2p are still not completely understood. While the
endonuclease and reverse transcriptase activity of ORF2p has been associated with DNA
damage and inflammation, no pathogenic role has yet been assigned to ORFIp. Using a
neuronal model of oxidative stress displaying increased LINE-1 expression, we report here that
ORF1p stress-dependently translocates into the nucleus, localizes to the nuclear envelope and
directly binds to nuclear lamina (Lamin B1), nuclear pore complex (NUP153) components and
nuclear import (KPNB1) proteins. Stress-dependent targeting of nuclear envelope components
by ORFlp alters nuclear envelope integrity, disrupts nucleo-cytoplasmic transport and induces
heterochromatin destructuration, which are key features associated with neurodegenerative
diseases and aging. Interestingly, nuclear deformations and heterochromatin destructuration
were restored by the small molecule Remodelin which also normalized nuclear ORF1p levels.
This study thus reveals a retrotransposition-independent pathogenic action of ORFlp

perturbing nuclear envelope barrier function.



Introduction

Repetitive sequences derived from transposable elements (TEs) represent 45% of the human
genome, including non-LTR and LTR retroelements. Non-LTR retrotransposons of the Long
Interspersed Element-1 (LINE-1) family have been the most active TEs in mammalian genomes
and LINE-1-derived sequences represent almost 21% of the human genome which carries
nearly 500000 LINE-1 copies '. Although most of these LINE-1 copies are remnants of past
retrotransposition events and are truncated or mutated, the reference human genome still carries
146 full-length LINE-1 copies which can be autonomously active and competent for
retrotransposition 2. Full-length LINE-1 sense strand codes for two proteins, namely ORF1p
and ORF2p, which are required for retrotransposition. ORF1p is an RNA binding protein and
ORF2p encompasses reverse transcriptase and endonuclease activities. Since LINE-1 activation
can lead to deleterious consequences such as DNA damage and genomic instability 3,
senescence and inflammation 7%, these TEs are repressed in most somatic cells at the
transcriptional and post-transcriptional level. Failure of these repressive mechanisms can lead
to the activation of LINE-1 and other TEs in the context of aging or human diseases like cancer.

Several recent studies have reported that TE activation might be linked to
neurodegenerative diseases (NDs) such as Alzheimer’s disease (AD), non-AD tauopathies,
Parkinson disease (PD), Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and Huntington disease (HD)
39714 Although NDs present many common hallmarks such as pathological protein aggregation,
synaptic and neuronal network dysfunction, aberrant proteostasis, cytoskeletal abnormalities,
altered energy homeostasis, DNA and RNA defects, inflammation, oxidative stress and
neuronal cell death 316 the genetic basis and the molecular and cellular mechanisms

underlying neurodegeneration still remain elusive. In this regard, recent work from our group

>17 and others '»!%18 guggests that TE activation could directly contribute to neuronal



dysfunctions associated with NDs. Indeed, several pathogenic features of NDs might actually
be linked to TE de-repression '°2°. While the deleterious consequences attributed to the
endonuclease and reverse transcriptase activities of LINE-1 ORF2p (i.e. DNA strand breaks,
cytosolic single-stranded DNA inducing innate immune activation and inflammation) are
beginning to be well documented, no particular pathogenic function has yet been assigned to
ORF1p apart from its RNA chaperone property.

To directly address the consequences of endogenous full-length LINE-1 activation and
increased LINE-1-encoded proteins in adult neurons, we used a neuronal model of acute
oxidative stress displaying an increase in LINE-1 encoded ORFl1p expression. Using this
model, we uncovered a so far unrecognized pathogenic role of ORF1p in potentiating nuclear
envelope (NE) barrier alterations induced by an acute oxidative stress. This suggests that
stressed neurons are susceptible to ORFlp mediated NE perturbations leading to the

amplification of NE dysfunctions which are novel emerging feature of many NDs.

Materiel and methods

Cell culture

The Lund Human Mesencephalic (LUHMES) cell line is a conditionally immortalized cell line.
These cells are derived from the tetracycline-controlled, v-myc-overexpressing human
mesencephalic cell line MESC2.10 222, The culturing and handling procedure of LUHMES
cells were as described previously 2!. LUHMES cells can be differentiated into mature
dopaminergic neurons. The differentiation was performed following the two-step protocol
previously established 23. Cell culture flasks, multi well plates and glass coverslips used for
LUHMES culture were pre-coated by adding 50 pg/mL poly-L-ornithine (Sigma, P4957)

diluted in 1X PBS (Phosphate buffered saline) for 1 h at 37°C, washed 3 times in 1X PBS, and



then incubated with 1 pg /mL fibronectin (Sigma, F0895) diluted in 1X PBS for 3 h minimum
at 37°C to promote cell attachment. Uncapped flasks were air-dried before cell plating.

The base cell culture medium consisted of Advanced DMEM/F12 (Thermofisher
12634028), N2-Supplement (ThermoFisher Scientific, 17502048) and 2 mM GlutaMAX
(ThermoFisher Scientific, 35050061) which was supplemented by 40 ng/ml recombinant
human basic fibroblast growth factor FGF (Peprotech, 100-18B) during proliferation, at 37°C
in 100% humidified air with 5% CO2 until 70%—-80% of cellular confluence is reached.

The differentiation process was initiated by the shut-down of v-myc by adding 1 pg/ml
doxycycline (Sigma, D9891) in the base medium supplemented with 2 ng/ml recombinant
human glial-derived neurotrophic factor GDNF (Peprotech, 450-10) and 1 mM dibutyryl cyclic
adenosine monophosphate sodium salt cAMP (Sigma, D0627). The pre-differentiated neurons
were replated 48 h later at a defined density of 150 000 cells/well in 24-well plates or 10°
cells/well in 6-well plates. To confirm successful generation of post-mitotic LUHMES,
expression of neuronal and dopaminergic markers was assessed throughout the differentiation
protocol, which lasts a total of 5 days (Fig. 1A; Suppl. Fig. 1A). All experiments were
performed on day 5 of differentiation, at which point LUHMES cells were considered to be

completely mature post-mitotic neurons.

Arsenite-induced oxidative stress

Stock of Sodium Arsenite solution (NaAsQO>) (Sigma-Aldrich, 1062771000, c= 0.05 mol/l) was
stored at room temperature. Dilutions were carried out shortly before each experiment. Fully
differentiated LUHMES cells (at day 5 of differentiation) were subjected to Arsenite during 1

h at 37°C at a concentration of 50 uM to induce oxidative stress.



Drug treatment

For LUHMES treatment with Remodelin drug (a gift from Dr. Rapha€l Rodriguez),
differentiated neurons at day 4 of differentiation, were incubated in fresh culture medium
containing Remodelin (10 uM) or DMSO for 24 h and then subjected to oxidative stress using
Arsenite (50 uM for 1 h at 37°C). For Stavudine treatment differentiated neurons (at day 4 of
differentiation) were incubated in fresh culture medium containing Stavudine (10 uM) or NaCl
for 24 h. The next day, cells were subjected to oxidative stress using Arsenite (50 uM for 1 h at

37°C).

Transfection methods

Adherent electroporation (Nucleofection): LUHMES cells were seeded at a density of 150 000
cells/well into 24-well plates already containing cover-slips pre-coated with poly-L-ornithine
and fibronectine and were differentiated as described in Cell culture section. After 3 days of
differentiation, cell culture medium was replaced by pre-warmed fresh medium and incubated
for 1 h at 37°C prior to transfection. LUHMES cells were transfected by Nucleofection using
the AMAXA 4D-Nucleofector® Y Unit (Lonza) which enables the direct Nucleofection (by
electroporation) of cells in adherence in 24-well culture plates using the AD1 4D-
Nucleofector™ Y Kit (Lonza, V4YP-1A24) for neuronal cells electroporation. The ER-100
program was the most appropriate to LUHMES cells in terms of transfection efficiency and
viability and was used for all subsequent transfections. One Nucleofection sample contained
150 000 cells/well, 10 pg plasmid DNA (pcDNA3-ORF1-HA, a gift from Dr. John and Dr. Y.
Ariumi) or 10 pg pmaxGFP vector and 350 pl AD1 4D-Nucleofector Y solution. The 24-well
dipping electrode array (provided in the kit) was inserted into the plate and cells were
transfected by using the ER-100 Nucleofector program. After nucleofection, AD1 solution was

removed and the cells were immediately washed once with fresh medium and incubated in



humidified 37°C / 5% CO2 incubator. Media was not changed until analysis at day 5 of
differentiation (48 h after transfection). Transfection efficiency (48 h after transfection) was

monitored by fluorescence microscopy.

Protein extraction

After aspirating media, cells were washed one time with 1X PBS. 200 to 500 ul of 1X RIPA
lysis buffer (50 mM Tris-HCL pH 8, 150 mM Nacl, 0,5% Sodium deoxycholate, 1% NP-40,
0,1% SDS) with 1X protease inhibitor (Sigma, 11836153001) was added to each well in the
plate. Cells were scraped and lysates were transferred to a sterile microtube. The lysates were
incubated on ice for 30 min and sonicated using the Bioruptor UCD-200 for 15 min (30s on/30s
off) on ice at high power to shear contaminating DNA. After collecting the supernatant
(avoiding the pellet) into new microtubes, protein concentration was determined using Pierce™
BCA Protein Assay Kit. Aliquot of lysates were stored at -20°C avoiding multiple freeze/thaw
cycles. Proteins were taken in 1X Laemmli buffer (250 mM Tris pH 6,8, 10% sodium dodecyl
sulfate, 1,25% bromophenol blue, 5% B-mercaptoethanol, 50% glycerol) containing DTT,

boiled 10 minutes at 95°C and stored at -20°C until analyzed.

Western blot analysis

A 1.5 mm NuPAGE 4-12% Bis-Tris-Gel (Invitrogen™M) polyacrylamide gel was used for
Western blots. 10 ug of protein were loaded per well. Gel migrated in NuPAGE™ MES SDS
Running Buffer (1X) (Invitrogen™M) for 55 minutes at 200 V. Gels were transferred into a
methanol activated PVDF membrane (Immobilon) in a transfer buffer (Tris 25 mM, pH 8,3 and
glycine 192 mM) during 1 h at 400 mA at 4°C. For blocking, 5% milk in TBST (0,2% Tween
20, 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH:8) was used during 1 h at room temperature. The membranes

were then incubated overnight with primary antibody anti-ORF1p 1:500 (Abcam, ab245249).



The membranes were incubated with anti-actin peroxidase antibody 1:20000 (Sigma, A3854)
diluted in 5% milk in TBST, 1 h at room temperature on a shaker. The membranes were washed
in TBST (1X) and incubated with secondary antibody including anti-rabbit HRP 1:2000 (Cell
Signaling, 7074S) and anti-mouse HRP 1:2000 (Cell Signaling, 7076S) for 1 h at room
temperature. After washing in TBST (1X), membranes were revealed using Clarity Western
ECL Substrate (Bio Rad, #1705060) or Maxi Clarity Western ECL Substrate (BioRad,

#1705062) in a LAS-4000 Fujifilm system.

Immunoprecipitation
For immunoprecipitation (IP) we used ORF1p (Millipore, MABC 1152) and IgG mouse
(Thermofisher, #31903) antibodies. The antibodies were coupled to magnetic beads using the
Dynabeads® Antibody Coupling Kit (Invitogen, 14311D) according to the manufacturer's
recommendations. We used 8 pg of antibody for 1 mg of beads. The appropriate volume of
buffer was added to the coupled beads to achieve a final concentration of 10 mg/ml.
LUHMES cells were plated at a density of 20x10° cells in 2 T75 flasks and grown in
differentiation medium for 5 days. One flask was treated with 50 pM Arsenite for 1 h. Control
and treated cells were washed with 1X PBS and harvested using 1 ml of lysis buffer (10 mM
Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl, NP40 0.5% v/v, protease inhibitor 10 ul/ml) per T75 flask.
Samples were sonicated for 15 min at 4°C, then centrifuged at 1200 rpm for 15 min at 4°C.
The supernatants obtained were transferred to a new microcentrifuge tube and then separated
into 3 tubes. One tube containing 50 pl of supernatant (1/10th of the test samples) was stored
at 4°C until the samples were analyzed. The other two tubes containing 445 ul of the remaining
supernatants were used for IP. Mouse IgG beads (75 pl) were added to one tube and ORF1p
antibody beads (75 pl) to the other tube. Each of these two tubes was then diluted to 1.5 ml

with buffer (10 mM Tris HCI pHS8, 150 mM NacCl, 10 pl/ml protease inhibitor) to dilute the



NP40. The samples were then incubated overnight on a wheel at 4°C. Samples were then
washed 3 times with 1 ml buffer (10 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NacCl, 10 pl/ml protease
inhibitor) using a magnet and then resuspended in 50 pl of the same buffer. The samples were
boiled in Laemmli buffer (95°C, 10 min) and 20 ul of each sample were deposited on a 4-12%
Nupage gel (Invitrogen, NP0336). Migration was carried out in MES SDS running buffer
(Invitrogen, NP0002) for 45 min at 200 V. The gel was then transferred onto a PVDF membrane
activated with methanol (Sigma, Immobilon-P 2659478) in glycine buffer (25 mM Tris, 200
mM glycine pH 8,3) for 1 h at 400 mA. The membranes were revealed using the primary
antibodies anti-ORF 1p rabbit 1:500 (Abcam, ab245249), anti-lamin B1 rabbit 1:1000 (Abcam,
ab16048) or anti-KPNBI rabbit 1:1000 (Cell Signaling, #51186), the secondary anti-rabbit
HRP 1:2000 (Ozyme, 7074S) with the Maxi Clarity Western ECL Substrate kit (BioRad,

#1705062). Analysis of immunoblotting images was performed manually using Fiji software.

RT-qPCR

Total RNA from 5x10° lysed cells was extracted using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, 74034)
according to the manufacturer’s instructions. The removal of contaminating genomic DNA
(gDNA) was assessed by using the ezDNase kit (Invitrogen™, 11766051). After gDNA
elimination, RNA (300 ng) was reverse transcribed using the All-In-One 5X RT MasterMix kit
(Abcam, G592) for first-strand cDNA synthesis. The newly synthesized first-strand cDNA 1is
ready for immediate real-time PCR analysis.

Quantitative PCR reactions were carried out in duplicates with SsoAdvanced Universal
SYBR® Green Supermix (Biorad, 1725274) on a CFX Opus 384 (Bio-Rad, #12011452) with
the following program: enzyme activation at 95°C 2 min, primer denaturation at 95°C,
annealing at 57°C and primer extension at 72°C for 42 cycles. The following primers were

used: HPRT (F: CAGCCCTGGCGTCGTGATTAGT; R: CCAGCAGGTCAGCAAAGA



AT); TBP (F: CAGCATCACTGTTTCTTGGCGT; R: AGATAGGGATTCCGGGAGTCAT)
; LINE-1 5’UTR (F: GTACCGGGTTCATCTCACTAGG R: TGTGGGATATAGTCTCGTG
GTG), ORF1 (F: AGGAAATACAGAGAACGCCACAA) R: GCTGGATATGAAATTCTG
GGTTGA), LINE-1 ORF2 (F: AAATGGTGCTGGGAAAACTG ; R: GCCATTGCTTTTGG
TGTTTT ), 3’UTR (F : GGGAATTGAACAATGAGATCAC; R: TATACATGTGCCATGC
TGGTG).

Data were analyzed using the ddCt method and values normalized to hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase (HPRT) or to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (TBP)

TATA-binding protein.

Proximity Ligation Assay (PLA)

The detection of the interactions between ORF1p and Lamin B1, NUP153 and KPNBI1 were
analyzed using proximity ligation Assay (PLA) method using Duolink® In Situ Red Starter Kit
Mouse/Rabbit (Sigma, DUO92101). Cells were treated according to the manufacturer’s
instructions. After PLA, cells are mounted with a Fluoromount (Invitrogen™, 15586276).

Fluorescence images were acquired using a Spinning Disk W1 Yokogawa imaging system.

Immunofluorescence

Immunostaining experiments were assessed at 1 h after Arsenite treatment. Stressed and control
differentiated LUHMES cells cultured in 24-well plates (150 000 cells/well) were fixed with
4% paraformaldehyde (PFA) for 10 min. Immunofluorescence were performed overnight at
4°C after a 20 min permeabilization in 0,2% Triton X100 and incubation in blocking buffer (10
% bovine serum albumin BSA) for 1 h with the following antibodies: ORF1p 1:500 (Millipore,
MABCI1152 clone 4H1), TH 1:500 (Millipore, AB9702), Tujl 1:1000 (Abcam, ab18207),

Lamin B1 1:1000 (Abcam, ab16048), KPNB1 1:500 (GTX, 133733), NUP153 1:1000 (Novus



biological, NB100-93329), H4K20me3 1:1000 (Abcam, ab9053), HP1 1:1000 (Cell Signaling,
#2623S), TDP-43 1:600 (Proteintech, 107-82-2AP), HA 1:1000 (Roche, 11867423001),
RANGAPI1 1:500 (Santa Cruz, sc-28322), ssDNA 1:500 (ENZO, (F7-26) ALX 804-192)
diluted in the blocking buffer, overnight at 4°C. For ssDNA immunostaining, cells were fixed
with PFA, followed by 24 h methanol incubation at -20°C, then incubated at 37°C for 4 h with
RNaseA. Fluorescence secondary antibodies: Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor
642, 1:2000 (ThermoFisher Scientific) were added for 1 h at room temperature. Nuclei were
stained with Hoechst 1:2000 (Invitrogen, H3570). We used Fluoromount (Invitrogen™,
15586276). Cells were imaged by Spinning Disk W1 Yokogawa and STED Abberior Facility

line imaging systems.

Quantification and image analysis

The quantification of ORF1p fluorescence was performed with a custom-written plugin
(https://github.com/orion-cirb/Julia Nucleus Analysis) developed for the Fiji software 24,
using Bio-Formats ?° and 3D Image Suite 2° libraries. Hoechst channel is downscaled by a factor
2, before detecting nuclei with the 2D-stitched version of Cellpose 2’ (model = ‘cyto2’, diameter
= 100, flow threshold = 0.4, cell probability threshold = 0.0, stitching threshold = 0.5).
Segmented image is rescaled to original size and obtained 3D nuclei are filtered by volume to
avoid false positive detections. Cells in ORF1p channel are detected in the same manner as
nuclei. Then, each cell is associated with a nucleus having at least half of its volume in contact
with it. Cells without any associated nucleus are filtered out. For each cell, ORF1p signal is
analyzed in the following cellular compartments: cytoplasm, nucleus, outer and inner nuclear
membranes and nucleoplasm (Fig. 2C, E). Compartmentalization is obtained using

combinations of morphological operations (dilation, erosion and subtraction) of the cell and

nucleus masks.



In each compartment, the integrated intensity of ORF1p is measured and normalized to
ensure comparability across images. Normalization is done by subtracting the image
background noise, estimated as the median intensity value of the minimum intensity Z-
projection of the ORF1p channel. ORF1p foci are detected with Stardist 2D 28, applying a model
trained on a dataset of 1950 images of foci. The following settings are used: percentile
normalization = [0.2 - 99.8], probability threshold = 0.2, overlap threshold = 0.25. ORF1p foci
are then labeled in 3D and filtered by volume. The number of foci, their volume and their
normalized integrated intensity are computed in each cellular compartment. Results are
provided as an Excel file.

To quantify nuclear deformation, another custom plugin (https://github.com/orion-
cirb/HA_ORFI1P_Prot/) was developed for the Fiji software, that uses the same libraries listed
above, CLIJ ?° and Find Focused Slices (https://sites.google.com/site/qingzongtseng/find-
focus?authuser=0). In brief, best focussed slice in the stack is selected. Nuclei are detected on
this slice with Cellpose 2D (model = ‘cyto2’, diameter = 120, flow threshold = 0.4, cell
probability threshold = 0.0), filtered by area and their circularity is computed. For each nucleus,
ORF1p integrated intensity is analyzed in the following compartments: nucleus, outer and inner
nuclear membranes and nucleoplasm. Compartments are obtained with the same combinations
of morphological operations than previously described.

In case a HA-ORF1p channel is provided, cells are detected on the best focussed slice
with Cellpose 2D (model = ‘cyto2’, diameter = 200, flow threshold = 0.4, cell probability
threshold = 0.0) and filtered by area. Nuclei having at least one pixel in contact with a HA-
ORFlp cell are considered as HA-ORFl1p+, other nuclei as HA-ORF1p-. The intensity

quantification of other markers than ORF1p was also performed with this plugin.



Statistical Analysis

Data were obtained from independent experiments. The number of cells analyzed in each
experiment is described in corresponding figure legends. Data analysis was performed using
GraphPad Prism 8. Shapiro Wilk normality tests were performed prior to the statistical test.
Two-tailed Student’s t-test or One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test were
used to determine statistical significance. Data are expressed as mean =+ standard error of the
mean (SEM). The significant threshold was defined as p<(0.5 and depicted as follows on all

graphs: *p <0.5, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001.

Results

Stress-induced activation of LINE-1 in human post-mitotic dopaminergic neurons

LUHMES cells represent a robust model to investigate the molecular and cellular mechanisms
leading to neurodegeneration %32, LUHMES cells were differentiated into post-mitotic
neurons according to the experimental paradigm 22 displayed in Fig. 1A and Suppl. Fig. 1A.
These cells acquire a mature dopaminergic neuronal phenotype as revealed by immunostaining
for the neuronal marker Tujl (B-III tubulin) and the dopaminergic marker TH (Tyrosine
hydroxylase) at day 5 of differentiation as shown in Figure 1B and quantified in Supplementary
Figure 1B. The dopaminergic phenotype of these cells was further confirmed by analyzing TH
protein expression by Western blot at different days of differentiation (Suppl. Fig. 1C).
Surprisingly, but as previously observed in mouse dopaminergic neurons >, full-length LINE-1
elements are expressed at steady-state in human dopaminergic neurons as revealed by
immunostaining for the LINE-1 ORF1p protein (Fig. 1B). Human ORF1p, as mouse ORF1p,
shows a predominant cytoplasmic expression pattern. Oxidative stress is a common feature of

aging ¥73% cancer 3¢ and NDs ¥4 and has been associated with LINE-1 activation #'=*. To



generate a human neuronal model of endogenous LINE-1 activation, we induced oxidative
stress in differentiated dopaminergic neurons with low-dose arsenite (NaAsO, ; 50 uM) for 1
hour at day 5 of differentiation as described in Figure 1A. This treatment did not affect the
neuronal and dopaminergic phenotypes as shown by Tujl and TH immunofluorescence
quantification (Suppl. Fig. 1D, E) and triggered no apparent cell death. Oxidative stress
increased the expression of LINE-1 in human neurons as revealed by Western blot and
immunofluorescence analysis of LINE-1 ORFlp protein (Fig. 1C, D). LINE-1 RNA
quantification by RT-qPCR using several primers targeting different regions of the LINE-1
sequence also showed an up-regulation of LINE-1 transcripts (Suppl. Fig. 1F). In order to test
LINE-1 encoded protein activity, we analyzed two known consequences of ORF2p activity (for
which no effective antibodies are available). Increased LINE-1 ORF2p has been previously
reported to induce DNA damage due to the endonuclease activity >~>. Upon oxidative stress,
differentiated human dopaminergic neurons displayed increased DNA damage as quantified by
an increase in YH2AX (Phosphorylated histone H2AX)-positive foci, which decreased in the
presence of Stavudine, an inhibitor of the reverse transcriptase of LINE-1 ORF2p (Fig. 1E).
The reverse transcriptase activity of LINE-1 ORF2p has also been reported to generate the
accumulation of single-stranded DNA (ssDNA) in the cytosol leading to inflammation %*, We
also observed an increase of ssSDNA foci volume and intensity in the cytosol of stressed neurons
(Suppl. Fig. 2A). Full-length LINE-1 and its encoded proteins are thus expressed at steady-state
in human dopaminergic neurons, are inducible by oxidative stress and functionally active. This
in vitro model therefore represents a valuable tool to investigate cellular effects of LINE-1

activation mediated by the encoded proteins.



