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| INTRODUCTION

1 L'ataxie de Friedreich, ataxie récessive la plus répandue

1.1 Qu’est-ce qu’une ataxie ?

Le nom « ataxie » tire son origine dans la combinaison du mot grec « Td4&n » ou « ordre »
et du préfixe négatif « a », signifiant littéralement, « désordre » (Anheim et al., 2012a). Une
ataxie se définit comme une coordination altérée des mouvements musculaires volontaires,
pouvant inclure une démarche anormale, un trouble de la parole et des anomalies de
mouvements oculaires (Ashizawa and Xia, 2016). L’ataxie correspond a une manifestation
clinique plutot qu’une maladie en soit. Elle peut se manifester telle que le composant majeure
d’une maladie, ou n’étre qu’un des symptdmes d’une maladie multi-systémique (Ashizawa and
Xia, 2016). L’étiologie de I’ensemble des symptomes et signes cliniques permet d’investiguer
la cause de I’ataxie. L’ataxie est généralement causée par un dysfonctionnement du cervelet
et/ou une déficience des afférences vestibulaires et proprioceptives (voies spinocérébelleuses).
On parle d’ataxie proprioceptive lorsque les voies sensitives profondes centrales ou
périphériques sont affectées, et spinocérébelleuse lorsque les faisceaux spinocérébelleux, la
moelle épinicre, les pédoncules cérébelleux et/ou le cervelet sont atteints (Akbar and Ashizawa,
2015).

L’ataxie peut €tre acquise, héréditaire ou sporadique. Les ataxies dites « acquises » n’ont
pas d’origine génétique, et se manifestent la plupart du temps de maniere aigiie et rapide. Elles
peuvent avoir des origines trés variées telles qu'une consommation excessive d’alcool, une
déficience en vitamines, intoxication aux agents chimio thérapeutiques, traitements
antiépileptiques, intoxication aux métaux lourds, attaques cérébelleuses ischémiques,
méningites, abces cérébelleux, infections et maladies auto-immunes (Akbar and Ashizawa,
2015; Anheim et al., 2012a). Parmi les ataxies héréditaires on retrouve les ataxies autosomiques
dominantes, autosomiques récessives, liées a I’X et les ataxies mitochondriales (Di Donato et
al., 2001). Les ataxies héréditaires sont considérées comme des maladies rares, bien qu’elles
soient de nos jours plus fréquemment diagnostiquées grace a I’avancement des technologies de

séquencages.
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1.2 Les ataxies autosomiques dominantes

Les ataxies autosomiques dominantes forment un groupe hétérogéne d’ataxies
caractérisées par une dysfonction du cervelet et du tronc cérébral. Une seule copie du geéne
défectueux est nécessaire pour induire la maladie. Les autres signes cliniques et symptomes
sont trés variés et maladie-spécifiques. Ils incluent des caractéristiques extrapyramidales,
affection des longues fibres, neuropathies périphériques, déclin cognitif et convulsions
(Mundwiler and Shakkottai, 2018). Les ataxies autosomiques dominantes peuvent étre divisées
en trois catégories : les ataxies progressives, spinocérébelleuses (SCA) et épisodiques (EA).
Les ataxies de type SCA sont les mieux décrites, et elles s’étendent de SCA1 a SCA37. Les
SCA peuvent étre causées par des expansions de répétitions microsatellites : CAG (poly
glutamine), ATTCT, TGGAA ou GGCCTG ; ainsi que des mutations ponctuelles (Akbar and
Ashizawa, 2015; Mundwiler and Shakkottai, 2018).