ORF1p localizes to the nuclear envelope and translocates into the nucleus upon oxidative
stress

We next investigated the precise cellular localization and quantity of ORF1p upon stress using
confocal imaging (Fig. 2A). ORF1p was predominantly cytoplasmic both in steady-state as well
as in stress conditions and showed both, diffuse and dot-like patterns. Surprisingly and against
the current assumptions *°, we observed the presence of ORF1p in the nuclear compartment and
an accumulation of ORF1p at the nuclear periphery both at the outer and the inner NE as
distinguishable by Hoechst DNA staining (Fig. 2A, B). We further quantified ORF 1p intensities
using an automated deep-learning based quantification script developed in-house as
schematized (Fig. 2C). This script allows for the quantification of immunofluorescence
intensities, dot numbers and volumes in pre-defined cellular compartments including the
nucleus and the cytosol. The increase in staining intensities was accompanied by a
rearrangement of staining patterns as revealed by an increase in ORF1p-positive dot numbers
and volumes, both in the cytoplasm and the nucleus (Fig. 2D), indicating a possible
condensation of LINE-1 ORF1p in stress conditions.

As ORFl1p appeared to accumulate along the NE, the script was further applied to
analyze ORF1p intensity in more detailed compartments including the outer NE, the inner NE
and the nucleoplasm (not including the inner NE) (Fig. 2E). The quantification showed a
significant increase of ORF1p in both the inner and outer NE and in the nucleoplasm (Fig. 2F).

In summary, ORF1p immunostainings using an unbiased image quantification method
revealed increased LINE-1 ORF1p levels in the cytoplasm, in the nucleus, and in the inner and
outer NE, indicating a general increase of ORF1p, the accumulation of ORF1p at the NE, a
rearrangement of ORF1p in a dot-like manner particularly in the cytoplasm and a significant

nuclear translocation upon stress.



ORF1p targets nuclear envelope components upon oxidative stress
To confirm ORF1p localization to the inner NE, we performed co-immunostainings for ORF1p
and Lamin B1, a nuclear lamina protein which decorates the inner NE and plays a key role in
the maintenance of nuclear architecture. These experiments revealed the colocalization of
ORFlp and Lamin B1 at the inner NE which increased upon stress. This colocalization is
particularly visible at the level of lamina invaginations (Fig. 3A). Co-immunoprecipitation
experiments confirmed the interaction between ORF1p and Lamin B1 under stress conditions
(Fig. 3B). Direct binding of ORF1p to Lamin B1 was further examined by proximity ligation
assay (PLA). The results obtained indicate a direct interaction between ORF1p and Lamin B1
at the nuclear periphery upon stress (Fig. 3C) in line with the colocalization signals observed
by co-immunostainings (Fig. 1A). However, direct interaction of ORF1p and Lamin B1 is also
detected in the nucleoplasm of neurons and PLA signal quantification confirmed an increase of
the number of dots (= direct interaction events) at the inner NE but also in the nucleoplasmic
compartment (Fig. 3D). This suggests a possible scenario in which the stress-induced nuclear
translocation of ORFlp and direct ORFlp binding to Lamin Bl induces Lamin Bl
mislocalization from the inner NE to the nucleoplasm.

Previous studies have shown that ORF1p interacts with importin beta family members
(i.e, KPNBI1) %, which could mediate its nuclear translocation using nuclear pore complexes
(NPCs). To examine whether ORF1p nuclear translocation observed in human neurons upon
oxidative stress (Fig. 2B) might depend on KPNB1 mediated import, we performed co-
immunostaining of ORF1p with the importin KPNB1 or NUP153 (a nucleoporin of the nuclear
basket), a core NPC protein shown to interact with KPNB1 #’. The results shown in Figure 3E
indicate the colocalization of ORF1p with KPNBI1 and NUP153 at the NE suggesting that
nuclear translocation of ORFIlp in human neurons upon oxidative stress might indeed be

mediated by these proteins. Our results are in line with previous reports describing that KPNB1



may be involved in active nuclear import of LINE-1 ORF1p #%. In addition, several cytoplasmic
ORF 1p-positive foci colocalize with KPNB1 (Fig. 3E) suggesting possible sequestration of this
importin with ORF1p. Direct interaction of ORFIp with KPNB1 and NUP153 was further
confirmed by PLA (Fig. 3F). PLA signal of ORFIp and KPNBI interaction is not affected by
oxidative stress (Fig. 3G), whereas the direct interaction between ORF1p and NUP153 is clearly
increased in stress condition (Fig. 3H). These results suggest that ORF1p directly interacts with
components of the inner NE and the nucleo-cytoplasmic transport (NCT) machinery and might
mislocalize these proteins interfering with their physiological functions in nuclear architecture
and NCT function. This let us to investigate whether ORF 1p localization to the NE and direct
protein-protein interaction with Lamin B1, KPNB1 and NUP153 might affect NE morphology

and/or NCT efficiency.

Nuclear ORF1p accumulation correlates with nuclear envelope alterations

Lamin B1-based staining of the inner nuclear lamina of human dopaminergic neurons revealed
various NE dysmorphologies including nuclear invaginations and blebbing which appeared
upon oxidative stress (exemplified in Fig. 4A). It is noteworthy that nearly 70% of stressed cells
presented such deformations (Fig. 4B). Co-immunostaining for ORF1p and Lamin B1 revealed
the accumulation of ORFl1p at the level of NE invaginations and blebs, which is clearly
observable in STED acquired 3D images and 3D reconstituted images (Fig. 4A). Nuclear
dysmorphology was accompanied by increased Lamin B1 levels at the inner NE but even more
so in the nucleoplasm of stressed cells (Fig. 4C), again suggesting a mislocalization or
relocalization of Lamin B1 possibly as a result of direct protein interactions with ORF1p. The
degree of NE distortion (expressed as a circularity index) was analyzed using an automated
script (detailed in the Materiel and Methods section) which measures nuclear circularity using

Lamin B1 staining as a mask. This analysis showed a significant decrease of nuclear circularity



in stressed cells (Fig. 4D). Importantly, the degree of nuclear distortion (the lower the index,
the higher the distortion) was significantly correlated with the intensity of nuclear ORF1p
staining (thus nuclear ORF 1p quantity) both in the nucleoplasm and in the inner NE (Fig. 4E).
This correlation strongly suggests that nuclear ORF1p translocation and accumulation in the
nucleoplasm and at the inner NE, at least in part, is functionally involved in the occurrence of
nuclear dysmorphologies observed in neurons upon oxidative stress. It is noteworthy that
ORF2p activity inhibitor (Stavudine) which prevented ORF2p induced DNA strand breaks (Fig.
1E) did not have any effect on nuclear circularity, or Lamin B1 delocalization, nor on ORF1p
nuclear and cytoplasmic levels (Suppl. Fig. 3A-C). This suggests that the effect observed is not
due to ORF2p activity.

Since nuclear lamina plays an important role in anchoring heterochromatin at the inner
NE (= nuclear lamina), we examined whether the observed alteration of the nuclear lamina is
accompanied by heterochromatin disorganization by immunostaining for the heterochromatin
markers HP1 (heterochromatin marker protein-1) and the repressive histone mark H4K20me3
(histone H4, trimethylated on lysine 20) in control and stressed cells. HP1 was significantly
depleted from the inner NE (Fig. 4F) and H4K20me3 levels decreased in stress conditions (Fig.

4@G) suggesting possible decondensation or detachment of heterochromatin from the inner NE.

Nuclear envelope targeting by ORF1p is accompanied by nucleo-cytoplasmic transport
defects

In view of the interaction of ORF1p with KPNB1 and NUP153 reported above, we examined
whether the accumulation of ORFlp at the NE could lead to NCT deficiencies.
Immunostainings and subsequent quantification of intensity, distribution and localization of
KPNB1 showed an accumulation of KPNBI1 in the cytoplasm, as revealed by an increase in the

intensity of KPNB1. We also observed a change in KPNBI1 distribution, as revealed by an



increase in the number of counted dots and their volume in the cytoplasm (Fig. 5SA) indicating
a possible alteration of its function. To examine whether these changes in KPNB1 upon stress
were associated with NCT defects, we first analyzed the localization of a major nucleo-
cytoplasmic transport protein, RANgapl, by immunostaining. The GTPase activity of this
protein is involved in maintaining the RAN gradient required for NCT and its delocalization is
associated with NCT defects 4°. RANgapl accumulated in the cytoplasm, shown by increased
intensity, number and dot volume in the cytoplasm (Fig. SB) which is indicative of an alteration
of NCT. Disruption of NCT can lead to the abnormal localization of the RNA binding protein
TDP-43, a predominantly nuclear protein. ZARDBP mutations are causal in familial forms of
FTD and ALS and a change from its predominantly nuclear to cytoplasmic localization has
been observed in several NDs. Current consensus suggests that TDP-43 misdistribution leads
to a pathological gain-of-function in the cytoplasm and loss-of-function in the nucleus %!
contributing to cellular dysregulation culminating in neurodegeneration. We therefore
performed immunostainings for TDP-43 which revealed the presence of TDP-43-positive foci
in the cytoplasm under stress conditions which were absent in non-stressed controls.
Quantification showed that the intensity as well as the number and volume of TDP-43 positive
dots were increased in the cytoplasm in stressed neurons (Fig. 5C). The quantification of the
nucleoporin NUP153 showed an abnormal intranuclear and cytoplasmic accumulation of
NUP153 in stress conditions (Fig. 5D).

Attempts to establish a causal link between the increase of LINE-1 ORFIlp and NE
alterations and NCT defects using siRNA were technically not successful. We therefore
performed LINE-1 ORF1p gain of function experiments to examine whether increased ORF1p

(and only ORF1p) could lead to the above-described effects in the absence of stress.



ORF1p overexpression leads to nuclear envelope dysmorphology and nucleo-cytoplasmic
transport defects in the absence of oxidative stress

Dopaminergic neurons were nucleofected at day 3 of differentiation with a plasmid encoding
either ORFI-HA or GFP control and analyzed 48 h later. Co-immunostainings for HA and
Lamin B1 showed the presence of HA-ORF1 in the nucleus and at the inner NE, colocalizing
with Lamin B1 (Fig. 6A). HA-ORF1 transfected cells displayed pronounced NE deformations
as revealed by Lamin B1 staining (Fig. 6A), decreased circularity and increased nucleoplasmic
Lamin B1 levels compared to GFP expressing cells (Fig. 6B). Interestingly, the loss of nuclear
circularity was highly correlated with the nuclear intensity of HA-ORF1 in transfected cells
(Fig. 6B), strongly suggesting a causal link between ORFIp nuclear localization and NE
dysmorphology. Neurons transfected with HA-ORF1 also presented increased levels of
RANgap1 in the cytoplasm and TDP-43 in both the cytoplasm and nucleus compared to GFP
expressing cells (Fig. 6C-F). These results indicate that overexpression of ORFlp, in the
absence of stress, is sufficient to induce NCT defects and NE dysmorphology in human

dopaminergic neurons.

Rescue of nuclear envelope dysmorphology under stress conditions by Remodelin
NE morphology is disrupted during aging 32 and in premature aging syndromes caused by

5354 including progeria syndromes *°. In Hutchinson-Gilford progeria syndrome

laminopathies
(HGPS), nuclear integrity was shown to be restored by the small molecule “Remodelin”, an
inhibitor of the acetylase-transferase protein NAT10 *¢ but whether this molecule is efficient in
restoring misshapen nuclear morphology in cell types other than fibroblasts or epithelial cells
was not known. We therefore examined whether NE dysmorphology induced by ORF1p under

oxidative stress in human neurons could be restored by Remodelin. NE deformations (i.e

invaginations) were clearly restored in cells pre-treated with Remodelin for 24 h (Fig. 7A, B).



Quantification showed that the decrease of nuclear circularity following arsenite treatment was
restored by Remodelin (Fig. 7B), which was paralleled by a reduction of nucleoplasmic Lamin
B1 levels quantified in Figure 7B. In order to investigate whether Remodelin treatment had an
influence on ORF1p levels, we performed ORF1p immunostainings on cells treated or not with
Remodelin. Arsenite-induced nuclear ORF1p increase was completely normalized in the
presence of Remodelin, both at the inner NE and in the nucleoplasm (Fig. 7C) Interestingly, in
these conditions cytoplasmic ORF1p levels remained unchanged at an expected higher level
than non-stressed controls. Since Remodelin has been reported to restore a “juvenile” chromatin
state in Progeria models %7, we examined H4K20me3, known to repress LINE-1 elements
3839~ As shown in Figure 7A, H4K20me3 immunostaining was significantly decreased
following stress and restored with Remodelin treatment as confirmed by quantification of
H4K20me3 intensity in the nucleus (Fig. 7D). This suggests that the decrease of nuclear ORF1p
upon Remodelin treatment in stressed cells might induce indirect blockage of nuclear ORF1p
translocation. Alternatively, this decrease could also be due to a transcriptional inhibition of

LINE-1 or a consequence of deposition of H4K20me3 at LINE-1 loci.

Discussion

In recent years, TEs have emerged as possible new pathogenic players in NDs 3:10:13,19,20.60-62,
However, the mechanisms through which LINE-1 might contribute to the pathogenesis of NDs
still remain poorly understood but may potentially implicate cis-genetic or epigenetic, LINE-1
RNA or LINE-1 protein-mediated effects. Concerning the latter, the study of potential
pathogenic effects of LINE-1 ORF2p has received most attention due to its enzymatic activities
as an endonuclease and reverse transcriptase while ORF 1p has widely been reduced to an RNA

chaperone with cis-preference for its own RNA and a necessary component of the LINE-1



ribonucleoprotein particle (RNP) for retrotransposition. Previous work suggests that ORF2p is
not only a source of genomic instability >, but can also trigger the innate immune response
through reverse transcription of RNA generating cytoplasmic ssDNA 844 While ORF2p
reverse transcriptase activity can be targeted by inhibitors (nucleoside reverse transcriptase
inhibitors, NRTIs, i.e. Stavudine), the analysis of ORF2p protein expression and localization
remains challenging due to a lack of efficient antibodies and/or its lesser abundance compared
to ORF1p (1 ORF2p for 240 ORF1p molecules per LINE-1 RNP ¢, In contrast, no inhibitor
has been identified to target ORF1p activity, but effective antibodies are available to explore
its expression and subcellular localization in pathological situations. However, a better
understanding of the implication of ORF1p in the LINE-1 life cycle and beyond is interesting
as accumulating data suggests that full-length LINE-1 are expressed, predominantly in
epithelial cancers % but also at steady-state in mouse neurons >, human neurons % and post-
mortem brain tissues 6.

Using a human neuronal model of oxidative stress which displays increased LINE-1
activity as monitored by an increase in ORF1p expression and ORF2p-dependent genomic
instability, we observed not only an increase of ORF1p in the cytoplasm, but also a striking
translocation of ORF1p to the nucleus. Current consensus postulates that LINE-1 encoded
proteins enter the nucleus only during cell cycle 4 which thus would exclude the presence of
LINE-1 proteins in the nucleus of non-dividing cells including post-mitotic neurons. However,
others have reported the presence of ORF1p in the nucleus in human cells in neurodegenerative
context . We also observed ORF1p staining in the nucleus of human dopaminergic neurons
in vitro and in mouse dopaminergic neurons in vivo even at steady-state °, and oxidative stress
dramatically increases the nuclear translocation of ORF1p. The most probable mode of import
for ORF1p is the importin-beta pathway. Indeed, ORF 1p, as we show here in neurons and others

have shown in HeLa cells *® binds directly to the importin beta family member KPNB1, which



is a transport mediator carrying cargo proteins through the NPC. This importin-assisted mode

of nuclear entry is widely used by several viral proteins %%

, certain retrotransposons (i.e Tyl
70 LINE-1 ORFlp itself *¥) but also a pathological form of Tau which aggregates in
neurodegeneration ’!. The binding of ORFlp to KPNBI does not increase under stress
condition indicating that the stress-induced increase of ORF1p nuclear translocation probably
requires other protein partners. It is noteworthy that ORF1p, in a stress-dependent manner,
accumulates both at the outer NE and the inner NE which corresponds to the nuclear lamina
and co-localizes with and binds directly to the NPC protein NUP153. This suggests a NUP153-
dependent nuclear import of ORF1p under stress. Indeed, NUP153 binding of cytoplasmic
proteins can mediate nuclear import of proteins 2. ORF1p and NUP153 interaction might be
favored by KPNBI1, which also binds NUP153 2. However, both pathways also interact 73
making it difficult to dissect the precise mechanisms.

The small transcriptional increase in LINE-1 RNA following arsenite treatment
suggests that the overall increase in ORF 1p could be partially transcriptional and partially post-
transcriptional, possibly by releasing LINE- 1 RNA stored in P-bodies for translation 7+7>. Once
ORFp translocates to the nucleus, it accumulates at the inner NE by directly binding to Lamin
B1 in a stress-specific manner. This targeting of the inner NE by ORF1p is paralleled by NE
dysmorphology including invaginations and blebs which significantly correlated with ORF1p
intensity, both in the nucleus and the inner NE, suggesting that it is the stress-dependent nuclear
translocation of ORFIp and the direct binding to Lamin BI that participate in NE
dysmorphology. A direct functional role of ORFlp in NE dysmorphology independent of
oxidative stress is further supported by direct ORF1p gain of function experiments showing
that neurons over-expressing ORF 1p (and not ORF2p) display a significant decrease of nuclear
circularity. These experiments also suggest that NE dysmorphology is mediated by the nuclear

presence of ORF1p alone and does not rely on the presence of the entire RNP or ORF2p. NE



dysmorphology is associated with NCT deficiencies 7® and both have been described to be
disturbed in the context of NDs °!77-83 Indeed, targeting of the NE by ORF1p in neurons was
accompanied by NCT deficiencies as revealed by the mislocalization and abnormal and
compartmentalized accumulation of several proteins involved in NCT function, some of which
interact with ORF1p directly (KPNB1 and NUP153) or do not interact (i.e. RANgap1). KPNBI
sequestration by binding to ORF1p might alter nuclear import but could also inhibit its
important disaggregase function **. Analogous, the abnormal localization of NUP153 in the
nucleoplasm suggests an alteration of its physiological function, potentially mediated by the
interaction with ORFlp as illustrated by the accumulation of nucleoplasmic PLA foci.
Nucleoporins are long-lived proteins 3% and rely on cell division for their renewal. Post-
mitotic neurons do not divide and nucleoporins therefore are not renewed ®7-%%. Their continuous
functioning in non-dividing cells throughout the life time of an individual is thus of crucial
importance and any perturbations will have potentially irreversible consequences *’. Indeed
abnormal intranuclear and/or cytoplasmic accumulation of nucleoporins (such as NUP62,
NUPS88) have been described in the context of NDs (i.e, HD) #. Similarly, delocalization and
abnormal cytoplasmic accumulation of RANgapl, a protein with GTPase activity involved in
maintaining a RAN gradient required for NCT, have been described in ND-affected tissues *°.

NCT deficiencies have been consistently linked to the abnormal subcellular distribution
of TDP-43, a nuclear protein involved in RNA metabolism #°°, mutated in ALS/FTD °'-* and
mislocalized to the cytoplasm in numerous NDs #->! not linked to TDP-43 mutations. Indeed,
in our model, NCT deficiencies as a consequence of mislocalized NCT proteins resulted in the
cytoplasmic accumulation of TDP-43. TDP-43 exits the nucleus through passive %> or active
nuclear export °® through nuclear pores. We also observed an increase in the nuclear pool which

could be indicative of a perturbed export mechanism of this shuttling protein *7. Together, our



results suggest a possible scenario in which ORF1p might sequester and/or mislocalize NE
components such as Lamin B1 or NUP153 (see below).

NE alteration and NCT defects are emerging pathogenic features in several NDs 77989
including HD 8!, ALS/FTD #2, PD 7°, AD °%° and more generally in the context of tauopathies
190 For example, aggregated Tau directly interacts with the nuclear pore complex °® and

1

oligomeric Tau with lamin proteins !°! resulting in loss of nuclear integrity including NCT
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failure ’°, similar to what we describe here. Loss of nuclear integrity in the form of NE

deformation and loss of NE function has been extensively described in the context of aging 2

including in the brain !0

with associated changes in chromatin organization and NCT
dysfunction ?-193-105 Progerin, a mutant form of lamin A, is the cause of the premature aging
syndrome Hutchinson-Gilford progeria. Similar to mutant Tau, it accumulates at the NE and
disrupts NE morphology, NCT and chromatin organization *¢. In cellular and mouse models of
accelerated aging, these alterations can be successfully corrected by treatment with the small
molecule Remodelin 3%37, Remodelin acts by inhibiting the acetyltransferase NAT10 ¢, In our
model of oxidative stress, pre-treatment of neurons with Remodelin 24 h prior to arsenite
application restored, just as in progeria cells, NE abnormalities. In parallel, Remodelin
decreased nuclear ORF1p while not affecting cytoplasmic ORF1p content. Remodelin might
thus, through the restoration of the nuclear architecture, prevent ORF1p nuclear translocation
and therefore further ORF1p-induced NE dysmorphology. Nuclear lamina-alterations do not
only affect NCT but alter global chromatin organization '°® and potentially cell type specific
gene expression 7. Chromatin organization in cells is spatial and specific heterochromatin
domains are directly linked to the nuclear lamina, called lamina-associated domains (LADs).
One marker associated with LADs is H4K20me3, a repressive heterochromatin mark known to

silence LINE-1 elements >°. Indeed, oxidative stress induced a global loss of H4K20me3 which

is rescued by Remodelin pre-treatment. Together, these data indicate that Remodelin can



preserve and/or restore nuclear integrity of neurons including chromatin disorganization
induced by oxidative stress possibly or at least partly through an inhibitory effect on ORF1p
nuclear translocation. The destructuration of nuclear lamina-anchored heterochromatin as
indicated by the delocalization of H4K20me3 from the nuclear periphery could lead to the
expression of genes normally repressed in post-mitotic neurons leading to neuronal fate loss,

an emerging feature of aging and NDs '8

. Indeed, mutated Tau can lead to chromatin relaxation,
re-expression of certain fetal genes in the brain in a fly model '® and activation of TEs 418,
Further, the loss of H4K20me3 at the nuclear periphery could either be the source of LINE-1
activation (as H4K20me3 is a repressive mark known to decorate repeat DNA '9%:110) or the
consequence of nuclear ORF1p translocation leading to a decrease in H4K20me3 through a yet
to be identified mechanism. This would indeed lead to the amplification of the initial stress-

induced increase in LINE-1 via a positive feedback loop. Another possibility is an adaptive

response aimed at protecting the genome from damage as a short-term response to deformation

111-113

TLI4 S mutant

Recent studies have shown that aggregated proteins such as Tau
Huntingtin ' and COORF72 poly(GA) #° can target the NE and alter its integrity and function.
Our data suggests that ORF 1p might have a pathogenic action similar to ND-linked proteins by
perturbing nuclear integrity. In addition, stress-granule independent cytoplasmic TDP-43
droplets can drive nuclear import defects and cell death '!°. Whether nuclear import defects are
driven by a direct ORF 1p dependent mechanism or via ORF1p-dependent TDP-43 cytoplasmic
accumulation remains to be determined.

Condensation is a feature of ORF 1p which is intrinsic to its role in LINE-1 mobilization
116 'We observed large ORF1p foci at the level of NE invaginations and an increase in the size

of cytoplasmic and nuclear ORF1p foci (dots) indicative of ORF1p condensation. Whether

ORF1p itself might be aggregation-prone or participate in the organization of LLPS (Liquid



liquid phase separation)-related cytoplasmic or nuclear membraneless organelles requires
further investigation.

In conclusion, we provide evidence that the LINE-1 encoded protein ORFlp,
independent on the LINE-1 RNP or ORF2p, translocates to the nucleus upon cellular stress in
an importin-beta and NUP153 involving process. Upon translocation, ORF1p binds to Lamin
B1 and sequesters and/or mislocalizes this protein, which is essential to NE integrity, leading
to further deformation of the NE. In parallel, while entering the nucleus through nuclear pores,
ORF1p binds to NUP153, leading to its mislocalization to the nucleoplasm and thereby
contributing to NCT deficiencies including the cytoplasmic accumulation of TDP-43. NE
deformation is associated with chromatin disorganization as illustrated by HP1 loss at the inner
NE and global H4K20me3 depletion in the nucleus. Nuclear deformation and chromatin
disorganization upon cell stress were rescued by the small molecule Remodelin which might
indirectly act as an inhibitor of ORF1p nuclear translocation. This suggests that LINE-1
encoded protein ORF1p, for which no pathogenic function had yet been assigned, might play a
pathogenic role by targeting the NE. As LINE-1 activation is a recurring observation in several
neurological diseases ''77!23 in the aging process ¢ and more generally upon oxidative stress >
and if this activation includes full-length LINE-1 elements with coding potential, the result
could be an increase in ORF1p, in addition to ORF2p and LINE-1 RNA. Passing a certain
threshold and in conjunction with a fragilization of the NE either through aging, ND-linked
mutated proteins known to affect the NE or oxidative stress, this then might trigger the nuclear
translocation of ORFl1p contributing to NE deformation and NCT dysfunction. One
consequence we identified is the cytoplasmic accumulation of TDP-43 which could favor its
aggregation 24, one of the hallmarks of several NDs 47!,

Activation of LINE-1 elements in neurons, through ORF2p-induced genomic instability °,

ORF2p-induced inflammation ®%4* or LINE-1 RNA mediated heterochromatin erosion '?° and,



as we show here, through the ORFI-dependent fragilization of nuclear integrity could
contribute in multiple ways to pathological features common to several NDs. This reinforces

the idea that LINE-1 elements might represent a novel therapeutic target for neuroprotection.
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Figure Legends

Figure 1. LINE-1 are upregulated in differentiated LUHMES cells following stress.

(A) Experimental paradigm of the differentiation scheme of LUHMES neuronal precursor cells
into mature, post-mitotic dopaminergic neurons. At day 5 of differentiation, neurons were
subjected to an oxidative stress using Arsenite (NaAsQO.). (B) After 5 days of differentiation,
LUHMES cells express the neuronal marker Tuj1 and the dopaminergic marker TH as revealed
by immunofluorescence. These neurons express LINE-1 at steady-state as shown by
immunostaining for ORF 1p protein. (C) Differentiated LUHMES neurons subjected to Arsenite
treatment, show increased levels of ORF1p protein by Western blot analysis. n = 3 wells per
condition from 4 independent experiments, mean + SEM, Two-tailed t test. (D) Immunostaining
for LINE-1 ORF1p of differentiated LUHMES cells treated with Arsenite and quantification of
global ORF1p intensity, n > 100 neurons were quantified per condition, a representative
experiment (3 wells per condition) of 3 independent experiments, mean = SEM, Two-tailed t
test. (E) Immunostaining of yYH2AX following Arsenite treatment in the presence or the absence
of Stavudine and quantification of YH2AX foci number in the nucleus. n > 100 neurons were
quantified per condition, a representative experiment (3 wells per condition) of 2 independent
experiments, mean = SEM, One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (*p <
0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <(0.0001. (Also see supplementary Fig. 1). Scale bar, 5

pm.

Figure 2. ORF1p increases, changes its conformational pattern and translocates to the

nucleus following oxidative stress.



(A) Immunostaining for LINE-1 ORF1p of differentiated LUHMES cells treated with Arsenite.
(B) Quantification of ORF1p intensity both in the cytoplasm and the nucleus in the presence
and the absence of stress. n > 100 neurons were quantified per condition, a representative
experiment (3 wells per condition) of 8 independent experiments, mean = SEM, Two-tailed t
test (C) Scheme of the script (for details see Materials and Methods) for ORF1p quantification
in the cytoplasmic, nuclear (nucleoplasm = nucleus — inner NE) and inner and outer NE
compartments. (D) Quantification of the number and volume of ORF1p positive dots shown in
ROI (region of interest) in (A) in the cytoplasm and the nucleus using the same script, n > 100
neurons were quantified per condition, a representative experiment (3 wells per condition) of 8
independent experiments, mean = SEM, Two-tailed t test. Quantification of ORF1p signal at
the nuclear envelope by an in-house script as schematized in (E) (for details see Materiel and
Methods) shows increased ORF1p intensity at the inner NE and outer NE (F), n > 100 neurons
were quantified per condition, a representative experiment (3 wells per condition) of 5
independent experiments, mean + SEM, Two-tailed t test (*p < 0.5, **p <0.01, ***p <0.001,

*A*Ep < 0.0001. Scale bar, 5 um.

Figure 3. ORF1p association with nuclear envelope components and nuclear transport
proteins increases upon oxidative stress.

(A) Co-immunostaining of ORF1p and Lamin B1 reveals their colocalization (yellow). (B)
Validation of ORFl1p interaction with Lamin B1 by co-immunoprecipitation and Western-
blotting. (C) Direct interaction of ORF1p with Lamin B1 was revealed by PLA and quantified
in (D), n > 50 neurons were quantified per condition, (3 wells per condition) (E) Co-
immunostaining of ORF1p and KPNBI or NUP153. (F) Validation of a direct interaction
between ORF1p and KPNB1 or NUP153 by PLA. The quantification in separate cellular

compartments is shown in (G, H), n > 50 neurons were quantified per condition, (3 wells per



condition), mean = SEM, Two-tailed t test (*p < 0.5, **p <0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001.
Scale bar, 5 um.

Figure 4. Stress induced association of ORF1p to the nuclear envelope leads to nuclear
envelope dysmorphology.

(A) Nuclear envelope dysmorphology in the Arsenite stress model revealed by co-
immunostaining of ORF1p and LaminB1 quantified in (B). The pourcentage of deformed cells
was quantified in > 10 images per condition, a representative experiment (3 wells per condition)
of 3 independent experiments is shown, mean + SEM, Two-tailed t test. (C) These deformations
are paralleled by an increase of Lamin Bl at the inner NE and in the nucleoplasm. (D)
Quantification of nuclear dysmorphology by analyzing nuclear circularity using a dedicated
script (for details see Materiel and Methods) based on Lamin B1 as a mask, shows decreased
circularity under stress conditions. n > 100 neurons were quantified per condition, a
representative experiment (3 wells per condition) of 5 independent experiments, mean + SEM,
Two-tailed t test. (E) Correlation of ORF1p intensity per cell in the nucleus or at the inner NE
with nuclear circularity. n > 100 neurons were quantified per condition, a representative
experiment (3 wells per condition) of 3 independent experiments, mean = SEM, Two-tailed t
test. (F) Immunostaining of HP1 in stressed cells and the ratio of HP1 intensity in the
nucleoplasm over the nuclear periphery (inner NE). n > 100 neurons were quantified per
condition, a representative experiment (3 wells per condition) of 3 independent experiments,
mean = SEM, Two-tailed t test. (G) Immunostaining of H4K20me3 repressive histone mark in
stressed and control cells and its quantification in the nucleus. n > 100 neurons were quantified
per condition, a representative experiment (3 wells per condition) of 3 independent
experiments, mean = SEM, Two-tailed t test (*p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <

0.0001). Scale bar, 5 pm.



Figure 5. Stress induced association of ORF1p with the nuclear envelope is accompanied
by nucleo-cytoplasmic transport defect.

(A) Immunostaining of KPNB1 in oxidative stress conditions and quantification of the intensity
levels, the number and the volume of dots in the cytoplasm. (B) Immunostaining of NPC protein
RANgap1 in oxidative stress conditions and quantification of the intensity levels, the number
and the volume of dots in the cytoplasm. (C) Immunostaining of TDP-43 in oxidative stress
conditions and quantification of the intensity levels, the number and the volume of dots in the
cytoplasm. (D) Immunostaining of NUP153 in oxidative stress conditions and quantification of
the intensity levels in the nucleoplasm and the cytoplasm. n > 100 neurons were quantified per
condition, a representative experiment (3 wells per condition) of 3 independent experiments,
mean + SEM, Two-tailed t test (*p <0.5, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001. Scale bar,

S pm.

Figure 6. Over-expression ok LINE-1 ORF1p leads to nuclear envelope deformation and
nucleo-cytoplasmic transport defects in the absence of stress.

(A) Co-Immunostaining of HA and Lamin B1 in cells transfected with pcDNA3-ORF1-HA or
with pGFP as a control. (B) Quantification of the nuclear circularity index, Lamin B1 intensity
in the nucleoplasm and correlation of HA-ORF 1p intensity per cell in the nucleus with nuclear
circularity. n > 90 neurons were quantified per condition, a representative experiment (3 wells
per condition) of 3 independent experiments, mean + SEM, Two-tailed t test. (C)
Immunostaining of HA and RANgap! in cells transfected with pcDNA3-ORF1-HA or with
pGFP as a control. (D) Quantification of cytoplasmic RANgapl intensity in transfected cells
with pHA-ORF1 or pGFP as a control. n > 90 neurons were quantified per condition (3 wells

per condition), mean + SEM, Two-tailed t test. (E) Immunostaining of HA and TDP-43 in cells



transfected with pcDNA3-ORF1-HA or with pGFP as a control. (F) Quantification of
cytoplasmic and nuclear TDP-43 signal in cells transfected with pHA-ORF1 or pGFP as a
control. n > 100 neurons were quantified per condition (3 wells per condition), mean + SEM,

Two-tailed t test (*p < 0.5, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001). Scale bar, 5 pm.

Figure 7. Restauration of nuclear alterations by the small molecule Remodelin

(A) Immunostaining of ORFlp, LaminBl and H4k20me3 of neurons with or without
Remodelin pre-treatment 24 h before addition of Arsenite or sham. (B) Quantification of
nuclear circularity and Lamin B1 intensity in the nucleoplasm. (C) Quantification of ORF1p
intensity in the nucleus, in the inner NE and in the cytoplasm. (D) Quantification of H4k20me3
intensity in the nucleus. n > 100 neurons were quantified per condition, a representative
experiment (3 wells per condition) of 3 independent experiments, mean = SEM, One-way
ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (*p < 0.5, **p < 0.01, ***p <0.001, ****p <

0.0001). Scale bar, 5 pm.
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Supplementary figure legends

Suppl. Figure 1. Differentiated LUHMES cells express neuronal and dopaminergic
markers Tujl and TH.

(A) Experimental protocol of the differentiation of neuronal precursor cells (LUHMES) into
mature, post-mitotic dopaminergic neurons in 5 days. (B) Quantification of the fluorescence
intensity of TH and Tujl. n > 100 neurons were quantified per condition, a representative
experiment of 3 independent experiments (3 wells per condition), mean = SEM, One-way
ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. (C) Analysis of TH protein levels by
Western blot. (D) Immunofluorescence of Tujl and TH in the absence and the presence of
oxidative stress. (E) Arsenite treatment does not affect the neuronal and the dopaminergic
phenotypes of differentiated LUHMES cells. n > 100 neurons were quantified per condition, a
representative experiment of 3 independent experiments (3 wells per condition), mean =+
SEM, Two-tailed t test. (F) LINE-1 RNA levels were increased as shown by RT-qPCR using
primers targeting different LINE-1 regions. Cycle thresholds were obtained from 3 wells per
conditions from 2 independent experiments, using the ddCt method relative to the expression
of reference genes HPRT and TBP. Data are represented as the mean £ SEM, Two-way
ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (*p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p

<0.0001). Scale bar, 5 pm.

Suppl. Figure 2. Increased DNA damage in differentiated LUHMES cells following
oxidative stress is restored upon Stavudine treatment.
(A) ssDNA Immunostaining in arsenite treated LUHMES cells. n > 50 neurons were

quantified per condition, a representative experiment of 2 independent experiments (3 wells



per condition), mean + SEM, Two-tailed t test (*p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <

0.0001). Scale bar, 5 pm.

Suppl. Figure 3. Nuclear dysmorphologies, and abnormal ORF1p increase in
differentiated LUHMES cells following oxidative stress are not restored upon Stavudine
treatment.

(A) Immunstaining of Lamin B1 following Arsenite treatment in the presence or the absence
of Stavudine and quantification of the circularity index. (B) Co-Immunostaining of ORF1p
and Lamin B1 following Arsenite treatment in the presence or the absence of Stavudine and
quantification of Lamin B1 in the nucleoplasm. (C) Quantification of ORF1p intensity both in
the cytoplasm and the nucleus following stress in the presence or the absence of Stavudine. n
> 100 neurons were quantified per condition (3 wells per condition) from 1 experiment, mean
+ SEM, Two-tailed t test (*p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001). Scale bar, 5

pm.
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Neurodegenerative diseases (NDs), including the most prevalent Alzheimer’s
disease and Parkinson disease, share common pathological features. Despite
decades of gene-centric approaches, the molecular mechanisms underlying
these diseases remain widely elusive. In recent years, transposable elements
(TEs), long considered ‘junk’ DNA, have gained growing interest as patho-
genic players in NDs. Age is the major risk factor for most NDs, and several
repressive mechanisms of TEs, such as heterochromatinization, fail with age.
Indeed, heterochromatin relaxation leading to TE derepression has been
reported in various models of neurodegeneration and NDs. There is also evi-
dence that certain pathogenic proteins involved in NDs (e.g., tau, TDP-43)
may control the expression of TEs. The deleterious consequences of TE acti-
vation are not well known but they could include DNA damage and genomic
instability, altered host gene expression, and/or neuroinflammation, which are
common hallmarks of neurodegeneration and aging. TEs might thus represent
an overlooked pathogenic culprit for both brain aging and neurodegeneration.
Certain pathological effects of TEs might be prevented by inhibiting their
activity, pointing to TEs as novel targets for neuroprotection.

Keywords: aging; Alzheimer’s disease; gene dysregulation; genomic
instability; heterochromatin destructuration; neurodegenerative diseases;
neuroinflammation; oxidative stress; Parkinson disease; retrotransposons

Neurodegenerative diseases (NDs) affect several mil-
lion people worldwide and have become a major
hurdle in societies with aging populations. They
result from the progressive loss of brain functions,
which inexorably leads to severe disability and death
[1]. The elucidation of the molecular mechanisms
underlying these diseases and the development of
effective therapies that either slow down or reverse
the neurodegenerative process are urgently needed.
Unfortunately, despite extensive gene-centric research
carried out during the past several decades, our

Abbreviations

knowledge of the etiology of NDs remains rudimen-
tary [2,3].

Since protein-coding DNA represents only about 2—
3% of the human genome, the focus has shifted in
recent years to exploring the noncoding portion of
human DNA with the hope that this endeavor may
provide novel clues for a better understanding of the
molecular basis of NDs and human diseases, in gen-
eral. A large proportion of the human genome is com-
posed of repetitive DNA sequences [4], which were
considered junk DNA for decades. The initial

AD, Alzheimer's disease; ALS, amyotrophic lateral sclerosis; DNMT, DNA methyltransferase; ERV, endogenous retrovirus; FTD, frontotem-
poral dementia; HDAC, histone deacetylase; HERV, human ERV; LINE-1, long interspersed repeat-1; LTR, long terminal repeat; NDs,
neurodegenerative diseases; PD, Parkinson disease; RTE, retrotransposon; SINEs, short interspersed elements; TDP-43, TAR DNA-binding
protein 43; TEs, transposable elements.
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Retrotransposons in aging and neurodegeneration

sequencing of the human genome revealed that about
45% of the human DNA is derived from transposable
elements (TEs) [5]. First discovered in maize by Bar-
bara McClintock more than 70 years ago as ‘control-
ling elements’ implicated in the regulation of genes [6],
TEs have long been considered selfish genetic elements
that jump from one genomic location to another. It
has become evident from the research performed dur-
ing the past decades that TEs have played an impor-
tant role in shaping mammalian genomes during
evolution and TE-derived sequences have been co-
opted for many gene regulatory functions in different
organisms [7,8]. Noteworthily, certain TEs are still
capable of mobilization in mammalian genomes, but
they normally remain ‘dormant’ in somatic tissues.
However, a partial reawakening of TEs in somatic tis-
sues has been observed in many human diseases [9,10]
and is well documented in cancer [11]. In recent years,
several studies have provided evidence that TE activity
is associated with neurodegeneration [12,13].

This review elaborates on the emerging concept that
TEs might be unsuspected pathogenic drivers of neu-
rodegeneration through diverse mechanisms. We will
discuss how the activity of TEs, certain pathological
hallmarks of aging and NDs, could be interconnected
and why TEs may provide novel druggable therapeutic
targets in NDs.

Hallmarks of NDs

Striking characteristics and shared pathological
features

The clinical manifestations of NDs, among which Alz-
heimer’s disease (AD) and Parkinson disease (PD) are
the most common, depend upon the neuronal popula-
tions affected in selected regions of the brain. For
instance, degeneration of hippocampal and cortical
neurons is associated with memory loss, cognitive
impairment, and dementia in AD, whereas a progres-
sive loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra par compacta (SNpc) in the midbrain leads to
the cardinal motor symptoms (resting tremor, bradyki-
nesia, and rigidity) in PD. Dopaminergic neurons of
the SNpc send long projections to innervate the dorsal
striatum, forming the nigrostriatal pathway, and pro-
gressively degenerate in PD in a retrograde manner
[14,15]. Among other devastating adult-onset NDs,
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) results from degen-
eration of upper and lower motor neurons (causing
fatal paralysis with respiratory failure), while fron-
totemporal dementia (FTD) arises from progressive
degeneration of frontal and temporal lobes. The

C. Ravel-Godreuil et al.

mechanisms underlying the selective vulnerability of
specific neuronal populations affected in different NDs
remain unknown [16].

One of the major hallmarks shared by several NDs
is protein aggregation [17]. Senile plaques, specific to
AD, are formed by insoluble fibrillar aggregates of
amyloid-B (AB). Neurofibrillary tangles found in many
neurodegenerative conditions, including AD and FTD,
contain the hyperphosphorylated fibrillar forms of
microtubule-associated protein tau and are hence
referred to as tauopathies. Similarly, PD is character-
ized by the widespread presence of a-synuclein aggre-
gates in Lewy bodies and neurites in the nervous
system [18]. ALS is known to have inclusions of TDP-
43 (TAR DNA-binding protein 43), a protein involved
in RNA metabolism. FTD can be driven by tauopathy
or TDP-43 pathology. A subset of FTD patients with
TDP-43 pathology is thought to have an FTD-ALS
spectrum disorder considering the closely related
pathologies of these two diseases [19]. TDP-43 aggre-
gation can also be found in 37% of AD patients [20],
illustrating that these different protein aggregations
overlap among these NDs. A striking feature of aber-
rantly folded and aggregating proteins (i.e., AB and
a-synuclein) is their ability to spread in the nervous
system in a prion-like manner [21,22]. Where the for-
mation of these aggregates begins remains unclear.
The Braak hypothesis stipulates that protein aggrega-
tion in AD and PD may initiate in the gut or the
olfactory bulb and then progressively ascend to differ-
ent brain regions [23].

Genetic studies of familial forms of NDs have iden-
tified mutations in several genes. These include the fol-
lowing: SNCA (a-synuclein), LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2), PRKN (or Parkin; parkin RBR E3
ubiquitin protein ligase), Pink1 (PTEN-induced kinase 1),
and PARK?7 (or DIJ-1; parkinsonism-associated degly-
case) in PD [24]; APP (amyloid beta precursor pro-
tein), PSEN1 (presenilin 1), PSEN2 (presenilin 2), and
MAPT (microtubule-associated protein tau) in
AD/tauopathies [25]. Although TDP-43 pathology is
observed in about 95% of ALS patients and all FTD-
TDP patients, TDP-43 mutations are not common dri-
vers of these pathologies. Among many mutations with
large effects found in ALS, the most common are
repeat expansions in C9orf72 (C9orf72-SMCR8 com-
plex subunit). For familial forms of ALS, the overlap
with FTD drivers is very high, but this represents only
10% of all ALS patients [19]. Studies involving
genome-wide associations have also revealed many dis-
ease risk loci that are associated with NDs. The
genetic basis of the common idiopathic or sporadic
forms of NDs remains largely unknown. Functional
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studies of genes mutated in the familial forms of NDs
have been instrumental in shedding some light on the
mechanisms that may contribute to neurodegeneration.

Besides protein aggregation, the pathological fea-
tures shared by NDs include mitochondrial dysfunc-
tion, oxidative stress, impaired ubiquitin-proteasomal
pathway, altered autophagy, and neuroinflammation
[17]. Mitochondrial dysfunction has received particu-
lar attention in PD ever since the discovery that
inhibition of mitochondrial complex I activity by
certain neurotoxins (e.g., 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine, MPTP) or pesticides (e.g., rote-
none) can lead to parkinsonism in humans [26,27]. It
was shown that genes mutated in PD (i.e., Pinkl,
Parkin) directly or indirectly affect mitochondrial
activity [28]. Many other disease-related proteins (i.e.,
AB or phosphorylated tau in AD) have been reported
to interact with mitochondria and alter mitochondrial
processes, such as mitophagy [29,30]. Mitochondrial
function/dysfunction and different energy require-
ments of the diverse neuronal populations in various
brain regions could partly explain selective neuronal
vulnerability in different NDs [31]. In addition to
producing ATP, mitochondria also play an important
role in the quality control of proteins produced and
the disposal of protein aggregates [32]. Unfortunately,
most efforts to develop animal models of NDs were
unsuccessful as many of the mutations linked to these
diseases did not fully recapitulate the disease symp-
toms [33]. In the context of PD, it is noteworthy that
certain transcription factors (i.e., Engrailed), required
for the development of dopaminergic neurons, con-
tinue to be expressed in adulthood and play a critical
role for the lifelong survival of these neurons [34].
Interestingly, targeted disruption of one Engrailed-1
(Enl) allele in mice provides a valuable PD model
with progressive loss of dopaminergic neurons in the
SNpc [35]. These Enl*" mice recapitulate several
pathological features of PD, including altered mito-
chondria, impaired autophagy, retrograde degenera-
tion, and inflammation [36,37]. Other studies lend
support to the idea that genes involved in the devel-
opment of dopaminergic neurons could also be
involved in the development of PD [38§].