1.3 Les ataxies autosomiques récessives

Les ataxies autosomiques récessives forment un ensemble de maladies trés hétérogenes,
affectant principalement les enfants et les jeunes adultes, bien qu’il existe une proportion non
négligeable de cas tardifs (Anheim, 2011). Etant donné que deux copies défectueuses du géne
sont requises pour déclencher les symptomes, les parents sont trés souvent porteurs sains. La
consanguinité parentale augmente ainsi le risque d’héritabilité. Les avancées du séquencage
whole exome a permis d’augmenter I’identification de ces genes causals (Akbar and Ashizawa,
2015). Le symptome cérébelleux est présent dans la plupart de ces maladies, mais il est
¢galement associé a d’autres troubles tels qu’une neuropathie périphérique, myopathie,
spasticité ou un retard mental (Anheim et al., 2012a). Elles peuvent étre sous-divisées en deux
groupes majeurs : les ataxies sensitives ou spinocérébelleuses, pour lesquelles les connections
périphériques avec le cervelet (corne postérieure, la moelle épiniére et les nerfs périphériques)
sont primairement affectées, et les ataxies cérébelleuses pour lesquelles le cervelet est
primairement affecté (Anheim, 2011). Parmi les ataxies autosomiques récessives, on retrouve
I’ataxie de Friedreich (AF), la plus répandue, mais également 1’ataxie a paraplégie spastique de
type 7, I’ataxie spastique autosomique récessive de Charlevoix-Saguenay (ARSACS), I’ataxie
télangiectasie (ATM) ou I’ataxie associée a une déficience en vitamine E (Akbar and Ashizawa,

2015; Anheim et al., 2012a; Synofzik and Németh, 2018). L’AF est classée parmi les ataxies
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spinocérébelleuses avec atteinte de la corne postérieure, de la moelle épiniére et des nerfs

périphériques.

1.4 Historique de la maladie et épidémiologie

En 1863, Nikolaus Friedreich, neuropathologiste allemand, isole un syndrome clinique
distinct chez une dizaine de patients répartis en trois familles. En 1876, il détermine que cette
pathologie est de nature héréditaire (Friedreich, 1863; Koeppen and Mazurkiewicz, 2013). Ce
n’est qu'en 1882 que le nom d’ataxie de Friedreich est proposé (Harding, 1981). L’AF est la
plus répandue des ataxies récessives, avec une prévalence entre 1/30.000 et 1/50.000 en France
(Schulz et al., 2009; Vankan, 2013). La répartition est trés hétérogéne entre les différentes
populations. Trés rare en Afrique sub-saharienne et en Asie, elle atteint des prévalences proches
de 1/20.000 au nord de I’Espagne et en Irlande (Vankan, 2013) (Figure 1). Il existe un gradient
de prévalence des régions proches de I’Atlantique en direction des pays Scandinaves et la
Russie (prévalence de 1/750.000 en Finlande) (Figure 1). En France, le sud-ouest constitue la
région la plus affectée avec une prévalence de 1/25.000 (Vankan, 2013). La prévalence des
porteurs sains correle et est estimée a 1/85 en France, 1/55 en Espagne et 1/58 en Irlande
(Vankan, 2013). Ces observations ont suggéré la présence d’un effet fondateur au niveau de la
région franco-cantabre (du nord de I’Espagne au sud de la France), probablement lors de la
derniere période glaciaire au paléolithique (estimée il y a 682 + 203 générations) (Cossée et al.,

1997; Vankan, 2013).
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Figure 1 : Gradient de prévalence de I’AF en Europe

Le gradient de prévalence de I'AF correle avec les migrations des populations en provenance de
la région Franco-cantabre lors de la derniére période glaciaire au paléolithique (issu de Vankan,
2013).

2 Description clinique

C’est a I’adolescence, entre 10 et 20 ans que I’AF est généralement diagnostiquée. Un
age d’apparition des symptomes inférieur a 25 ans a ét¢ défini comme critére dans le diagnostic
par le Dr. Harding (Harding, 1981). Cependant, I’apparition des symptomes est trés variable
entre les patients, et peut s’étendre de 2 ans a 1’age adulte, jusqu'a plus de 40 ans pour les cas
les plus tardifs (Fearon et al., 2020). Le tableau clinique est dominé par les symptomes
neurologiques bien que des symptdmes non-neurologiques y sont presque toujours associés,
avec en majorité la présence d’une cardiomyopathie (90% des patients), et des diabetes (20%)
(Delatycki and Corben, 2012; Diirr et al., 1996; Harding, 1981). L’ensemble de ces symptomes

est listé en Tableau 1.
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2.1 Signes cliniques