Aging and neurodegeneration: Is a key player
missing?

Although genetic and environmental factors are cer-
tainly at play, age remains the major risk factor for
NDs [39,40]. In PD, for instance, the appearance of
the first classical motor symptoms is preceded by a
prodromal (nonsymptomatic) pre-ND phase typically
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presenting nonmotor symptoms (i.e., olfaction loss,
constipation, sleep disorders) that can last up to
20 years [41]. How the aging process contributes to
neurodegeneration remains unknown. It is noteworthy
that many pathological features of NDs are aggravated
hallmarks of brain aging [42]. Neurodegeneration might
thus be seen as a continuity of aging and the manifesta-
tion of NDs as accelerated aging (Fig. 1). To date, nine
established hallmarks of aging have been defined: mito-
chondrial dysfunction, loss of proteostasis, DNA dam-
age and genomic instability, epigenetic alterations,
dysregulated nutrient sensing, cellular senescence,
telomere attrition, stem cell exhaustion, and altered
intercellular communication [43] of which genomic
instability and epigenetic alterations are considered to
be the primary hallmarks. The brain shows aging hall-
marks very similar to those of other tissues, and many
processes altered during aging have also been impli-
cated in different neurodegenerative contexts [40,42].
As mentioned above, mitochondrial dysfunction is an
established hallmark of aging and plays an important
role in age-related NDs. Mitochondria are critical regu-
lators of cell death, which is a common feature of NDs.
Mitochondrial insults can lead to increased reactive
oxygen species (ROS) production, and mutations in
mitochondrial DNA (mtDNA) and oxidative stress can
both contribute to the aging and development of NDs
[29]. Several DNA repair pathways keep mtDNA intact
to minimize these alterations [44]. Strategies that target
mitochondrial processes such as energy metabolism,
ROS production, or the interaction of disease-related
proteins with mitochondria may have therapeutic
potential. We will mainly focus here on the two pri-
mary hallmarks of brain aging, namely genomic insta-
bility and epigenetic alterations, which have so far
remained widely unrecognized as potential pathogenic
drivers of neurodegeneration.

A feature unequivocally linked to brain aging is the
accumulation of unrepaired DNA that can jeopardize
genome integrity [45]. High energy consumption, espe-
cially by neuronal cells, must impose a significant
oxidative burden (i.e., ROS production), which is con-
sidered a major source of DNA damage in the brain
[46]. It is noteworthy that sheer physiological neuronal
activity causes DNA strand breaks, which are rapidly
repaired [47]. Postmitotic neurons mainly rely on non-
homologous end-joining for DNA repair, which is
error-prone. This leads to the accumulation of small
deletions in the genome, compromising genome integ-
rity over time [48,49]. Acceleration of this process by
genetic or environmental factors could deteriorate gen-
ome integrity to a point where normal cellular func-
tions can no longer be sustained. A progressive decline
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Fig. 1. Aging hallmarks and neurodegeneration—TEs as a missing link. Age is a major risk factor for NDs like AD and PD, and aging is considered
an accelerating factor for the development of NDs, inducing a ‘pre-ND’ state. Primary hallmarks of aging are DNA damage and epigenetic
alterations, which are both related to TE activity. Epigenetic alterations derepress TEs, some of which are themselves a source of DNA damage
(and epigenetic alterations). Secondary hallmarks of aging show a significant overlap with known altered pathways of neurodegeneration, which are
thought to result from a combination of genetic and environmental factors. TE activation might be amplified by several deregulated pathways like
mitochondrial dysfunction, oxidative stress, impaired autophagy or neuroinflammation, and TEs might maintain or amplify this dysregulation (i.e.,
neuroinflammation). Subsequently, these deregulated pathways could progressively lead to neurodegeneration.

in DNA repair mechanisms during brain aging might
lead to the accumulation of unrepaired DNA strand
breaks. The presence of unrepaired DNA lesions initi-
ates altered cellular processes, including senescence
and apoptosis [50], which altogether could be sufficient
to initiate a neurodegenerative process [51]. A poten-
tial link between DNA damage/repair and neurodegen-
eration is further emphasized by the fact that
mutations in several genes encoding DNA repair
enzymes such as ataxia telangiectasia mutated (ATM)
are associated with NDs [48]. Furthermore, accumula-
tion of DNA strand breaks has been reported in the
brains of AD, PD, and ALS patients [52-54], and a
number of proteins (e.g., tau, o-synuclein, TDP-43)
involved in these diseases also participate in DNA
repair [55-57]. Malfunctioning of the DNA repair
machinery leads to the degeneration of the nigrostri-
atal pathway in different mouse models [58]. Inefficient
DNA repair has also been suggested to be an aging-
related disease modifier in a mouse model of PD [53].
Indeed, mice lacking the DNA excision repair protein
ERCC-1 (excision repair cross-complementation group
1) in dopaminergic neurons become more vulnerable
to MPTP. The DNA repair system is also impaired in
AD [59,60]. In addition, AB aggregates have been
shown to exacerbate the levels of DNA strand breaks
in models of tauopathy [47]. It is noteworthy that

DNA repair involves transient and local chromatin
relaxation [61]. However, excessive chromatin disorga-
nization could be deleterious and contribute to neu-
rodegeneration.

DNA is structured and compacted into chromatin,
which can be further organized in euchromatin (tran-
scriptionally active) or heterochromatin (denser, tran-
scriptionally inactive). Constitutive heterochromatin is
enriched in repetitive sequences and has structural
functions [62]. In contrast, facultative heterochromatin
contains coding sequences and is essential during
development and in determining cell-type specificity
[62]. Chromatin in these domains is more versatile and
can revert to euchromatin under certain conditions
[63]. It is now well established that epigenetic modifica-
tions, namely DNA methylation and post-translational
modifications (i.e., methylation or acetylation) of vari-
ous histones, play crucial roles in the structuration of
DNA into euchromatin or heterochromatin domains
[64]. There is mounting evidence that epigenetic
changes are implicated in normal brain aging and NDs
[65-68]. Such modifications could alter gene expression
and regulation. In accordance, many enhancers associ-
ated with genes involved in the early cell cycle, inflam-
mation, and amyloid neuropathies have recently been
shown to be differentially methylated in AD [69]. Dys-
regulation of histone acetylation has been reported
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near genes involved in aging and AD or tauopathy
[70,71]. Widespread alterations in histone acetylation
have also been documented in the brains of PD
patients [72]. Genome-wide epigenetic changes could
disorganize the entire chromatin landscape, resulting
in altered gene expression and regulation during aging
and neurodegeneration. Similar to the heterochromatin
loss model of aging [73], this suggests that normally
repressed genes contained in heterochromatin domains
may become accessible and re-expressed during aging.
Global heterochromatin loss in the brain during aging
could indeed be a key feature of NDs. Widespread
destructuration of heterochromatin resulting in aber-
rant gene expression has been reported in drosophila
and mouse models of tauopathies and in AD patients
[74]. Furthermore, the distribution of histone H3
lysine 9 trimethylation (H3K9me3) and heterochro-
matin binding protein loo (HPla) was altered in neu-
rons from tau-deficient mice [75]. Interestingly, gene
expression profiles obtained by analyzing transcrip-
tomes from AD brains were similar to those of a fetal
brain [74], suggesting that heterochromatin structure
in postmitotic neurons might be reverted to a de-
differentiated state. Heterochromatin decondensation
(indicated by the loss of repressive histone marks) was
also reported in the Enl"/~ mouse model of PD and
in cellular models of oxidative stress [31].

Importantly, epigenetic alterations and heterochro-
matin loss could cause the activation of dormant TEs.
TEs, in turn, might become an additional source of
DNA damage and genome instability and possibly
contribute to several other pathological features of
aging. We discuss below the emerging concept that
TEs may represent new pathogenic players in NDs
and a missing link between aging and neurodegenera-
tion (Fig. 1).

TEs as sleeping culprits within the
genome

Overview of TEs

As mentioned above, a large portion of the human
DNA is composed of repetitive sequences derived from
TEs (also known as ‘jumping’ genes or mobile ele-
ments), which have self-amplified in the mammalian
genomes during evolution (Fig. 2A) [76]. TEs comprise
DNA transposons and retrotransposons (RTEs). DNA
transposons, the TE class discovered by Barbara
McClintock, mobilize using a ‘cut-and-paste’ mecha-
nism. They have been very active during primate evolu-
tion but are now inactive in humans [77]. RTEs use a
‘copy-and-paste’ mechanism to self-amplify via an
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RNA intermediate (retrotransposition). Depending
upon the presence or absence of long terminal repeats
(LTRs), they are divided into LTR RTEs (i.e., endoge-
nous retroviruses, ERVs or human ERVs, HERVs;
Tyl-copia, Ty3-gypsy; terminal-repeat retrotransposon
in miniature, TRIM) and non-LTR RTEs (i.e., Long
INterspersed Repeat-1, LINE-1; Short INterspersed
Elements, SINEs; SINE-VNTR-Alu, SVA). SVA ele-
ments are evolutionarily derived from SINEs. While
the LTR RTEs seem to have lost the ability to mobi-
lize, and most of them have recombined to generate
solo LTRs, the non-LTR RTEs are still mobile in
humans [78]. LINE-1 elements are autonomous RTEs,
whereas SINEs, comprised of human Alu sequences,
and SVAs are nonautonomous RTEs that hijack the
LINE-1 machinery for self-amplification (Fig. 2A)
[79,80]. LINEs are the most widespread TEs, represent-
ing about 21% of the human genome. There are
roughly 500 000 LINE-1 copies in the human genome,
but most of them are fossilized (either mutated or trun-
cated) and unable to move. Yet, more than 100 full-
length LINE-1 (human-specific LINE-1 L1HS and
older L1PA2 LINE-1) have retained their coding
capacity and can potentially retrotranspose. However,
only a limited number of these LINE-1 loci seem to
account for the bulk of retrotransposition in the human
population [81-83]. The number of potentially active,
full-length LINE-1 elements in the mouse (L1Md-Tf, -
A, and -Gf families) is much higher (around 3000) [84].
Full-length LINE-1 is composed of a 5 untranslated
region (UTR) containing two promoters on the sense
and antisense DNA strands followed by two open read-
ing frames (ORFs) and a 3'UTR, which contains a
polyadenylation signal.

ORFI1 codes for an RNA binding protein (ORF1p)
whereas ORF2 codes for ORF2p that encompasses
endonuclease and reverse transcriptase activities
(Fig. 2A). The antisense transcript codes for ORF0 and
could possibly yield fusion proteins and contribute to
retrotransposon-mediated diversity at the level of gene
expression [85]. LINE-1 retrotransposition involves sev-
eral steps. Following transcription, LINE-1 mRNA is
translocated to the cytoplasm for translation. The
resulting proteins, ORF1p and ORF2p, bind to the
LINE-1 mRNA forming ribonucleoprotein particles
(RNPs), which translocate to the nucleus. The endonu-
clease activity of ORF2p generates a nick in the geno-
mic DNA at a consensus site (5TTTT/AA3’). The
reverse transcriptase activity of ORF2p makes use of
the exposed poly-T stretch as a primer to generate
LINE-1 cDNA (target-primed reverse transcription,
TPRT), which results in LINE-1 insertion within the
genome [86-88]. Most insertions result in truncated
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LINE-1 copies, as DNA repair pathways disrupt retro-
transposition (Fig. 2B) [89,90]. It was recently shown
that LINE-1 ORF2p binding in cis to the 3’ poly(A)
tail of LINE-1 RNA is required for LINE-1 retrotrans-
position, and binding in trans to the 3’ poly(A) tract of
cellular or other RNAs is required for their mobiliza-
tion [91]. The 3’ poly(A) tails of Alu RNAs efficiently
compete with LINE-1 3’ poly(A) tracts for the binding
of LINE-1 ORF2p. Although TEs have played an
important role in generating diversity and shaping the
human genome throughout evolution, TEs can be an
important source of mutation and genomic instability
at the level of an individual. Indeed, LINE-1 insertions,
depending upon the location, can lead to deleteri-
ous mutations, and ORF2p endonuclease activity,
required for retrotransposition, can generate numerous
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involvement in DNA strand breaks and
genome instability. (A) Structure of LTR
and non-LTR RTEs that have self-amplified
in the human genome by a ‘copy and
paste’ mechanism during evolution. The
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additional DNA strand breaks, compromising genome
integrity (Fig. 2B). To date, over a hundred human dis-
eases have been linked to retrotransposition events [9].
Several means to restrict LINE-1 activity exist at a cel-
lular level, but as discussed in the following section,
these repressive mechanisms start to fail with age.

Failure of mechanisms repressing TEs with aging

The activity of TEs is kept in check by several epige-
netic modifications (DNA methylation and/or histone
methylation) favoring heterochromatin formation
(Fig. 2B) [92,93]. TEs silencing pathways work the
same way for most transposons [94,95]. We illustrate
here some of the mechanisms used for LINE-1 repres-
sion in particular. The CpG islands within the 5UTR
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of LINE-1 become methylated during early develop-
ment. These repressive marks are maintained by DNA
methyltransferases (i.e., DNA methyltransferase 1,
DNMTI1) and allow negative regulation (suppression
of LINE-1 expression) by the methyl-CpG-binding
protein 2 (MeCP2) [95-97]. LINE-1 repression also
involves histone modifications. For instance, nucleoso-
mal and remodeling deacetylase (NuRD) multiprotein
complexes form on LINE-1 promoters [98,99], which
also possess binding sites for repressive transcription
factors like Rb (retinoblastoma) or E2F that can
recruit histone deacetylases (HDAC1, HDAC2).
Kruppel-associated box (KRAB)-associated protein 1
(KAPI1), a scaffolding protein, plays a central role in
silencing LINE-1 elements [100]. KAP1 is recruited by
KRAB-containing zinc finger proteins, a large family
of transcription factors, upon binding to LINE-1 pro-
moters. KAPI then recruits SET domain bifurcated
histone lysine methyltransferase 1 (SETDBI1), a histone
methyltransferase (HMT) that deposits H3K9me3
marks, as well as HDACs, NuRD complex proteins,
and DNA methyltransferases (DNMTs). Similarly, the
human silencing hub (HUSH) complex deposits
H3K9me3 marks to repress young retrotransposons,
including LINE-1 [101]. In addition, the sirtuin 6
(SIRTO6) also participates in LINE-1 repression by
ribosylating KAP1 [102]. This modification facilitates
the interaction of KAP1 with its partners, particularly
HPla (heterochromatin binding protein lo) that con-
tributes to transcriptional repression through hete-
rochromatinization of LINE-1 promoters. H3K9me3 is
an important repressive chromatin mark, which con-
tributes to LINE-1 silencing. H1 linker histones also
silence repetitive elements by promoting both histone
H3K9 methylation and chromatin compaction [103].
Polycomb repressive complex 2 (PRC2) also partici-
pates in repressing young LINE-1 elements and other
TEs through deposition of histone H3 lysine 27
trimethylation (H3K27me3) marks [94,104-106]. In
addition, DNMTI1 has been recently shown to recog-
nize histone H4 lysine 20 trimethylation (H4K20me3)
marks in heterochromatin to reinforce LINE-1 methy-
lation [107]. Human TRIMSa (tripartite motif-
containing protein 5a) also senses and restricts LINE-1
elements [108]. In the germline, the small RNA-based
P-Element induced wimpy testis (PIWI)-PIWI interact-
ing RNA (piRNA) system silences TEs at the transcrip-
tional level by promoting the recruitment of DNMTs
and HMTs to TEs promoters, as well as at the post-
transcriptional level [109]. Small interfering RNAs (siR-
NAs) resulting from bidirectional transcription of
LINE-1 5UTR [110] and microRNAs are involved in
the degradation of LINE-1 mRNA in somatic cells; for

Retrotransposons in aging and neurodegeneration

example, the microRNA mir-128 was shown to bind to
LINE-1 mRNA and promote its degradation [111].
LINE-1 activity is also restricted at the post-
transcriptional level by proteins such as APOBEC
(apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic
polypeptide-like) cytidine deaminases or TREX1 (the
three prime repair exonuclease 1) [112,113]. Several host
factors binding to the ORFlp protein were recently
identified, which control LINE-1 retrotransposition at
the post-transcriptional level [114-116]. Despite these
multiple layers of repressive mechanisms, LINE-1
repression seems to decline with age (Fig. 2B). Expres-
sion of TEs, generally low in somatic tissues, increases
with age in several tissues, including the brain [117—
119]. The derepression of LINE-1 could thus contribute
to the loss of genome integrity that characterizes aging
[120].

In this context, it is interesting to recall the ‘trans-
poson theory of aging’, which hypothesizes that epige-
netically silenced TEs become reactivated as cellular
defense and surveillance mechanisms break down with
age [121,122]. Tt was indeed reported in drosophila
that loss of heterochromatin with aging leads to unsi-
lencing of heterochromatin repressed genes, including
TEs [121]. Overexpression of proteins involved in hete-
rochromatin maintenance was shown to stabilize chro-
matin, mitigate the age-related derepression of TEs,
and increase healthy lifespan. Healthy aging was also
promoted by degrading TE mRNAs or by blocking
the reverse transcriptase activity of TEs. In contrast,
inhibition of TE mRNA degradation following arg-
onaute RISC (RNA-induced silencing complex) cat-
alytic component 2 (Ago2) mutation led to a
shortened lifespan [121]. Another striking example of
the failure of TE repressive mechanisms with aging is
provided with SIRT6 (sirtuin 6). As mentioned above,
SIRT6 is an important LINE-1 repressor, but it also
promotes longevity through different pathways, that
is, promoting DNA repair, suppressing inflammation,
and tumorigenesis. As DNA damage increases with
age, SIRT6 accumulates at DNA strand breaks to
coordinate DNA repair. This leads to a depletion of
SIRT6 from LINEI1 promoters, which results in their
derepression [102]. Altogether, these results suggest
that unsilencing of TEs resulting from heterochromatin
loss could be an important contributor to aging.

The fact that activation of TEs during normal brain
aging can be linked to functional neuronal decline was
first shown in drosophila [117]. Bearing in mind that
aging is the major risk factor for NDs, several groups
have started to explore the role of TEs in the patho-
genesis of NDs. Although previously seen as sleeping
dogs in the genome, the reawakening of TEs is now
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beginning to be documented in the context of NDs
and provides a previously unrecognized link between
aging, TEs, and neurodegeneration.

Reawakening of TEs in
neurodegeneration

Heterochromatin decondensation and TE derepression
have now been documented in many models of NDs.
Mutant tau (R406W) was shown to induce heterochro-
matin loss and neurodegeneration in a drosophila
model of tauopathy [74]. Recently, an increase in TE
transcripts has also been observed in these flies
[123,124]. Pathogenic tau seems to accelerate the age-
associated activation of TEs in the mouse central ner-
vous system [125]. Dysregulated expression of TEs was
also reported in the post-mortem brain tissues of
patients with AD and progressive supranuclear palsy
(another tauopathy) [126]. Hence, this pathologic char-
acteristic might be conserved in human tauopathies.
The fact that heterochromatin loss and derepression of
TEs could be linked to neurodegeneration is further
supported by the AD-like phenotype of mice lacking
Bmil (BMI1 Proto-Oncogene, Polycomb Ring Finger),
a protein involved in chromatin compaction. Indeed,
in addition to the heterochromatin loss induced by
Bmil haplo-deficiency, these mice develop cognitive
deficits with age and present neurodegenerative fea-
tures similar to AD in addition to a derepression of
repetitive elements [127]. Interestingly, Bmil levels
were also decreased in the brain of AD patients [128].

In the context of PD, epigenetic alterations reflecting
heterochromatin loss and increased LINE-1 expression
were also observed in dopaminergic neurons subjected
to oxidative stress and in the Enl*/~ mouse model of
PD [129]. Furthermore, global disruption of the DNA
methylation landscape, induced by overexpression of
Gadd45b (growth arrest and DNA damage-inducible
beta, a protein involved in the brain in active DNA
demethylation in the brain), was sufficient to induce
chromatin disorganization, altered expression of key
genes, and loss of dopaminergic neurons of the SNpc
[130]. These alterations were accompanied by enhanced
sensitivity to oxidative stress, extensive DNA damage,
and increased LINE-1 transcripts and Orflp protein
levels, all preceding neurodegeneration. Derepression
of LINE-1 and other TEs remains to be examined in
PD patients.

The reawakening of TEs has also been reported in
ALS and FTD [131]. These neurodegenerative diseases
are characterized by cytoplasmic aggregates, which
result in a loss of nuclear TDP-43 [132]. The nuclear
RNA- and DNA-binding protein TDP-43 has been
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shown to bind to LINE-1 DNA and TE transcripts
[131,133,134]. Indeed, TDP-43 directly binds to TE
mRNAs, and loss of TDP-43 results in overexpression
of those particular LINE-1 targets and other TEs
[134]. A good correspondence was found between the
genomic TDP-43 targets and the specific mRNAs that
are upregulated in ALS patients with TDP-43 pathol-
ogy. These observations suggest that this protein either
silences or regulates TE expression in the nucleus. A
recent study further showed that neuronal nuclei lack-
ing TDP-43, isolated from ALS patients, display
increased chromatin accessibility around LINE-1 ele-
ments, indicating that TDP-43 is implicated in the
silencing of TEs [133]. LINE-1 DNA copy numbers
were also increased in TDP-43 negative nuclei [133],
consistent with previous reports of increased reverse
transcriptase activity in ALS [135,136]. This suggests
that LINE-1 retrotransposition events might take place
in ALS, but this still needs to be established [137]; this
aspect is further discussed below. However, quantita-
tive PCR (qPCR) measures of LINE-1 DNA must be
taken with caution since they may also reflect aberrant
or abortive reverse transcription events rather than
retrotransposition [138—140]. Fly models of human
TDP-43 also display impaired siRNA-mediated silenc-
ing and derepression of TEs, including LINE-1 and
ERVs [141]. Derepression of HERV-K, a human ERV
encoding the gag, pol, and env proteins, has also been
documented in ALS, and derepression of the highly
active mouse ERV TAP (intracisternal A-type particles)
and production of IAP-encoded gag protein were
reported in AD mouse models [125,142]. The role of
ERVs in neurological disorders has been discussed in
more depth in a recent review [143].

Altogether these studies support a pathogenic mech-
anism common to several NDs where epigenetic alter-
ation and chromatin destructuration could lead to the
derepression of normally silenced TEs. However,
other TE repressive cellular functions, such as
impaired autophagy or mitochondrial dysfunction, are
impaired in NDs and might contribute to TE activa-
tion. Autophagy has been shown to support genomic
stability by degrading RTE RNA [144]. Impaired
autophagy might thus lead to the accumulation of
LINE-1 transcripts and eventually proteins. Mito-
chondrial dysfunction, a prominent feature of several
NDs, might also trigger TE activity. A recent study
using a reporter system revealed that mitochondrial
stress increases LINE-1 retrotransposition in cultured
cells [145]. In addition, ORF1p binds to several mito-
chondrial genome-encoded RNAs, and these RNAs
are presumably released from dysfunctional mitochon-
dria [146].
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Through various downstream events following TE
derepression that are not dependent on retrotransposi-
tion per se, the activation of TEs could contribute to,
maintain, amplify, or even initiate neurodegeneration
(Fig. 1). Chromatin destructuration might be a general
hallmark of NDs and other neurological disorders.
Expression of repetitive elements, including TEs,
increased LINE-1 DNA copy numbers, and the loss of
repressive chromatin marks on such sequences have been
documented in several neurological pathologies, from
NDs to psychiatric disorders [96,123,124,127,129,
131,133,142,147-160] as summarized in Table 1. The
reawakening of TEs might thus well be a common fea-
ture in neurodegeneration as well as other neurological
disorders [155,161].

TEs as potential pathogenic drivers

Although the molecular mechanisms through which
TEs may contribute to the neurodegenerative process
are not fully dissected, a scenario emerges whereby
TEs might drive neurodegeneration through several
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different pathways or a combination thereof. Which
pathway predominates might additionally be depen-
dent on cell type, brain region, and the TE-activating
trigger.

TEs and genomic instability

As mentioned above, the accumulation of DNA strand
breaks was reported in several models of NDs and dis-
eased brain tissues. In addition to many other known
sources (e.g., oxidative stress) that cause DNA dam-
age, the reawakening of TEs in NDs could be an addi-
tional source of DNA strand breaks compromising
genome integrity (Fig. 2B) [162], and thereby con-
tributing to neuronal death. Overexpression of LINE-1
ORF2p in human cells induces numerous DNA strand
breaks [163]. Whether LINE-1 activation leads to
DNA strand breaks in the context of NDs was
explored in the Enl™~ mouse model of PD [129].
Acute oxidative stress, as expected, led to DNA dam-
age in mouse dopaminergic neurons but also increased
LINE-1 expression. Interestingly, the increase in

Table 1. Increased expression of TEs and other repetitive DNA-derived transcripts in neurodegenerative and neurological disorders.

TEs/
repetitive
Disease family Observation®® References
Alzheimer's disease LINE-1 Increased TEs transcript levels. Increased satellite DNA [123,124,127]
(AD)/tauopathies HERVs transcripts (mouse model). Loss of heterochromatin and
SINEs presence of DNA damage response at satellite sequences
Satellite
DNA
Parkinson disease (PD) LINE-1 Increased LINE-1 transcript levels (mouse model) [129]
Amyotrophic lateral sclerosis LINE-1 Increased TE transcript levels. Chromatin decondensation around  [131,133,142,147,148]
(ALS)—frontotemporal dementia HERV-K LINE-1 sequences. Increased LINE-1 copy number
(FTD) LTRs
SINEs
Multiple sclerosis (MS) HERVs Increased transcript levels [149]
Fragile X-associated tremor/ataxia ~ LTRs Increased transcript levels (fly model) [150]

syndrome (FXTAS)

Ataxia telangiectasia (AT) LINE-1 Increased LINE-1 copy number [1561,152]
Macular degeneration Alu Increased transcript levels [153]
Rett syndrome (RTT) LINE-1 Increased LINE-1 copy number [96]
Sporadic Creutzfeldt-Jakob HERVs Increased transcript levels in CSF [154]
disease
Aicardi-Goutieres syndrome (AGS)  LINE-1 Increased transcript levels. Increased LINE-1 copy number. [1565]
Accumulation of cytosolic RNA/DNA (mouse model)
Autism spectrum disorder (ASD) LINE-1 Loss of repressive marks on TEs. Increased TEs and Alu [152,156,157]
HERVs transcript levels (HERVs in PBMCs). Increased LINE-1 copy
Alu number
Bipolar Disorder (BD) HERVs Increased transcript levels [158]
Schizophrenia (SCZ) LINE-1 Increased TE transcript levels. Increased LINE-1 [158-160]
HERVs Copy number (insertion in synapse and SCZ-related genes)

aUnless stated otherwise, the observations were made in the post-mortem brain tissues of patients.; ®The analysis of LINE-1 DNA copy
number by gPCR must be taken with caution as discussed in the text. CSF, cerebrospinal fluid; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells.
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LINE-1 transcripts preceded the occurrence of DNA
strand breaks, suggesting that LINE-1 activity could
contribute to oxidative stress-induced DNA damage.
This was further supported by the fact that anti-
LINE-1 strategies such as siRNA targeted against
ORF2, Piwill overexpression, or a reverse transcrip-
tase inhibitor (stavudine) all reduced DNA breaks
induced by oxidative stress. Overexpression of LINE-1
in embryonic midbrain neuronal cultures (following
transfection) increased DNA damage, which was miti-
gated by anti-LINE-1 strategies. Increased DNA dam-
age following the unsilencing of TEs has also been
reported in the Bmil knockout mouse model of AD
[127].

Although LINE-1 retrotransposition has been
reported in certain neurological disorders such as
schizophrenia [159,160], the question as to whether
retrotransposition events can take place in postmitotic
neurons in the adult is still a matter of debate.
De novo LINE-1 insertions were initially thought to
occur only in the germline. However, a growing body
of evidence supports retrotransposition of LINE-1 in
the healthy brain, at least in neuronal progenitor cells
(NPCs) and during adult neurogenesis [151,164,165].
These somatic insertions seem to be rather specific to
brain tissue. Compared to the germline, these inser-
tions are mainly located in genes associated with neu-
rogenesis and synaptic functions [164], a stochastic
way to achieve neuronal mosaicism [165], although the
frequency at which retrotransposition occurs is still
debated and technical issues are not entirely resolved
[140]. From a pathological point of view, abnormal
expression of TEs and/or LINE-1 retrotransposition in
neuronal progenitors during brain development might
be at the origin of certain neurological disorders
appearing in the adult age [12]. Interestingly, LINE-1
retrotransposition was recently demonstrated in vitro
in nondividing mature neurons using a LINE-1 retro-
transposition assay, suggesting that retrotransposition
might also take place in postmitotic neurons in vivo
[166]. Whether new insertions occur in mature neurons
in the adult brain and contribute to the pathogenesis
of NDs needs to be further investigated.

TEs and aberrant gene expression

Another way in which TEs could be pathogenic drivers
is by contributing to the aberrant gene expression pat-
terns observed in NDs [167,168]. It is now well docu-
mented that TEs can serve as regulatory elements
during development [7,169,170]. The presence or
absence of epigenetic marks on TE sequences can
impact host gene transcription. TEs are thought to be
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heavily repressed in adulthood. However, several
genome-wide studies mapping transcriptional activities
or binding of transcription factors suggest that TE
repression might not be drastic but rather dynamic
[171], allowing TEs to participate in gene regulation
[172]. Indeed, whether full-length and actively tran-
scribed or fossilized and inactive, these sequences con-
tain promoters, binding sites for transcription factors,
and cryptic splice sites [173-175]. Some TEs might
have been co-opted by the cell and have become part
of regulatory networks throughout evolution, while
others may have remained tightly silenced by repressive
epigenetic marks. For instance, using a CRISPR (Clus-
tered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) and guide RNA (gRNA) multiplexing
method, it has been established in human embryonic
cells that transcriptional activation or silencing of
LTR-5Hs elements (isolated promoters from a young
human HERV-K family) was correlated to the up- or
downregulation of hundreds of human genes, reinforc-
ing the idea that HERVs can act as early embryonic
enhancers [176]. Epigenetic modifier drugs (DNMT
and HDAC inhibitors) induce transcription from
LTRs and lead to a high number of chimeric RNAs
[177]. Tt was recently shown that primate-specific
KRAB zinc finger proteins and their target retrotrans-
posons control gene expression in human neurons
[178]. Activation of LINE-1 elements was also shown
in human neuronal progenitors following global DNA
demethylation [12]. The loss or alteration of repressive
marks during aging or in NDs could allow TE
sequences to alter the expression of hosting or neigh-
boring genes [179]. For instance, intronic LINE-1 can
modify the splicing of their host gene through a mech-
anism called exonization, leading to the presence of the
LINE-1 as an additional exon in the gene transcript
[174,180]. Alterations in gene splicing could disrupt
gene expression by changing the reading frame, intro-
ducing premature stop codons, or decreasing transcript
stability. Several RNA binding proteins which repress
splicing were found to bind young LINE-1 sequences
present in introns of pre-mRNAs to prevent alternative
splicing and exonization of LINE-1-derived sequences
by insulating numerous splice sites contained in active
LINE-1 retrotransposons [174]. The polyadenylation
signal in the 3’UTR of LINE-1 could alter the elonga-
tion of host gene transcription, resulting in fewer nor-
mal or shortened transcripts, leading to truncated
proteins or even loss of proteins. Binding of transcrip-
tion factors to promoters, such as LTRs or the 5UTR
of LINE-1, could modulate transcription of neighbor-
ing genes in an enhancer-like fashion. TE promoters
could also serve as alternative promoters yielding
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chimeric transcripts due to the sense and antisense pro-
moters present in the UTR of LINE-1 initiating bidi-
rectional transcription [179]. It was recently shown
that G-quadruplexes originating from evolutionarily
conserved LINE-1 elements interfere with neuronal
gene expression in AD [181]. Some of these mecha-
nisms through which TEs can alter host gene expres-
sion are illustrated in Fig. 3.

Even though TE repression might not be as rigid as
previously thought, repressive marks of heterochro-
matin present on these elements could spread over
short distances, thus participating in local chromatin
organization. Loss of these marks could derepress
genes (in the vicinity), with potentially deleterious con-
sequences, when expressed. As mentioned above, gene
expression profiles from the brain of AD patients
resemble that of fetal brains, which includes the re-
expression of cell-cycle genes and might partly be due
to TE dysregulation. The expression of cell-cycle genes
indicates a loss of postmitotic neuronal identity and
results in an attempt to re-enter into the cell cycle, a
process which can lead to neurodegeneration
[74,182,183]. Interestingly, mounting evidence suggests
the direct effects of TE transcripts in the regulation of
gene expression. LINE-1 transcripts, for instance, bind
H2B histones and participate in chromatin decom-
paction [184], and m6A modification of LINE-1 tran-
scripts might enhance their association with DNA to
stabilize heterochromatin [185]. It was recently sug-
gested that m6A RNA modification, which enhances
LINE-1 mRNA translation and increases retrotranspo-
sition, might have been a driving force for the success-
ful amplification of LINE-1 elements during evolution
[186]. As mentioned above, it is conceivable that
LINE-1 retrotransposition events could actively take
place in the aging brain following neuronal de-

Retrotransposons in aging and neurodegeneration

differentiation. To what extent epigenetic modifications
and/or expression of TEs contribute to transcriptional
dysregulation in NDs remains to be dissected.

Finally, recent studies support the idea that TEs
could be involved in higher-order 3D chromatin orga-
nization [187-189], suggesting that alteration of their
epigenetic state might perturb chromatin structuration
and affect gene expression globally. The 3D organiza-
tion of chromatin is essential for the formation of
complex regulatory networks, allowing long-range
interactions between enhancers and promoters [190].
TEs are suspected to have contributed to the emer-
gence of species-specific loops in mammals and gen-
ome regulation by harboring binding sites for
regulatory factors, like CCCTC-binding factor
(CTCF). TEs constitute up to 15% of CTCF-binding
sites in the genome [191], implicating TEs as topologi-
cally associating domain (TAD) organizers. The identi-
fication of CTCF as a factor binding to the 5 and
3'UTRs of LINE-1 further suggests their possible
involvement in 3D chromatin structuration [124]. Tt
was reported that LINE-1 transcription per se during
early mouse development could increase global chro-
matin accessibility [192]. More recently, ERVs have
also been shown to demarcate TAD boundaries in
chromosomes [193]. Since the binding of CTCF to
DNA is methylation-dependent, it is conceivable that
DNA methylation changes during aging and in NDs
might induce not only derepression of TEs but also a
profound perturbation of the 3D organization of chro-
matin.

TEs and neuroinflammation

Neuroinflammation is a common feature of brain
aging and NDs [194], but the origins have so far

Modulation of gene expression

S s S

5.
5’ Antisense promoter-driven mRNA

AAA

AAA Sense promoter-driven mRNA

Fig. 3. TE contribution to altered host

oy

s

T

o fcog;{

. o L4
gene expression. Some striking S

mechanisms through which TEs could
affect host gene expression are depicted.

AAA Overexpressed mRNA

T
fx»{ |f\>oJ*'\o< o o< Gene repressed

Modulation of host gene expression could
occur through bidirectional transcription

Premature termination of transcription

Alternative splicing
[

fyoc Joos

SN ol

+

1

AAA Exogenized mRNA
AAA Truncated mRNA

5
5

foos

fro‘m intrpnic TEs anpl the extent of '*I’_;\T I I Joror]
epigenetic modifications of TEs. '
Premature termination of transcription and 5 "AAA Truncated mRNA
alternative splicing could also affect host

p, 9 ff\g;{ b jo]
gene expression. See text for further '

details. 5

FEBS Letters 595 (2021) 2733-2755 © 2021 Federation of European Biochemical Societies

- AAA Truncated mRNA

2743



Retrotransposons in aging and neurodegeneration

remained elusive. In recent years, mitochondria have
emerged as an important player in activating innate
immune response and neuroinflammation. The release
of mitochondrial constituents (i.e., mtDNA fragments
or mitochondrial RNAs) in the cytoplasm, following
mitochondrial stress, activates the innate immune sys-
tem through the cytosolic DNA sensing cGAS (cyclic
GMP-AMP synthase)-STING (stimulator of interferon
response CGAMP interactor 1) or Toll-like receptors
(TLRs) pathways [195,196]. Interestingly, the PD-
related genes Parkin and PINKI1 seem to mitigate
STING-induced inflammation [196]. It should be
recalled that the presence of cytoplasmic double-
stranded RNA (dsRNA) is a hallmark of viral infec-
tions [197]. In mammalian cells, the detection of viral
nucleic acids activates a signaling pathway that culmi-
nates in the expression of type I IFN (IFN1) and acti-
vation of proinflammatory cytokines. TE activity is a
potential source of unusual, virus-resembling intracel-
lular nucleic acid conformations (i.e., RNA stem
loops, dsRNA, ssDNA, or DNA:RNA hybrids)
detected by the innate immune surveillance system and
triggering an antiviral IFN1 response. Although this
activation is a critical antiviral response, uncontrolled
production of interferons (IFNs) could contribute to
inflammatory or autoimmune diseases. As discussed
above, repetitive element transcripts have been associ-
ated with toxicity and increased repetitive element
expression has been observed in several NDs. For
instance, transcripts from multiple classes and sub-
classes of repetitive elements (i.e., LINE-1, ERVs,
DNA transposons, simple repeats, efc.) were signifi-
cantly increased in the frontal cortex of C9orf72 ALS
patients [148]. Alu RNAs are known to be the most
important source of dsRNA-mediated IFN response
[198,199]. It was reported that cGAS detection of TE
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activation in age-related macular degeneration [200].
Interestingly, the nuclear RNA helicase DHX9
(DExH-Box Helicase 9) neutralizes RNA processing
defects caused by Alu invasion by resolving long
dsRNAs, allowing proper RNA processing and
nuclear export [201]. Moreover, constitutive activation
of MDAS (melanoma differentiation-associated protein
5, a cytosolic innate immune receptor that recognizes
long dsRNA) in Aicardi Goutieres syndrome (AGS)
results from the loss of tolerance to cellular dsRNAs
formed by Alu retroelements [202].

Nucleases such as TREX1 or RNase H2 also pre-
vent the accumulation of cytoplasmic nucleic acids
derived from TEs. Mutations resulting in loss of
TREXI1 activity lead to autoimmune or inflammatory
diseases like AGS or some familial forms of lupus. A
recent AGS study provided the proof of principle that
LINE-1 cDNA accumulation could be a source of
neuroinflammation [203]. TREX1 deficiency led to the
accumulation of extranuclear single-stranded DNA
(ssDNA) in the cytoplasm of both neurons and glial
cells. This was prevented by short-hairpin RNA
(shRNA) targeted against LINE-1 mRNA, indicating
that LINE-1 activity contributes to the accumulation
of cytoplasmic nucleic acids. The accumulation of
LINE-1-derived ¢cDNA in the cytosol leads to the neu-
rotoxic secretion of IFNs. The phenotype resulting
from TREX-1 deficiency was rescued by using reverse
transcriptase inhibitors or blockers of neuronal IFN
receptors. Thus, increased LINE-1 reverse transcrip-
tase activity can mediate neuroinflammation and neu-
rotoxicity through the IFN pathway (Fig. 4).
Furthermore, two other studies recently supported the
capacity of LINE-1 activation to trigger an inflamma-
tory phenotype. LINE-1 derepression resulting from
SIRT6 deficiency was identified as a source of inflam-

transcripts drives noncanonical-inflammasome mation in different tissues, including the brain. The
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SIRT6 knockout mouse is a progeroid model of accel-
erated aging and displays growth retardation, elevated
LINE-1 activity, and shortened lifespan. SIRT6 defi-
ciency led to the accumulation of cytoplasmic LINE-1
c¢cDNA in cells and tissues in this model, which trig-
gered a strong inflammatory response by activating the
IFN1 response through the cGAS-STING pathway
[203,204]. Reverse transcriptase inhibitors improved
the lifespan of these mice and mitigated the IFN
response. LINE-1 knockdown using siRNAs reduced
the IFN response as well as DNA damage in SIRT6-
deficient cells. Likewise, LINE-1 transcripts, cytoplas-
mic ¢cDNA, and IFNs were all elevated in aged wild-
type mice, supporting the hypothesis that LINE-I1
derepression is involved in sterile inflammation that
occurs in aging (known as ‘inflammaging’). The
HUSH complex was also reported to be a gatekeeper
of TFNI1 through epigenetic regulation of LINE-I1
[205]. As repressive mechanisms decline with age,
LINE-1 derepression and increased reverse transcrip-
tase activity of ORF2p in proliferating cells could acti-
vate the IFNI1 response and lead to senescence-
associated secretory phenotype (SASP) [206]. Neurons
(as nondividing cells) can also present a senescent-like
phenotype, and various senescent markers have been
found in glial cells of AD and PD patients [207]. Neu-
roinflammation has also been observed in the Enl*/~
mouse model of PD [37], which shows elevated levels
of LINE-1 expression. However, an effect on cytosolic
cDNA accumulation in dopaminergic neurons has not
yet been tested in this model. A recent study showed
that LINE-1 reverse transcriptase could also generate
cDNA within the cytoplasm using SINE RNA as a
template following self-priming [208], bringing closer
to the possibility of LINE-1 RNA serving as a tem-
plate to generate LINE-1 ¢cDNA in the cytoplasm
(Fig. 4). Finally, the production and aggregation of
proteins encoded by ERVs activated during develop-
ment were found to be another source of neuroinflam-
mation appearing in the adult age. More importantly,
this study showed for the first time that TEs expres-
sion alone in the absence of other alterations or
pathology can be sufficient to induce microglial activa-
tion, a characteristic feature seen in most NDs [209].
Further studies are needed to examine whether and to
what extent reawakening of TEs and LINE-1 activity
contribute to neuroinflammation in NDs.

TEs and mitochondria

Emerging evidence suggests that mitochondrial integ-
rity could also be impaired by TE activity. In the con-
text of age-related macular degeneration, Alu elements
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could be involved in mitochondrial dysfunction. Alu
RNA can provoke mtDNA release into the cytosol by
promoting the opening of mitochondrial permeability
transition pore [200]. Moreover, in the absence of the
endoribonuclease DICERI, the accumulation of Alu
RNA leads to mitochondrial ROS production
[210,211]. These two phenomena activate the NLRP3
(NLR Family Pyrin Domain Containing 3)-dependent
inflammasome pathways. It is also noteworthy that
Alu sequences appear to be preferentially located in
introns of genes implicated in mitochondrial pathways,
and epigenetic dysregulation of Alu elements could
ultimately disrupt mitochondrial homeostasis within
the central nervous system and contribute to the devel-
opment of NDs [212]. LINE-1 ORFlp and ORF2p
proteins interact with mitochondrial proteins [114].
ORFlp binds to ERALI (Era Like 12S mitochondrial
rRNA chaperone 1), a mitochondrial GTPase, whereas
ORF2p binds to TIMMI13 (translocase of inner mito-
chondrial membrane 13) and TOMM40 (translocase of
outer mitochondrial membrane 40), but the role of
these interactions remains unknown [115,116]. All
these observations point to important connections that
might exist between the activity of TEs, mitochondrial
dysfunction, and other pathological hallmarks of NDs

(Fig. 1).

TEs as new therapeutic targets

It emerges from all the studies discussed above that
inhibiting TE expression and/or blocking their activity
could constitute a novel therapeutic approach in age-
related pathologies and, more specifically, in NDs. In
several models, targeted degradation of TE transcripts,
delivery of transcriptional repressors, or use of reverse
transcriptase inhibitors conferred neuroprotection and
anti-inflammatory properties, extended healthy lifes-
pan, and rescued pathological phenotypes in general.
As mentioned above, anti-LINE-1 strategies prevent
the loss of dopaminergic neurons in the Enl™~ mouse
model of PD. It is noteworthy that the Engrailed pro-
tein itself is a therapeutic protein and protects
dopaminergic neurons by directly repressing LINE-1
elements [129]. It would be interesting to test the thera-
peutic potential of strategies that block the expression
or activity of TEs in NDs. Indeed, several ongoing clin-
ical trials are currently testing the safety and tolerability
of reverse transcriptase inhibitors in AD (https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04500847; https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/results/NCT04552795), ALS
[213], and AGS (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT02363452). These approaches are based on the use
of reverse transcriptase inhibitors either alone or in
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combination with anti-HERYV integrase inhibitors [143]
to target different TEs. Another therapeutic target
could be chromatin itself since chromatin relaxation
occurs in aging and several NDs. Preventing the loss of
repressive marks might avoid the expression of TEs
and associated deleterious pathological effects. More
importantly, epigenetic modifications of TEs might
alter the entire spatial organization of chromatin.
Maintaining a juvenile and healthy chromatin state
could also prevent genome-wide alterations of the tran-
scriptome observed with aging and neurodegeneration
[214]. One way to prevent chromatin loss could be to
overexpress proteins involved in heterochromatin main-
tenance. Indeed, overexpression of genes known to
affect heterochromatin structure like Sirt2 (sirtuin 2),
the orthologue of Sirtl (sirtuin 1; a deacetylase impor-
tant for gene silencing), Su(var)3-9 (an H3K9 methyl-
transferase), or DICER 2, which recruits Su(var)3-9 at
TEs sites, led to increased lifespan in drosophila,
whereas shRNA against those genes accelerated aging
and  shortened lifespan  [I121].  Alternatively,
heterochromatin-promoting drugs such as remodelin
[215] or methotrexate [63] shown to restore a juvenile
chromatin state in models of accelerating aging or
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autoimmune diseases could also have a therapeutic
potential in NDs.

Conclusions and perspectives

In conclusion, all of the studies discussed in this review
support the concept that TEs represent a key patho-
genic culprit linking brain aging and neurodegenera-
tion. They also unveil a new unifying pathogenic axis
for NDs in which age-induced chromatin destructura-
tion could lead to TE activation and its resulting dele-
terious effects, cumulating in neurodegeneration as
illustrated in Fig. 5. Activation of TEs and a number
of pathological features are common to various NDs,
thus suggesting that they might be interconnected. As
discussed above, this new axis also suggests important
connections between mitochondrial activity and TEs.
These new findings should revive interest in further
exploring the role of ‘the dark side’ of DNA in neu-
rodegeneration and other human diseases. It is tempt-
ing to speculate that TE activation might represent the
tenth hallmark of aging and neurodegeneration. It is
then not surprising that TEs are also being regarded
as appealing targets for novel therapeutic interventions
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for aging and NDs. In this regard, it will be particu-
larly interesting to evaluate the therapeutic efficacy of
reverse transcriptase inhibitors for neuroprotection in
NDs.
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DISCUSSION

1. Etat de art sur les ET et les MN

Dans le cerveau, les ET peuvent avoir des roles physiologiques en participant au mosaicisme
neuronal et a la diversité cellulaire mais ils peuvent également lorsqu’ils sont anormalement
activés, étre sources d’événements pathologiques. En effet, I’activation des ET a émergé
récemment comme un des moteurs du vieillissement cellulaire (Li et al., 2013) et de la
neurodégénérescence (Jonsson et al., 2020; Ravel-Godreuil et al., 2021). Ils sont apparus
comme des nouveaux acteurs causaux dans la pathogeneése des MN (Blaudin de Thé et al.,
2018 ; Bollati et al. 2011 ; Douville et al., 2011 ; Li et al., 2015 ; Guo et al., 2018 ; Sun et al.,
2018 ; Tam et al., 2019, Ravel Godreuil et al., 2020 ; Rekaik et al., 2015 ; Peze-Heidsieck et
al., 2022) mais aussi de multiples troubles neurologiques (Muotri et al., 2010 ; Coufal et al.,
2011 ; Douville et al., 2011 ; Li et al., 2015) (détaillés dans le Tableau 1).

Les travaux antérieurs de notre laboratoire ont montré 1’augmentation de 1’expression
des LINE-1 dans les neurones dopaminergiques de souris modeles de la MP (Ravel Godreuil
et al., 2020 ; Rekaik et al., 2015 ; Baludin de thé et al., 2018). En outre, il a également été
rapporté que I’inhibition du complexe I de la chaine respiratoire des mitochondries a l'aide
d'agents pharmacologiques couramment utilisés pour modéliser la MP conduit a
I’augmentation de l'expression de la protéine ORF1p encodée par le LINE-1 chez des souris
modele de la MP in vivo et dans des neurones dopaminergiques humaines in vitro (Baeken et
al., 2020). Dans une étude menée par (Guo et al., 2018), une analyse RNA-seq sur plus de 600
sujets atteints de MA, a mis en évidence une liste de 9 ET dont I’expression était corrélée de
maniére significative avec les niveaux pathologiques de la protéine Tau. Une étude sur des
modeles de tauopathie chez la drosophile qui exprime une forme mutante de la protéine Tau

humaine (Sun et al., 2018), a montré grace a une méthode de séquengage d'ARN que des
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drosophiles modéles de tauopathie présentaient des changements de niveaux d'expression des
ET. Les ET qui étaient les plus exprimés de manicre différentielle, faisaient partie de la
famille de rétrotransposons LTR. De plus, 1’analyse d’échantillons humains post-mortem de
cerveaux de patients atteints par la MA ont montré que les transcrits d’autres ET comme les
HERV augmentaient de manicre significative chez les patients MA comparés aux témoins
sains dans le cortex et le cervelet (Sun et al., 2018). Dans une étude sur I’implication des
HERV dans la pathogenése de la SLA, les résultats ont révélé que les HERV-K sont activés
dans les neurones corticaux d’un groupe de patients atteints de la SLA sporadique comparés
aux individus sains. La protéine de I’enveloppe (Env) encodée par le HERV-K pourrait
contribuer a la neurodégénérescence du fait de sa neurotoxicité (Li et al., 2015; Mayer et al.,
2018).

L’ensemble de ces données soutient 1’idée que I’activation incontrélée des ET est
associée aux MN et que de tels événements puissent perturber le fonctionnement des neurones
et participer a la progression et/ou I’initiation de la neurodégénérescence (Krug et al., 2017,
Tan et al., 2012). Cependant, malgré I’importance et la pertinence de ces études, nos
connaissances sur les mécanismes par lesquels les ET pourraient contribuer a la pathogenése

de ces maladies restent encore rudimentaires.

1L Discussion des résultats majeurs et travaux de thése

1. L’activation des éléments LINE-1 dans les neurones et ses conséquences

Dans cette thése, nous avons développé un modele de cellules neuronales humaines qui quand
elles sont soumises a un stress oxydatif aigu, présentent une augmentation de l'expression des
rétrotransposons LINE-1. Le modé¢le nous a été utile pour tenter d’identifier les conséquences

déléteres de ’activation des éléments LINE-1 et les mécanismes par lesquels ils pourraient
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agir. Nous avons ainsi choisi de travailler sur le modele cellulaire LUHMES, qui est un
modele neuronal humain robuste pour étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires
conduisant a la neurodégénérescence et/ou a la neurotoxicité (Harischandra et al., 2020;
Harris et al., 2017; Tong et al., 2022; Zhang et al., 2014). Dans un premier temps, nous avons
montré que les rétrotransposons LINE-1 sont exprimés a 1’état basal dans les neurones post-
mitotiques matures en culture (en absence de stress). L’analyse par immunofluorescence et
Western blot, nous a permis de détecter la protéine ORF1p encodée par le LINE-1 dans les
neurones post-mitotiques a 5 jours de différenciation. En raison du manque d’efficacité des
anticorps dirigés contre la protéine ORF2p, ’analyse de son expression et sa localisation reste
difficile. En conséquence, nous nous sommes concentrés sur 1’analyse de la protéine ORF1p
qui nous a servi de « proxy» témoin de [’activation des LINE-1, mais aussi de fagon
particuliére et intéressante pour identifier et révéler son impact pathogénique.

Afin d’étudier I’activation incontrolée des LINE-1, nous avons développé un modéle
neuronal de stress oxydatif en utilisant 1’arsenite, un inducteur de stress oxydatif bien
caractérisé (Mishra et al., 2011). Le stress oxydatif se traduit par la formation abondante
d’espéces réactives de 1’oxygene et est considéré comme 1’un des aspects causaux communs
impliqué dans la perte des neurones dans la MP (Danielson and Andersen, 2008; Dorszewska
et al., 2020), dans la MA (Bai et al., 2022; Muotri et al., 2010) et d’autres MN (Chen et al.,
2012; Emerit et al., 2004; Fischer and Maier, 2015; Kim et al., 2015). C’est aussi 'un
des facteurs contribuant au processus de vieillissement (Junqueira et al., 2004; Liguori et al.,
2018; Romano et al., 2010) et le stress oxydatif a été récemment associ¢ a I’activation des
¢léments LINE-1 (Giorgi et al., 2011; Whongsiri et al., 2019; Wongpaiboonwattana et al.,
2013).

Dans notre modele, les LINE-1 sont surexprimés sous 1’effet de stress oxydatif dans

les neurones post-mitotiques différenciés, au niveau de I’ARN ainsi qu’au niveau protéique.
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L’activation des LINE-1 était accompagnée de dommages a I’ADN (révélés par le marqueur
v-H2AX). Les cassures d’ADN dues a I’activité de ORF2p ont été significativement diminués
grace a un traitement avec 1’inhibiteur puissant de la RT, la Stavudine (Banuelos-Sanchez et
al., 2019; Blaudin de Thé et al., 2018; Jones et al., 2008). En effet, les LINE-1 peuvent étre a
I’origine de dommages a I’ADN et une instabilit¢ génomique (Peze-Heidsieck et al., 2022).
L’activation incontrolée de la protéine ORF2p est connue pour induire 1’accumulation de
dommages a I'ADN dus aux coupures d’ADN via son activité endonucléase (Belgnaoui et al.,
2006; Gasior et al., 2006). Des travaux antérieurs de notre laboratoire (Blaudin de Thé et al.,
2018) ont montré que l'activation des LINE-1 dans les neurones primaires de souris conduit a
des cassures d’ADN entrainant une neurodégénérescence des neurones dopaminergiques in
vivo. La mort des neurones observée chez les souris modeles de la MP ou chez des modeles
toxicologiques murins de la MP (injection de 6-OHDA) a pu étre prévenue grace a des
stratégies anti-LINE-1 telles que 1’utilisation des siARN ciblant ORF2, ou la Stavudine. Par
ailleurs, d’autres travaux ont révélé que la surexpression des LINE-1 dans des cellules
souches embryonnaires humaines différenciées en neurones a conduit a 1’accumulation de
dommages a 'ADN qui ont été restaurés suite a 1’induction de mutations au niveau les
domaines endonucléase (EN) et transcriptase inverse (RT) de ORF2p (Erwin et al., 2016).
Des cellules déficientes pour SIRT6, un répresseur des promoteurs LINE-1, présentaient une
augmentation significative des LINE-1 et cette augmentation était associée a des 1ésions de
I'ADN (Mostoslavsky et al., 2006). En plus des dommages a ’ADN qu’elle peut entrainer,
I’activité RT de la protéine ORF2p peut aussi conduire a I’accumulation d’ADN simples brins
(ssDNA) de LINE-1 cytosoliques (Figure 11). La détection de ssDNA dans le cytoplasme
conduit au déclenchement de la voie de détection des ADN simples brins cytosoliques, la
GMP-AMP synthase cyclique (cGAS). Suite a la détection des ssDNA cytosoliques, cGAS

active le stimulateur des geénes de l'interféron (STING, Stimulator of Interferon Genes).
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STING va alors initier I’activation de la réponse des interférons (Sun et al., 2013) suivie
d’une réponse immunitaire innée entrainant 1’inflammation. Nous avons démontré, dans le
cadre de cette étude que I’augmentation des LINE-1 dans notre modéle neuronal de stress,
¢tait accompagnée de 1’accumulation de ssDNA cytoplasmiques. Néanmoins, il est important
de noter que nous ne disposons pas d'une compréhension complétement claire des
mécanismes sous-jacents a la formation des ssDNA dans le cytoplasme. Il est possible que ces
fragments d’ADN proviennent d'une part de I’activit¢ RT de ORF2p dans le cytoplasme, ou
que les fragments d’ADN du LINE-1 puissent s'échapper du noyau. Dans une étude sur des
souris déficientes en SIRT6, les auteurs ont montré que la dé-répression des LINE-1 était
accompagnée par I’accumulation de ssDNA cytoplasmiques induisant l'activation de la
réponse immunitaire innée via la production d'interféron de type I, déclenchant
I’inflammation (Van Meter et al., 2014). Le traitement avec un inhibiteur de la RT a permis
de rétablir D’expression des LINE-1 et de restaurer la réponse aux interférons et
I’inflammation conséquente chez les souris SIRT6-/- (Simon et al., 2019). Il est nécessaire de
noter que les inhibiteurs de RT ne ciblent pas des enzymes RT spécifiques donc, il est
possible que les effets observés proviennent également de I’activit¢ RT d’autres éléments
comme les HERVs qui peut également étre source d’accumulation d’ADN cytosoliques
(Lima-Junior et al., 2021; Russ and Iordanskiy, 2023). D’autres rétroéléments non autonomes
comme les SINEs, peuvent aussi étre une source de ssDNA, mais ceci nécessite I'activité RT
du LINE-1 dans le cytoplasme, indépendamment de la rétrotransposition (Fukuda et al.,
2021). Mais, il est fortement probable que les LINE-1 aient une contribution majeure a
I’accumulation de ssDNA et I’activation de la réponse aux interférons de type I car c’est la
classe la plus abondante des rétrotransposons. La perte de fonction des LINE-1 induite grace a
des shARN qui ciblent spécifiquement les LINE-1 chez les souris SIRT6-/- a permis de

restaurer 'expression des interférons et de reproduire les mémes résultats que ceux obtenus
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avec des drogues qui ciblent la RT (Simon et al., 2019). 1l a également été rapporté que
I'accumulation de ssDNA cytosoliques issus des LINE-1 dans des neurones humains
déficients en TREX1, un inhibiteur du LINE-1, entraine la production d'interféron de type I
conduisant a la mort des neurones par apoptose. De facon similaire aux autres études, le
traitement avec des inhibiteurs de la RT, a permis de restaurer la réponse aux interférons de
type I et prévenir la neurotoxicité (Thomas et al., 2017). L expulsion d’ADN mitochondrial
par les mitochondries endommagées ou I’expulsion de fragments de chromatine dans le
cytosol suite a une instabilit¢é génomique sont aussi d’autres sources potentielles
d’accumulation de ssDNA cytosoliques (Figure 11). L’inflammation est 1'une des
caractéristiques pathologiques communes associées aux MN telles que la MA (Heppner et al.,
2015; Wyss-Coray, 2016) et la MP (McGeer and McGeer, 2004; Tansey et al., 2022) pouvant

conduire a la neurodégénérescence.
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Figure 11 : La dé-répression des rétrotransposons LINE-1 et le déclenchement de

P’inflammation (Zhang et al., 2020).

La destructuration de 1’hétérochromatine entraine la dé-répression des rétrotransposons, en
particulier les LINE-1. L'ARNm des rétrotransposons LINE-1 et/ou d’autres ET (i.e SINE) est
converti en ADNc grace I’activité RT de ORF2p dans le cytoplasme. L’activit¢ RT de la
protéine ORF2p induit I’accumulation d’ADN simples brins LINE-1 cytosoliques (ssDNA).
La détection des ssDNA cytosoliques conduit au déclenchement de la voie cGAS- STING qui
active ensuite IRF3. L'activation de IRF3 induit sa translocation du cytoplasme vers le noyau,
ce qui déclenche l'expression des genes de la famille de l'interféron, provoquant une
inflammation chronique. Par ailleurs, les mitochondries endommagées peuvent également
libérer de I'ADN mitochondrial dans le cytoplasme, et I’expulsion de fragments de chromatine

dans le cytosol peut étre d’autres sources d’inflammation.
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2. Altérations nucléaires associées a ORF1p

2.1. Translocation de la protéine ORF1p dans le noyau

Bien que le noyau soit hautement protégé, il est clairement admis que les conséquences
déléteres du LINE-1 sont dues a 1’activité de ses protéines non seulement dans le cytoplasme
mais aussi dans le noyau.

Une question intéressante est de savoir si ces protéines peuvent accéder au noyau pour
participer au mécanisme de sa rétro-transposition seulement ou bien causer d’autres dégats
indépendamment de la rétro-transposition. Cette hypothése restait controversée au moment ot
nous avons débuté nos travaux.

Bien qu'un signal de localisation nucléaire putatif ait été identifi¢ dans la séquence de
ORF2p (Goodier, 2004; Kubo et al., 2006), on ne sait toujours pas si la RNP du LINE-1 peut
traverser une membrane nucléaire intacte ou bien si son entrée nécessite la division cellulaire,
¢tape pendant laquelle la membrane devient trés fragile et se décompose progressivement
(Buendia et al., 2001; Ellenberg, 2013). En effet, il a été proposé que, comme pour certains
rétrovirus exogenes (Suzuki and Craigie, 2007), les LINE-1 peuvent accéder au noyau de
maniére passive lors de la rupture de la membrane nucléaire pendant la division cellulaire
(Mita et al., 2018). Dans ces travaux, Mita et al., proposent un mod¢le dans lequel, une fois la
RNP LINE-1 transloquée dans le noyau, que ORF1p se sépare de la RNP et quitte le noyau
grace a une exportine, CRM1 (Chromosomal Maintenance 1, ou Exportin 1) tandis que
ORF2p reste dans le noyau.

Par ailleurs, certaines études montrent que la rétrotransposition du LINE-1 peut se
produire aussi dans des cellules qui ne se divisent pas (Kubo et al., 2006; Macia et al., 2017).
Ces derniers auteurs soutiennent 1’idée que les protéines encodées par le LINE-1 accédent au
noyau en dehors des étapes de division cellulaire et qu’il existe potentiellement un transport

actif et/ou que leur import dans le noyau est médié par des partenaires protéiques. Cette

60



hypothése est renforcée par le fait que ORF1p s’associe avec certains composants du CPN
comme KPNBI1 (importin-beta) (Idica et al., 2017), KPNA2 (importin-alpha) (Goodier et al.,
2013). Il est possible que certaines protéines fonctionnelles du CPN facilitent et/ou participent
a I’'import de ORF1p dans le noyau (Idica et al., 2017 ; Freeman et al., 2019).

Les données actuelles décrivent un rdéle pathogénique de ORF2p via son activité
d’endonucléase et de réverse transcriptase li¢ ou non li¢ a son role dans la rétrotransposition,
mais a ce jour aucun role pathogénique de ORF1p n’est connu. Nous nous sommes intéressés
dans nos travaux aux effets de 1’augmentation des LINE-1 et en particulier la protéine
ORFl1p, sa localisation subcellulaire et ses conséquences potentiellement pathologiques
indépendamment du phénoméne de rétrotransposition.

Nos résultats sur les neurones différenciés ont montré qu’en présence de stress oxydatif, il
y a non seulement une augmentation de ORFlp dans le cytoplasme, mais aussi une
translocation de cette protéine dans le noyau. L.’augmentation de I’intensité de ORF1p dans le
noyau est accompagnée par 1’augmentation du nombre et du volume des foci ORF1p. Cela
suggere qu’il y a potentiellement une condensation possible de ORF1p dans le compartiment
nucléaire et cytoplasmique. Suite a ces observations, la question qui se posait était celle de
comprendre comment ORF1p accéde au noyau et quelles sont les conséquences de cette
translocation.

Il a été rapporté que l'import nucléaire de la protéine ORF1p peut étre médi¢ par des
transporteurs nucléaires, les importines telles que KPNB1 et KPNA2 qui sont des partenaires
de liaison de ORFlp (Freeman et al., 2019), via le CPN. La régulation du transport
nucléocytoplasmique (TNC) dans la cellule est assurée par des CPN ancrés dans l'enveloppe
nucléaire. Ces CPN contiennent des nucléoporines ou NUPs qui interagissent avec les
importines (Figure 10). Le bon fonctionnement du TNC permet l'import de protéines

essentielles telles que les facteurs de transcription et d’autres facteurs et I’export des protéines
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ainsi que les ARNm pour leur traduction dans le cytoplasme. Les importines telles que
KPNBI1 fonctionnent en interagissant avec des protéines cargos et facilitent leurs imports vers
le noyau. Nous avons confirmé que ORF1p interagissait avec KPNBI1 par des expériences de
co-IP et que cette interaction est directe grace a des expériences de PLA. Ceci suggere que
I’entrée de ORF1p dans le noyau est potentiellement médiée par cette importine. D’ailleurs,
ce mode d'acces au noyau médi€ par les importines est largement utilisé par plusieurs types de
protéines virales (Kimura et al., 2013; Twyffels et al., 2014), certains rétrotransposons comme
Tyl (Manhas et al., 2018) mais aussi des protéines agrégées comme Tau (Candia et al., 2022).
En effet, ce mode d’import est assisté par les importines comme TNPO3 (transportin-3)
nécessaire a l’infection virale par le HIV-1. 1l a été montré que TNPO3 interagit avec la
capside de HIV-1, facilite son entrée dans le noyau et que ce processus est important pour
l'infection par le HIV (Valle-Casuso et al., 2012) et que la déplétion de TNPO3 empéche la
translocation du HIV dans le noyau (Christ et al., 2008). Il est possible que certains ET aient
adopté des stratégies identiques a celles employées par certains virus pour accéder au noyau.
Des données récentes (Idica et al., 2017) ont montré que le knock-down de KPNBI1
(avec des shARN ciblant la séquence de KPNBI1) sur des cellules humaines en culture qui se
divisent (HeLa), affectait l'import de la protéine ORF1p dans le noyau. Une autre étude a
montré que des mutations au niveau de la région C-terminale de ORFIp ont entrainé sa
localisation principalement cytoplasmique et que son association avec les importines KPNBI1
et KPNA2 était nécessaire pour permettre sa translocation dans le noyau. L’association de
ORF1p a son ARN n'était pas nécessaire pour sa localisation nucléaire, ce qui suggere que la
protéine ORF1p, qu'elle soit li¢e a son ARN ou isolée, peut interagir avec les protéines
fonctionnelles du complexe CPN afin de faciliter son entrée dans le noyau (Freeman et al.,

2019).
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Les résultats que nous avons obtenus suggerent que dans les neurones différenciés,
ORF1p pourrait transloquer dans le noyau via un mécanisme médié par l'importine KPNB1.
Cependant, ORF1p se lie a KPNBI1 également en conditions normales, en 1’absence de stress
ce qui indique que l'augmentation de la translocation nucléaire de ORF1p en conditions de
stress nécessite probablement 1’intervention d'autres partenaires protéiques. En effet, en plus
de son interaction avec KPNB1, nos résultats ont montré que ORF1p colocalise et interagit de
maniére directe grace a des expériences de PLA avec la nucléoporine NUP153, composant
majeur du complexe CPN au niveau du panier intérieur (Figure 10), impliquée dans le
transport nucléocytoplasmique, et cette interaction augmente en conditions de stress. Ceci
suggere que 'import de ORF1p dans le noyau est dépendant de 1’intervention de NUP153. En
effet, en se liant aux protéines cytoplasmiques, NUP153 peut médier leur import nucléaire
(Ando et al., 2011). Cependant, les voies médi¢es d’une part par KPNB1 et d’autre part par
NUP153 interagissent ensemble et sont lices (Walther et al., 2001) (Figure 12), ce qui
suggere que le mécanisme par lequel ORF1p accéde au noyau nécessite I’intervention de ces
deux protéines. Pour mieux comprendre ce mécanisme, j’ai effectué des tests en tentant de
bloquer KPNBI par un traitement avec 1’ivermectine, un bloqueur spécifique des importines o
et B mais les résultats n’étaient pas concluants. Il serait judicieux de tenter de bloquer KPNBI1
avec d’autres inhibiteurs d’importines plus spécifiques ou a plus long terme, comme INI-43
(Van Der Watt et al., 2016) et I’importazole (Soderholm et al., 2011). Ce travail sera effectué¢

dans le cadre de mon post-doc.
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Figure 12 : Fonctionnement du CPN et I’intervention de NUP153 et KPNBI1. Adapté de
(Larrieu et al., 2018)

(1) KPNB1 se lie a des nucléoporines, telles que NUP153, dans le cytoplasme. (2) Le
complexe KPNB1-NUP153 est transloqué dans le noyau a travers le CPN. (3) Une fois dans
le noyau et apres la liaison de RanGTP a KPNBI, la protéine cargo NUP153 se dissocie de
KPNBI, s’incorpore dans le CPN et recrute la nucléoporine TPR (translocated promoter
region). Les CPN fonctionnels assurent le transport nucléocytoplasmique et jouent d'autres

roles, comme l'ancrage de la chromatine a I'enveloppe nucléaire par I'intermédiaire de TPR.

2.2. Altération de 1a membrane nucléaire

En plus de sa translocation dans le noyau, une observation plus frappante a été la localisation
et 'accumulation de ORF1p au niveau de la périphérie nucléaire, au niveau de la membrane
interne et externe. Les foci de ORF1p observés au niveau des invaginations de la membrane

nucléaire, augmentent en nombre et en volume en conditions de stress, ce qui pourrait
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suggérer une possible condensation locale de ORFlp. Il est important de noter que la
condensation de ORF1p a été décrite comme un processus nécessaire pour la mobilisation du
LINE-1 et sa rétrotransposition (Sil, 2022). Il est donc probable que la condensation de
ORF1p observée au niveau de périphérie nucléaire soit nécessaire pour permettre son mode
d’action. Des études antérieures ont montré que 1’accumulation nucléaire et péri-nucléaire de
la protéine huntingtine polyglutamique (associée a la maladie de Huntington), entraine une
perturbation de l'architecture de 1'enveloppe nucléaire (Gasset-Rosa et al., 2017). De maniére
similaire, la possible condensation et I’accumulation de ORF1p au niveau de la périphérie
nucléaire pourrait conduire a ’altération de 1’enveloppe nucléaire.

Nos résultats ont clairement montré une colocalisation entre ORF1p et la Lamine B1,
un composant structurel majeur de la lamina nucléaire (Figure 13), nécessaire pour maintenir
l'architecture nucléaire, l'intégrité génomique, la fonction et la survie des neurones adultes

(Frost, 2016).
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Figure 13 : Structure du noyau et de ’enveloppe nucléaire.

Le noyau est protégé par l'enveloppe nucléaire, qui est constituée d'une double couche
lipidique divisée en une membrane nucléaire externe, en continuité avec le réticulum
endoplasmique, et une membrane nucléaire interne, définissant ensemble l'espace péri-
nucléaire. Les deux couches lipidiques fusionnent au niveau des complexes de pores
nucléaires, un complexe protéique important qui contréle de maniére sélective lI'import et
l'export des protéines a travers l'enveloppe nucléaire. Sous la membrane nucléaire interne se
trouve une fine couche (40 & 100 nm), la lamina nucléaire qui est composée de lamines
nucléaires (telles que la Lamine B, Lamine A), essentielles pour le maintien de 1’intégrité
nucléaire. La membrane nucléaire interne est directement connectée d'un c6té a la chromatine
et de l'autre c6té la membrane nucléaire externe est connectée au cytosquelette. Adapté de

(Nader et al., 2021)

Nos expériences de co-IP ont permis de confirmer 1’interaction entre ORFl1p et la
Lamine B1. Cette interaction est directe, comme démontrée par les expériences de PLA et

augmente de maniére significative avec le stress. Pour examiner les éventuelles altérations
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causées par ORFlp au niveau de l'enveloppe nucléaire, nous nous sommes intéressés au
marquage de la Lamine B1. En conditions de stress, I’accumulation de ORF1p au niveau de la
membrane nucléaire était accompagnée par la formation d’invaginations de l'enveloppe
nucléaire, la formation de bourgeons ou « Blebs » et la perte de la circularité nucléaire.
L’altération de la morphologie nucléaire était significativement corrélée avec l'intensité de
ORFlp, a la fois dans le noyau et au niveau de la membrane nucléaire interne. De maniére
intrigante, en plus de sa localisation autour du noyau, le signal de PLA d’interaction entre
ORFlp et la Lamine Bl était également détecté dans le nucléoplasme. Cela suggére que
ORFIp se lie a la Lamine BI, déstabilise potentiellement sa fonction et induit sa
délocalisation vers I’intérieur du noyau et/ou pourrait entrainer sa séquestration en dehors de
son emplacement physiologique. La quantification de la Lamine B1 a I’intérieur du noyau a
montré son augmentation en condition de stress ce qui renforce cette hypothese.

Nos expériences de gain de fonction en surexprimant la protéine ORF1p dans les
neurones, en absence de stress oxydatif, montrent clairement que les cellules qui surexpriment
ORFIp (et non pas ORF2p) (transfectées HA-ORF1) présentent une circularité nucléaire
réduite comparée aux neurones transfectés avec la GFP. La perte de la circularité dans les
cellules HA-ORF1 positives était significativement corrélée avec les niveaux nucléaires
¢levés de HA-ORF1p. Ces observations suggérent que 1’augmentation de ORF1p, en absence
de stress, sa translocation dans le noyau et son association aux composants de 1’enveloppe
nucléaire suffit a entrainer des altérations de la lamina nucléaire indépendamment de la
présence de la RNP entiere ou de ORF2p. Considérant 1’existence d’un niveau basal de
ORFlp, on peut imaginer que la cellule neuronale tolere ORF1p jusqu’a un certain seuil au-
dela duquel les mécanismes de compensation a découvrir soient débordés. Alors au-dela de ce

seuil, on verrait apparaitre les défauts que nous constatons.
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Une explication possible est qu’en conditions normales, il y a une expression basale des
LINE-1 et un certain niveau de ORF1p dans la cellule, et qu’une fois ce niveau d’expression
de ORFlp est dépassé, en condition de stress oxydatif par exemple, ou en cas de
surexpression, les niveaux protéiques de ORF1p augmentent, ces protéines vont s’accumuler
au niveau du cytoplasme et autour du noyau, interagissent avec KPNBI1 et NUP153
(interaction favorisée par le stress oxydatif) et transloquent dans le noyau. ORF1p s’associe
aux composants de la membrane nucléaire et induit sa fragilisation, ce qui va favoriser
davantage I’entrée massive de ORF1p dans le noyau. De plus, les altérations de la membrane
nucléaire sont accompagnées du détachement et la déstructuration globale de
I’hétérochromatine et son détachement de la lamina nucléaire ce qui peut favoriser la
transcription des séquences LINE-1 qui sont normalement réprimées. L’accumulation et la
possible condensation des protéines ORF1p dans le noyau va causer encore plus de dégats.
Donc, en prenant en compte que dans les cellules qui se divisent, la protéine ORF1p entre
dans le noyau uniquement pendant la division cellulaire, quand la membrane nucléaire est
fragilisée, il est possible que dans les cellules différenciées qui ne se divisent pas, ORFl1p
interagit et perturbe les composants de I’enveloppe nucléaire fragilisant la membrane
nucléaire et permettant son acces au noyau. Ceci pourrait étre un autre moyen pour les LINE-
1 d’accéder au noyau en plus de leur interaction avec des importines (i.e KPNBI1) et/ou des
nucléoporines (i.e Nupl153). L’entrée des LINE-1 dans le noyau pourrait permettre leur
activité de retro-transposition.

La toxicité de ORF1p semble dépendre de sa localisation nucléaire et péri-nucléaire.
Ces données suggerent un nouveau role pathogénique de ORFlp en agissant sur les
composants de la membrane nucléaire, en séquestrant et/ou induisant la délocalisation de

certains de ses composants entrainant ainsi la déstabilisation de 1’intégrité membranaire.
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Afin de démontrer que les effets pathogéniques observés au niveau de membrane
nucléaire sont liés a la protéine ORFIp seule, sans I’intervention de ORF2p, nous avons
prétraité les neurones avec l’inhibiteur de la RT de la protéine ORF2p, la Stavudine. Ce
traitement a permis de restaurer les dommages a I’ADN induits par I’activité de ORF2p mais
n’a pas permis de restaurer les altérations au niveau de la membrane nucléaire ni de
normaliser les niveaux de ORF1p augmentés en conditions de stress. Cela montre que ORF1p
agit sans I’intervention de ORF2p, en tout cas sans I’intervention de son activité enzymatique
de RT, au niveau de I’enveloppe nucléaire et que les effets observés sont principalement dus
au mode d’action de ORF1p. Il nous paraissait également important de vérifier si I’action de
ORFl1p au niveau de la membrane nucléaire requiert son association avec son ARN, celui de
LINE-1. Afin de répondre a cette question, nous projetons d’utiliser des plasmides (regus de
la part du Dr. Nicolas Gilbert) permettant une détection (par immunofluorescence)
concomitante ou indépendante de ’ARN LINE-1 et des protéines encodées par le LINE-1
(Doucet et al., 2016). Ce systéme permet également de surmonter les difficultés de détection
de la protéine ORF2p. Ceci nous permettra donc de suivre la localisation de ORF1p, ORF2p
et ’ARN LINE-1 simultanément dans les cellules transfectées en conditions normales et en
conditions de stress.

Les altérations de la membrane nucléaire et la perte de la morphologie nucléaire sont
récemment apparues comme des caractéristiques du vieillissement normal ou prématuré
(Mattout et al., 2006; Scaffidi and Misteli, 2006) mais aussi de certaines MN. Malgré
I’importance fondamentale de la membrane nucléaire, les facteurs affectant sa morphologie et
I’intégrité nucléaire ne sont pas encore bien caractérisés. L’altération de l'enveloppe nucléaire
a été observée dans les tissus post-mortem de patients atteints de la MP (Liu et al., 2012), la
MA (Sheffield et al., 2006), de tauopathies (Frost et al., 2016), de SLA (Kinoshita et al.,

2009) et la maladie de Huntington (Gasset-Rosaet al., 2017). En effet, Gasset-Rosaet al.
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(2017) a démontré que dans des progéniteurs neuronaux dérivés d'iPSCs d'individus atteints
ou de la maladie de Huntington, 50 % des cellules présentaient des invaginations de
'enveloppe nucléaire. De méme, I’analyse de la forme de l'enveloppe nucléaire dans le cortex
moteur de patients atteints de la maladie de Huntington a montré que plus de 50 % des
noyaux présentaient des morphologies nucléaires anormales par rapport a ce qui était observé
chez les témoins sains (uniquement 13%). Les mémes observations ont été relevées chez des
souris modeles de la maladie de Huntington (Gasset-Rosa et al., 2017).

D’autre part, chez des souris modeles de SLA, les cellules de la corne antérieure de la
moelle présentaient des morphologies nucléaires anormales et des irrégularités de I’enveloppe
nucléaire et qui devenaient plus prononcées avec la progression de la maladie (Kinoshita et
al., 2009).

L’une des conséquences de l'altération de la membrane nucléaire pourrait étre la
déstructuration de I'hétérochromatine ancrée a la lamina nucléaire. En effet, dans le noyau,
I'hétérochromatine est ancrée a la périphérie nucléaire et I'euchromatine dans le nucléoplasme
(Misteli, 2007). Les protéines associées a I'enveloppe nucléaire, telles que les lamines et les
protéines de la membrane nucléaire interne, sont importantes pour 1’ancrage de
I'hétérochromatine a la périphérie nucléaire soit par liaison directe, ou indirecte par
l'intermédiaire de protéines, telles que la protéine de I'hétérochromatine (HP1). La déplétion
de ces protéines de la membrane nucléaire interne perturbe la localisation périphérique de
'hétérochromatine et peut conduire a son détachement (Chang et al., 2022). Nos résultats ont
montré que 1’altération de la lamina nucléaire était accompagnée de la délocalisation de HP1
de la périphérie nucléaire vers le nucléoplasme. En cohérence avec ce résultat, il a été
rapporté dans une étude récente (Kaneshiro et al., 2023) que la perturbation de la Lamine B1
entraine la redistribution de I'hétérochromatine périphérique en des foyers

hétérochromatiniens situés a l'intérieur du nucléoplasme, témoin d’un défaut d’ancrage de
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'hétérochromatine au niveau de la périphérie nucléaire. La délocalisation de HP1 observée en
conditions de stress était accompagnée par une baisse des niveaux de H4K20me3, une marque
de répression de I’hétérochromatine. L une des explications possibles est que HP1 délocalisée
ne peut plus se lier 8 H4K20 et ne peut plus recruter la méthyltransférase KMTSC responsable
de I'é¢tape de méthylation de H4K20. En effet, la triméthylation de H4K20 est régulée par une
interaction entre KMTS5C et HP1 (Figure 14) (Schotta et al., 2004). Ceci aura pour
conséquence une déplétion en H4K20me3 qui est considérée comme 'une des marques
majeures de 1'hétérochromatine silencieuse et fait partie des mécanismes de la répression des
ET en particulier les rétrotransposons LINE-1 (Ren et al., 2021). La délocalisation de HP1 et
la délocalisation et/ou la déplétion en H4K20me3 conduit a une déstructuration globale de
I’hétérochromatine (probablement aussi autour des loci LINE-1) ce qui pourrait conduire a
I’amplification de la dé-répression des LINE-1 et potentiellement a une dérégulation globale

de I’expression d’autres genes.
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Figure 14 : Modéle proposé pour la méthylation de H4K20 et ’implication de HP1.
Adapté de Corvalan et al. (2021).

La méthylation de H4K20 peut étre régulée par l'interaction entre KMTS5C et HP1. KMT5C
est recruté dans les régions d’hétérochromatine par le biais de ses interactions avec HP1 afin

de permettre la tri-méthylation de H4K20 (di-méthylé).

En outre, la perturbation de la Lamine B1 peut également altérer 1'expression des génes. En
effet, Kaneshiro et al. (2023) ont montré que la perturbation des niveaux de la Lamine Bl
entraine la dé-répression de certains génes qui étaient réprimés en conditions normales. Ceci
suggere que ’altération des protéines de la lamina nucléaire telle qu’observée pour la Lamine
B1, dans cette étude, pourrait induire une dérégulation de D’expression génique. Cette
dérégulation pourrait concerner des génes comme les geénes impliqués dans I’identité

cellulaire ou dans la différenciation ce qui pourrait affecter la fonction des neurones. Il serait
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intéressant de vérifier I’expression de génes spécifiques du placenta qui pourraient étre activés
lors de la désorganisation globale de I’hétérochromatine (Liu et al., 2022) ou encore ceux liés
au cycle cellulaire ou ceux exprimés dans le cerveau feetal (Frost et al., 2014) par exemple par
RT-qPCR. En effet, le maintien sous controle de certains geénes spécifiques aux différents
types cellulaires contribue au maintien de 1'identité et la fonction neuronale. La réexpression
de geénes impliqués dans 1’entrée dans le cycle cellulaire pourrait conduire les neurones a des
tentatives de réentrée en division cellulaire, et par conséquent a une dédifférenciation des
neurones entrainant potentiellement la senescence. La dédifférenciation et la perte de 1'identité
neuronale sont deux caractéristiques associées a la neurodégénérescence dans la MA
(Caldwell et al., 2020). De ce point de vue, identifier les génes potentiellement dérégulés
dans ces conditions ainsi que lorsque la fonction de ORFl1p est perdue serait d’un grand
intérét. Cela pourrait se faire en séquencant I’ARN de neurones en conditions de stress.

Par ailleurs, il a été montré que la membrane nucléaire représente une barriére pour les
rétrotransposons dans les cellules HelLa (Taylor et al., 2013). Donc, il est probable que la
déstabilisation de 1’enveloppe nucléaire par les produits des genes de LINE-1 soit un moyen
alternatif pour favoriser davantage leur dé-répression massive voire celle d’autres ET, tels que
les HERV dont I’activation incontrdlée est toxique pour la cellule hote.

Selon le niveau de détérioration de I’enveloppe nucléaire et de ses composants,
d’autres événements qui affectent le fonctionnement et la survie des cellules peuvent en
découler. En effet, ’apparition d’invaginations au niveau de I’enveloppe nucléaire peut étre
une source d’instabilité génomique. Si I’altération de I’enveloppe nucléaire est aggravée, ceci
peut entrainer un échange entre le compartiment nucléaire et cytosolique a cause des
¢venements de rupture. L'ADN devient donc exposé aux attaques par les nucléases
cytosoliques et les espéces réactives de 1'oxygene, ce qui provoque des dommages a 'ADN.

De méme l'efficacité de la réparation de 'ADN pourrait étre réduite en raison de la perte des
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protéines de réparation de 'ADN qui sont normalement nucléaires et qui peuvent fuiter dans
le cytoplasme. L’altération de la lamina nucléaire entraine une fragilisation du noyau. Dans
des situations extrémes, il pourrait y avoir des éveénements de rupture spontanée de
I’enveloppe nucléaire et le relargage de I’ADN génomique dans le cytosol. La fuite de I’ADN
dans le cytosol peut étre, en plus de I’activité RT de ORF2p (comme mentionné ci-dessus),

une seconde source d’inflammation via 1’activation de la voie cGAS/STING (Figure 15).
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Figure 15 : Conséquences de I’altération de la membrane nucléaire (Nader et al., 2021).

La déformation nucléaire s'accompagne d’irrégularités et d’invaginations au niveau de
I'enveloppe nucléaire et affecte la forme et la taille du noyau. L’altération de 1’enveloppe

nucléaire peut avoir plusieurs conséquences déléteéres pour la cellule. En effet, sa détérioration
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pourrait entrainer un échange entre le noyau et le cytoplasme. L'ADN n’est plus protégé et
devient donc exposé aux nucléases et aux especes réactives de 1'oxygene qui se trouvent dans
le cytosol, ce qui provoque des Iésions de ’ADN. Les facteurs de réparation de 'ADN qui
sont normalement a l'intérieur du noyau vont fuiter dans le cytoplasme ce qui va réduire
l'efficacité de la réparation de 'ADN. Dans des situations extrémes, 1’altération de la lamina
nucléaire peut entrainer des événements de rupture spontanée de 1’enveloppe nucléaire et le
relargage d’ADN génomique dans le cytosol ce qui va provoquer ’activation de la voie
cGAS/STING qui détecte les ADN cytosoliques et 1’activation de la voie des interférons ce

qui provoque I’inflammation.

2.3. L’altération du complexe de pore nucléaire et du transport nucléocytoplasmique

Nos résultats ont montré qu’en plus de son interaction avec I’importine KPNB1, ORFIp
interagit également avec la nucléoporine NUP153, et que cette interaction augmentait en
présence de stress. De plus, le nombre de points d’interaction révélés par la methode PLA
entre ORF1p et NUP153 augmente dans le nucléoplasme en conditions de stress. Comme
mentionné ci-dessus, 1’intervention de NUP153 pourrait étre nécessaire pour faciliter I’acces
de ORF1p au noyau. En plus de I’interaction directe, la quantification du signal PLA a montré
une accumulation intranucléaire et cytoplasmique anormale. Ceci pourrait refléter un scenario
dans lequel ORFl1p, en s’associant a NUP153 et potentiellement d’autres NUPs, altére leur
fonction et/ou les séquestre dans le noyau et/ou empéche leur assemblage au niveau du CPN
entrainant une perturbation du transport nucléocytoplasmique. L’accumulation intranucléaire
anormale des nucléoporines (telles que NUP62, NUP88) a été décrite dans le contexte des
MN (i.e., HD) (Grima et al., 2017).

Les nucléoporines sont impliquées dans la régulation de l'expression des genes
(Buchwalter et al., 2014; Capelson et al., 2010; Strambio-De-Castillia et al., 2010) ou elles
interagissent directement avec I’ADN mais elles sont aussi impliquées dans le transport de

I'ARN vers le cytoplasme. De plus, les nucléoporines peuvent interagir avec la chromatine et
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contribuent a l'organisation de I'hétérochromatine (Iglesias et al., 2020) en contribuant a la
formation de « loop » génomiques (Pascual-Garcia and Capelson, 2019). La séquestration
et/ou la délocalisation des nucléoporines telle que NUP153 peut donc entrainer une
perturbation du trafic nucléocytoplasmique et indirectement une dérégulation de 1’expression
des génes ce qui pourrait affecter la fonction et la survie de la cellule. D’autre part, il a été
rapporté (dans un modele de drosophile) que les nucléoporines comme NUP54 et NUPSS,
sont essentielles pour la répression des transposons par la voie des piARN (Munafo et al.,
2021). Ceci pourrait suggérer que la déstabilisation des NUPs par les éléments LINE-1
pourrait favoriser en retour davantage leur dé-répression.

L’altération des nucléoporines ou la perturbation générale du CPN entrainent un
déséquilibre moléculaire entre le noyau et le cytoplasme qui peut affecter la fonction et la
survie des neurones. Les perturbations du CPN et du trafic nucléocytoplasmique ont été
identifiées comme des caractéristiques des neurones agés (Mertens et al., 2015) et sont
apparues récemment comme des facteurs €mergents qui initient et/ou contribuent a la
pathogenése de certaines MN (Bitetto and Di Fonzo, 2020; Fallini et al., 2020; Ferreira et al.,
2020; Hachiya et al., 2021; Kim and Taylor, 2017; Li and Lagier-Tourenne, 2018; Loureiro et
al., 2016; Patel and Chu, 2011) dont : la maladie de Huntington (Bafiez-Coronel et al., 2015;
Grima et al., 2017), la SLA/FTD (Aizawa et al., 2019; Chou et al., 2018; Coyne et al., 2020;
Gasset-Rosa et al., 2017; Kinoshita et al., 2009; F. Zhang et al., 2015), la MA (Eftekharzadeh
et al., 2018; Sheffield et al., 2006), les tauopathies (Eftekharzadeh et al., 2018) mais aussi
dans les cellules qui expriment des protéines qui ont tendance a former des agrégats (Woerner
et al., 2016). La composition du CPN différe d’un type cellulaire a un autre, et les composants
du CPN affectés ne sont pas toujours les mémes. Cela expliquerait les différences de
vulnérabilité cellulaire observées dans certaines MN. La perturbation du TNC est associée a

une délocalisation de certaines protéines fonctionnelles du CPN (telles que des nucléoporines
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et/ou des importines/exportines) ou encore d’autres protéines dont la localisation est
strictement nucléaire ou cytoplasmique selon leurs fonctions dans la cellule.

Nos résultats ont montré que le ciblage de I'enveloppe nucléaire par ORF1p dans notre
modele neuronal de stress était accompagné d'une perturbation du trafic nucléocytoplasmique,
comme en témoignait la délocalisation et l'accumulation anormale dans le cytoplasme de
protéines du CPN telle que RANgap1 qui est une protéine clé impliquée dans le TNC (Figure
10) et dont la délocalisation est associée a un défaut du TNC (Figure 16). Le transport actif
est maintenu par la RAN GTPase et un gradient de RAN. La protéine RANgap1 hydrolyse le
RAN-GTP en RAN-GDP. Ce processus augmente les niveaux de RAN-GDP et fournit une
source d'énergie pour le fonctionnement du TNC (Klebe et al., 1995). Plusieurs études
indiquent que la délocalisation des protéines du CPN telles que les récepteurs de transport
nucléaire, la protéine activatrice RANgapl et la perturbation des gradients de RAN GTPase
entrainent une perturbation du TNC (Zhang et al., 2015). Dans la SLA associ¢e a C9orf72,
des études ont rapporté la délocalisation des récepteurs de transport nucléaire (Hutten and
Dormann, 2020), ainsi que la délocalisation des NUPs dans des tissus de cerveaux post-
mortem de patients SLA (Vanneste and Van Den Bosch, 2021). Des études réalisées sur des
tissus humains post-mortem de la SLA et SLA-FTD associ¢e a C9orf72, ainsi que sur des
modeles murins de la SLA, suggerent que la délocalisation et I'accumulation cytoplasmique
de la protéine RANgapl et de certaines nucléoporines telles que NUP107, NUP205, sont
associées aux altérations du TNC (Giampetruzzi et al., 2019; W. Zhang et al., 2015). Par
ailleurs, une autre analyse sur des tissus post-mortem issus de cerveaux de patients atteints de
la maladie de Huntington, a rapporté une délocalisation et une agrégation cytoplasmique de
RANgapl dans les cellules du cortex frontal et de NUP62 dans les cellules du striatum
(Grima et al., 2017). En outre, une délocalisation de RANgap]1 associée a une perturbation du

TNC a été observée dans les cellules de cerveaux de souris modéles de la maladie de
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Huntington ainsi qu’au niveau du cortex de patients atteints de Huntington (Gasset-Rosa et
al., 2017).

Nos résultats ont révélé une augmentation de 1’intensité de la protéine RANgap! ainsi
que le nombre et le volume des foci RANgapl dans le cytoplasme en conditions de stress.
Cette accumulation cytoplasmique anormale de RANgap1 témoigne d'une altération du TNC.
Une étude réalisée sur la SLA associée a la mutation C9orf72, ont montré que le dipeptide
C9orf72 séquestre la protéine RANgapl, entrainant une altération du gradient de la RAN
GTPase et une altération du TNC dans des neurones dérivés de cellules souches pluripotentes
induites (Zhang et al., 2015). De méme, la protéine mutante huntingtin séquestre RANgap1 et
Glel (un composant clé du CPN impliqué dans I’export de 'ARNm), et perturbe le TNC
(Gasset-Rosa et al., 2017). De méme, il a été observé que les agrégats de Tau cytoplasmiques
interagissent avec des nucléoporines telles que NUP98 et les séquestrent entrainant ainsi une
perturbation du TNC (Eftekharzadeh et al., 2018).

De maniére similaire au mode d’action de ces protéines agrégées, ORF1lp pourrait
avoir un effet toxique semblable au niveau de la périphérie nucléaire. Les foci de ORFl1p
observés au niveau des invaginations de l'enveloppe nucléaire pourraient témoigner d’une
possible condensation entrainant la séquestration des composants du CPN, la déstabilisation
générale du CPN et I’obstruction des pores nucléaires.

La délocalisation de protéines physiologiquement strictement nucléaires, dans le
cytoplasme ou la réciproque est associée a un défaut du trafic nucléocytoplasmique et une
toxicité (Figure 16). Les résultats de nos travaux ont également démontré qu’en plus de la
délocalisation anormale de protéines du CPN, Daltération du TNC se manifestait par la
délocalisation et I'accumulation cytoplasmique anormale de TDP-43, une protéine strictement
nucléaire. TDP-43 est une protéine de liaison a I’ARN et est impliquée dans les MN. Dans la

plupart des cas de SLA (>90% des patients), TDP-43 est expulsée du noyau vers le
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cytoplasme et s'accumule et forme des agrégats cytoplasmiques toxiques (Aizawa et al., 2019;
Neumann et al., 2006). D’aprés Zhang et al. (2015), la délocalisation cytoplasmique de TDP-
43 dans la SLA/FTD pourrait étre une conséquence d'un défaut d'import nucléaire. Sa
localisation cytoplasmique anormale observée dans notre modele neuronal refléte plutot une
claire altération du TNC. Le trafic des protéines essentielles entre le compartiment
cytoplasmique et nucléaire, assuré par les CPN, est un processus important dans la
transduction des signaux au sein de la cellule. Ce processus est particulierement complexe
dans les neurones en raison de leur organisation cellulaire hautement polarisée. Les neurones
pourraient donc étre particulierement sensibles aux perturbations du TNC. De nombreuses
protéines de signalisation et facteurs de transcription se déplacent entre le noyau et le
cytoplasme, et leur localisation change en réponse a différents stimuli. Par ailleurs, dans le cas
de défauts du CPN, ces facteurs pourraient changer de localisation entrainant une dérégulation
de l'expression des génes.

La détérioration des pores nucléaires va induire une perte de la compartimentation et
la fuite de protéines cytoplasmiques dans le nucléoplasme et inversement. Dans ce contexte,
les protéines sujettes a 1’agrégation, normalement prises en charge dans le cytoplasme,
peuvent se retrouver accumulées de maniére anormale a I’intérieur du noyau ou inversement
induisant une neurotoxicité (Shibata and Morimoto, 2014). Donc, la perturbation des CPN
pourrait également contribuer a I’accumulation toxique des protéines agrégées dans les
neurones et affecter la protéostase cellulaire. Il faut noter que les CPN ne se renouvellent pas
dans les cellules post-mitotiques et ont une durée de vie extrémement longue (D’ Angelo et al.,
2009; Hetzer, 2010). Par exemple, les nucléoporines structurelles restent incorporées dans la
membrane nucléaire pendant toute la durée de vie d'une cellule (D'Angelo et al., 2009).

L’altération des composants du CPN et 1'absence de mécanismes de remplacement dans les
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neurones peut donc entrainer une détérioration progressive de leur fonction et affecter leur
survie.

Pour établir de maniére ferme et définitive la causalité entre la translocation de ORF1p
dans le noyau et les altérations de I’enveloppe nucléaire, j’ai tenté des expériences de perte de
fonction des ¢lements LINE-1 en utilisant des siARN par transfection ou des oligonucléotides
anti-sens ASOs par gymnose qui ciblent spécifiquement les séquences ORF1 et ORF2 du
LINE-1. Malheureusement, les expériences n’ont pas été concluantes. D’autres expériences
sont envisagées pour valider ce lien de causalit¢ notamment en utilisant des drogues pour
bloquer I’'import de ORF1p dans le noyau comme INI-43, Importazole (Stelma et Leaner.,

2017 ; Kosyna et Depping., 2018) bloqueurs de KPNBI1.
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Figure 16 : Altération du complexe de pore nucléaire et ses conséquences possibles

D’apreés (Fallini et al., 2020).

L’altération du CPN peut étre a l'origine de la perturbation du gradient Ran, de la
délocalisation et/ou de I’agrégation des protéines impliquées dans le transport
nucléocytoplasmique (comme les nucléoporines, les importines/exportines) et d’autres
protéines cellulaires fonctionnelles qui sont normalement strictement soit nucléaires ou
cytoplasmiques et qui peuvent se retrouver accumulées de maniére anormale dans un
compartiment ou dans I’autre. L'accumulation de protéines mal repliées et agrégées dans le
cytoplasme et/ou le noyau étant un mécanisme pathologique commun a de nombreux troubles
neurodégénératifs. L’export des ARN est également perturbé ce qui peut potentiellement
affecter I’expression des génes. Tous ces facteurs peuvent conduire a la perte de la protéostase

dans le noyau.
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3. Stratégie thérapeutique ciblant ’intégrité de la membrane nucléaire

La perte de l'intégrité nucléaire a été largement décrite dans le contexte du vieillissement
(Martins et al., 2020; Scaffidi and Misteli, 2006). La progérine, une forme mutante et toxique
de la Lamine A, est a l'origine du syndrome de vieillissement prématuré Hutchinson-Gilford
progeria (HGPS). La progérine s'accumule au niveau de I’enveloppe nucléaire interne et
conduit (i) a P’altération de la morphologie nucléaire, (ii) a la perturbation du CPN et par
conséquent du TNC, (iii) a la destructuration globale de la chromatine due a la perte de
l'ancrage de 1'hétérochromatine au niveau de la périphérie nucléaire et (iv) a une dérégulation
de I’expression des genes (Booth et al., 2015; McCord et al., 2013; Wilson, 2018). Ces
altérations peuvent étre restaurées grace a un traitement par la Remodelin dans des modéles
cellulaires et murins de vieillissement accéléré (Larrieu et al., 2018, 2014). La Remodelin agit
en inhibant l'acétyltransférase NAT10 et a permis de restaurer les phénotypes décrits plus
haut, notamment la réorganisation de la chromatine, la normalisation de localisation des
protéines du CPN (KPNBI1, NUP153, RAN) et la restauration de la morphologie nucléaire via
un mécanisme agissant sur la stabilité des microtubules (Larrieu et al., 2018). En effet, il a été
rapporté, qu’en inhibant NAT10, la Remodelin permet de déstabiliser le réseau de
microtubules qui séquestrait KPNB1 dans le cytoplasme, permettant sa libération. Cela
favorise alors sa translocation dans le noyau ainsi que I'import nucléaire de ses cargos tels que
NUP153 (Figure 17), permettant ainsi la restauration de l'organisation de la chromatine et le

TNC médié par RanGTP (Larrieu et al., 2018).
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Figure 17 : Modéle du mécanisme d’action de la Remodelin sur NAT10 (Larrieu et al.,

2018).

Le modele présenté dans cette figure a été proposé dans le contexte de HGPS dans une étude
menée par Larrieu et al., (2018). Dans les cellules normales, (1) KPNB1 (TNPO1) se lie a ses
protéines cargo, telles que NUP153, dans le cytoplasme. (2) Le complexe KPNBI1-cargo est
transloqué dans le noyau a travers le pore nucléaire. Dans le cas des HGPS, la stabilité accrue
du réseau de microtubules séquestre KPNBI1 dans le cytoplasme. (4) Les cargos de KPNBI
tels que NUP153 ne sont plus correctement importés dans le noyau. L'absence de NUP153
entraine une diminution de 1'abondance des protéines Ran nucléaires et des défauts d'ancrage
du TPR dans le complexe de pore nucléaire. Il en résulte une perturbation du transport
nucléocytoplasmique et une désorganisation de la chromatine. (5) En inhibant NAT10, la
Remodelin permet de déstabiliser le réseau de microtubules qui séquestrait KPNB1 et permet
de le libérer du cytoplasme, ce qui lui permet d’exercer sa fonction d’import nucléaire. Le

transport nucléocytoplasmique et 1'organisation de la chromatine sont alors normalisés.
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Dans notre mod¢le de stress oxydatif, le prétraitement des neurones avec la Remodelin 24 h
avant l'application de stress avec 1’arsenite a permis de restaurer la morphologie nucléaire et
la localisation anormale de la Lamine B1 dans le nucléoplasme. De méme, la Remodelin a
permis de baisser les niveaux d’ORF1p nucléaire sans affecter ses niveaux cytoplasmiques.
Une des marques de I'hétérochromatine silencieuse associ¢ aux LAD est H4K20me3 (Black et
al., 2012; Richards and Elgin, 2002), impliquée dans la répression des ¢lements LINE-1 (Ren
et al., 2021). En présence de stress, la perturbation de 1’enveloppe nucléaire était
accompagnée par la déstructuration de 1’hétérochromatine montrée par la perte de
H4K20me3. Le prétraitement avec la Remodelin a également permis de restaurer
I’organisation de I’hétérochromatine réprimée, probablement via la restauration de 1’intégrité
de I’enveloppe nucléaire, ou via son action sur l'acétyltransférase NAT10. La réorganisation
de I’hétérochromatine a probablement empéché la dé-répression des LINE-1. Par ailleurs, un
autre scénario possible est celui de D’inhibition transcriptionnelle des LINE-1 par la
Remodelin. Cette drogue pourrait aussi bloquer la translocation de ORF1p dans le noyau, via
la restauration de 1’intégrité nucléaire et par conséquent, de protéger contre son entrée
massive dans le noyau et son action délétere sur les composants de la membrane nucléaire.

Les deux scenarios sont schématisés dans la Figure 18.
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Figure 18 : Modes d’action possibles de la Remodelin.

La Remodelin permet de restaurer 1’organisation de 1’hétérochromatine, probablement via la
restauration de I’intégrité de I’enveloppe nucléaire, ou via son action sur l'acétyltransférase
NAT10. La réorganisation de I’hétérochromatine empéche la dé-répression des LINE-1. Cette
drogue pourrait aussi bloquer la translocation de ORF1p dans le noyau, via la restauration de
I’intégrité nucléaire et par conséquent, de protéger contre son entrée massive dans le noyau et

son action délétere sur les composants de la membrane nucléaire.
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III.  Conclusion et perspectives

Nos travaux ont pu montrer que les éléments LINE-1 pourraient étre source d’un ensemble
d’effets déléteres dans des conditions ou leur activation incontrolée, par exemple en
conditions de stress oxydatif.

Les conséquences d’une telle activation comprennent : (i) 1’altération de 1’enveloppe
nucléaire, (ii) la perturbation des composants du CPN et (iii) du trafic nucléocytoplasmique,
(iv) 'instabilité génomique et (v) I’inflammation. Tous ces phénotypes sont retrouvés dans le
vieillissement cellulaire et sont des caractéristiques communes des MN. Il est donc possible
qu’avec le vieillissement, la dé-répression des éléments LINE-1 déclenche 1’apparition de tout
ou partie de ces phénotypes, causés par I’action pathogénique des protéines ORF1p et ORF2p.
L’accumulation de ces dégats est délétere dans la cellule et pourrait conduire ou participer a la
neurodégénérescence. Ainsi, l'activation des ET et en particulier les éléments LINE-I,
pourrait jouer un réle causal dans la neurodégénérescence et fournir un lien moléculaire entre
le vieillissement et la survenue des MN.

L’enveloppe nucléaire est apparue récemment comme une cible émergente pour les
protéines agrégées dans les maladies neurodégénératives. Dans le cadre de nos travaux, nous
avons apporté des ¢éléments de preuve signifiant que la protéine ORF1p du LINE-1 pourrait
agir via un mécanisme similaire a celui des protéines agrégées (telles que la protéine Tau dans
la MA ou le dipeptide C9orf72 dans la SLA) en ciblant des composants de la membrane
nucléaire et des protéines du CPN. Nous avons donc mis en lumiére un nouveau role
pathogénique de la protéine ORF1p ciblant des protéines de I’enveloppe nucléaire et du CPN
indépendamment de la protéine ORF2p. L’axe pathogénique proposé ici (Figure 19), décrit la
translocation de la protéine ORFIlp dans le noyau en conditions de stress, griace a son

association avec I’importine KPNBI et, potentiellement d’une maniére stress-dépendante,

86



grace a I’interaction avec NUP153. Au niveau de la périphérie nucléaire, ORF1p va s’associer
aux protéines de la lamina nucléaire telle que la Lamine Bl et va potentiellement les
séquestrer et/ou les délocaliser induisant une perturbation générale de la structure de
I’enveloppe nucléaire et de ses fonctions associées. La fragilisation de la membrane nucléaire
par ORF1p pourrait favoriser davantage son entrée massive dans le noyau, potentiellement de
maniére passive. Il est important de noter que jusqu’a aujourd’hui, il a été décrit que seule
ORF2p peut étre a 1’origine de I’insatabilité génomique (via son activité endonucléase) et
I’inflammation (via son activit¢ RT). A travers ’altération de 1’enveloppe nucléaire et au
ciblage de ses composants, ORF1p pourrait aussi conduire indirectement a I’inflammation et
I’instabilité génomique. De plus, il est possible que d’autres protéines agrégées qui ciblent
I’enveloppe nucléaire dans le cadre de certaines MN (telles que Tau et C9orf72, citées plus
haut) puissent conduire aux mémes conséquences indirectes en ciblant la membrane nucléaire.
L’altération de la membrane nucléaire était accompagnée de la délocalisation de HP1, de la
périphérie vers le nucléoplasme et la perte de H4K20me3, reflétant une déstructuration de
I’hétérochromatine, ce qui pourrait €tre non seulement un autre moyen pour dé-réprimer
davantage les éléments LINE-1 mais aussi une source de dérégulation de I’expression des
genes. De méme, ORFIp en interagissant avec certaines protéines fonctionnelles du CPN
(RANgapl, NUP153, KPNBI1), peut causer la perturbation du CPN et du TNC, conduisant
ainsi a I’accumulation de certaines protéines sujettes a 1’agrégation (telle que TDP-43) dans le
cytoplasme source en soit de neurotoxicité. La perturbation du CPN pourrait aussi affecter
I’expression des genes. Toutes ces conséquences déléteéres font partie des caractéristiques
communes des MN et peuvent conduire a la neurodégénérescence. Ce mécanisme
pathogénique a travers lequel ORF1p agit sur les composants de la membrane nucléaire et du
CPN pourrait étre commun a plusieurs MN. Compte tenu de ces données, l'enveloppe

nucléaire émerge comme une cible potentielle pour les stratégies thérapeutiques visant a
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traiter les MN d’une maniére « disease-modifying ». Des approches visant a rétablir l'intégrité
de I'enveloppe nucléaire et a prévenir l'accumulation de protéines agrégées dans le cytoplasme
et/ou dans le noyau pourraient avoir un impact bénéfique sur la progression de ces maladies.
Dans le cadre de cette étude, nous avons démontré que la drogue Remodeline a le potentiel de
restaurer la membrane nucléaire, a restructurer I’hétérochromatine et a normaliser des niveaux
toxiques de ORF1p. D’autres stratégies thérapeutiques ciblant I’import de ORF1p dans le
noyau par des traitements avec des inhibiteurs de I’importine KPNB1 (INI-43, Importazole)
pourraient aussi étre contrer 1’action des ¢léments LINE-1 dans le noyau.

ORFl1p pourrait également représenter un biomarqueur intéressant a détecter dans le
sang périphérique (méthode non invasive) ou dans le liquide céphalo-rachidien (méthode
invasive) pour un diagnostic précoce chez des sujets qui pourraient développer des maladies

neurodégénératives.
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Figure 19 : Nouveau role pathogénique de ORF1p ciblant la membrane nucléaire.

Suite a son association avec des protéines du CPN, I’'importine KPNBI1 et la nucléoporine
NUP153, ORF1p pourrait accéder au noyau. Une fois dans le noyau, ORF1p pourrait altérer
la membrane nucléaire en se liant et en déstabilisant et/ou en séquestrant des protéines de la
lamina nucléaire (Lamine B1). La détérioration de la membrane nucléaire présentant des
invaginations et parfois des ruptures pourraient étre a 1’origine d’une instabilité génomique,
une inflammation et potentiellement une dérégulation de 1’expression des génes. ORF1p, en
se liant aux protéines du CPN (KPNBI1, Nupl53), pourrait affecter la fonction de ces
protéines et induire une perturbation du TNC. La perturbation du TNC se manifeste par
I’accumulation de certaines protéines du CPN dans le cytoplasme ainsi que d’autres protéines
dont la fonction physiologique est strictement liée a leur localisation nucléaire ou

cytoplasmique.
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Résumé

Les éléments transposables (ET) ont émergé récemment comme un des moteurs du vieillissement cellulaire et de
la neurodégénérescence. En effet, ils sont apparus comme des nouveaux acteurs causaux dans la pathogenése
des maladies neurodégénératives (MN). Cependant, les mécanismes par lesquels les ET contribuent a la
pathogenese des MN restent encore peu connus. Parmi les ET, 'un des rétrotransposons les plus actifs est le
LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element-1), qui code pour deux protéines ORFlp et ORF2p. L’action
pathogénique de ORF2p est due a ses activités d'endonucléase et transcriptase inverse qui peuvent étre sources
de dommages a I'ADN, et d’accumulation d'ADN cytosolique conduisant a une inflammation. Néanmoins, aucune
fonction pathogénique de ORF1p n'a encore été décrite en dehors de sa fonction de protéine de liaison a I'ARN.
Dans cette étude, nous avons développé un modéle neuronal humain de cellules en culture soumises a un stress
oxydatif aigu présentant une augmentation de I'expression des éléments LINE-1 afin d’explorer les conséquences
délétéres de leur activation et les mécanismes par lesquels ils agissent. Nos résultats ont montré qu’en conditions
de stress, ORF1p transloque dans le noyau, se localise au niveau de I'enveloppe nucléaire et se lie directement
aux composants de la membrane nucléaire notamment des protéines de la lamina nucléaire (Lamin B1), aux
composants du complexe de pore nucléaire (NUP153) et aux protéines impliquées dans I'import nucléaire
(KPNB1). Le ciblage des composants de I'enveloppe nucléaire par ORFlp en conditions de stress conduit a
I'altération de I'enveloppe nucléaire, la perturbation du transport nucléocytoplasmique et la déstructuration de
I'hétérochromatine. Tous ces effets déléteres font partie des caractéristiques communes des MN et pourraient
conduire a la neurodégénérescence. Le traitement avec la drogue « Remodelin » a permis de restaurer non
seulement I'intégrité de la membrane nucléaire, la structuration de I'hétérochromatine, mais aussi les niveaux
toxiques de ORF1p dans le noyau. Cette étude a révélé un nouveau réle pathogénique de ORF1p agissant sur les
composants de la membrane nucléaire et ceux du complexe de pore nucléaire. Ce mécanisme pathogénique
pourrait étre commun a plusieurs MN. Ceci renforce I'idée que les LINE-1 pourraient représenter une nouvelle
cible thérapeutique pour la neuroprotection.

Mots clés : Rétrotransposons ; LINE-1 ; ORFlp ; enveloppe nucléaire ; complexe de pores nucléaires ; transport
nucléocytoplasmique ; neurodégénérescence.

Abstract

The activation of transposable elements (TEs) has recently emerged as one of the drivers of cellular aging and
neurodegeneration. Indeed, they have appeared as new causal actors in the pathogenesis of neurodegenerative
diseases. However, the mechanisms through TEs could contribute to the pathogenesis of these diseases remains
poorly understood. Among TEs, one of the most active retrotransposons is LINE-1 (Long Interspersed Nuclear
Element-1), which encodes two proteins, ORF1p and ORF2p. The pathogenic action of ORF2p is associated with its
endonuclease and reverse transcriptase activities which can be sources of DNA damage, along with the
accumulation of cytosolic DNA inducing innate immune activation and inflammation. However, no pathogenic
function of ORF1p has been described apart from its RNA-binding protein function. In this study, we developed a
human neuronal model of cells in culture subjected to acute oxidative stress, displaying an increase in LINE-1
retrotransposons expression, to examine the deleterious consequences of their activation and the mechanisms
through which LINE-1 could act. Our results showed that under stress conditions, ORF1p translocates into the
nucleus, localizes at the nuclear envelope, and directly binds to components of the nuclear membrane, including
proteins such as nuclear lamina (Lamin B1), nuclear pore complex components (NUP153), and proteins involved
in nuclear import (KPNB1). Targeting nuclear envelope components by ORF1p under stress conditions leads to
nuclear envelope alteration, disruption of nucleocytoplasmic transport, and heterochromatin disorganization. All
these deleterious consequences are common features of neurodegenerative diseases and can lead to
neurodegeneration. Treatment with a drug called "Remodelin” not only restored the integrity of the nuclear
membrane and the structure of heterochromatin but also normalized the toxic levels of ORF1p in the nucleus.
This study revealed a new pathogenic role of ORF1p independent of retrotransposition, whereby ORF1p acts on
nuclear membrane and nuclear pore complex components. This pathogenic mechanism could be common to
several neurodegenerative diseases. This reinforces the idea that LINE-1 could represent a new therapeutic target
for neuroprotection.

Keywords: Retrotransposons ; LINE-1 ; ORF1p ; nuclear envelope ; nuclear pore complex ; nucleocytoplasmic
transport ; neurodegeneration.
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