L’AF étant une maladie trés progressive, les premiers signes neurologiques sont souvent
1égers et identifiés par I’entourage des patients (parents, professeurs) : troubles de la marche et
chutes ainsi qu’une augmentation d’épisodes de maladresse. Les proches remarquent également
des différences de capacité motrice et d’équilibre quand ils comparent ces individus aux enfants
du méme age (Koeppen, 2011). Ces signes sont révélateurs d’un symptome neurologique
principal qui correspond a une ataxie spinocérébelleuse et sensitive. La composante
cérébelleuse est a 1’origine des troubles de la marche avec perte de coordination motrice et de
balance des muscles agonistes et antagonistes (Anheim, 2011). L ataxie sensitive se traduit par
une perte de la proprioception, ou sensibilité profonde (perception de la position des membres
dans I’espace), qui conduit a des troubles de 1’équilibre et une perte des sens de position et
vibratoires (Pandolfo, 2009). Ces caractéristiques se traduisent par une démarche dite
« ébrieuse » accompagnée de pertes fréquentes de 1’équilibre qui conduit éventuellement le
patient a utiliser une aide pour la marche, d’abord occasionnellement (une canne, des béquilles),
puis constante a mesure que la maladie progresse : déambulateur puis fauteuil roulant, en

moyenne 10 a 15 ans apres ’apparition des premiers symptomes (Pandolfo, 2009). Le manque
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Symptome Harding (1981) Filla et al. (1990) Diirr et al. (1996) Schols et al. (1997) Delatycki et al. (1999) McCabe et al. (2000)

Nombres de patients 115 80 140 38 51 58

Age moyen au début de la maladie* 10.52+7.4 11.6+4.5 155+8 14.15 +5.03 10.5+6.4 -

En fauteuil roulant 72% 43% - 78% 55% -
Ataxie marche 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Ataxie des membres 99% 94% 99% 100% 100% -
Dysarthrie 97% 84% 91% 100% 95% 93%
Aréflexie des membres inférieurs 99% 100% 87% 84% 98% 86%
Perte de sensibilité profonde 73% 91% 78% 83% 88% 89%
Réflexe cutané plantaire 89% 75% 79% 95% 74% 93%
Faiblesse musculaire 88% 80% 67% 69% - 72%
Cardiomyopathie - 28% 63% 75% 65% 67%
Scoliose 79% 94% 60% 84% 78% 84%
Déformation des pieds 55% 90% 55% 82% 74% 79%
Amyotrophie membres supérieurs 49% 49% 25% - - 29%
Amyotrophie membres inférieurs 39% 61% 39% 50% - 67%
Nystagmus 20% 29% 40% 39% - 40%
Mouvements occulaires saccadés 12% - 30% - - 52%
Diabétes 10% 14% 32% 6% 8% 7%

Dysphagie - 30% 27% 76% - -

Troubles du sphincter - 18% 23% 12% 41% -

Troubles de I'audiditon 8% 9% 13% 39% -
Troubles de la vue 18% - 13% 6% - -

Tableau 1 : Fréquence des signes cliniques observés chez les patients de I’ataxie de Friedreich.

* Age moyen + écart type. Adapté de Parkinson et al., 2013.
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de coordination des mouvements est également trés marqué et entraine des difficultés a exécuter
des mouvements précis tels que I’écriture, se nourrir ou s’habiller.

De maniére générale, les membres inférieurs sont les premiers a étre atteints. En effet, les
analyses ¢lectrophysiologiques indiquent une absence quasi-totale de la conduction sensitive
des nerfs périphériques depuis les membres inférieurs, bien qu’elle est simplement marquée
concernant les membres supérieurs (Zouari et al., 1998). Une perte du réflexe ostéo-tendineux
au niveau des extrémités inférieures est également observée chez 90% des patients (Delatycki
and Corben, 2012; Parkinson et al., 2013). En revanche, la conduction des signaux moteurs
n’est pas atteinte. Les patients développent une atteinte neuromusculaire se manifestant par une
faiblesse des muscles proximaux des membres inférieurs dans un premier temps, suivie de tous
les muscles a des stades plus avancés. Cette faiblesse peut se traduire en une amyotrophie qui
contribue également a la progression de la maladie (Pandolfo, 2009).

D’autres  manifestations  neurologiques  accompagnent ¢également [’ataxie
spinocérébelleuse et sensitive. Une majorité de patients présente une dysarthrie (trouble de
I’articulation), qui apparait assez tot et progresse jusqu’aux stades avancés, ou la voix devient
inintelligible, ce qui rend la parole trés difficile a comprendre (Folker et al., 2010). Une
dysphagie (trouble de la déglutition) apparait également a des stades avancés (Keage et al.,
2017). 11 arrive également que les systémes visuels et auditifs soient atteints. On observe
certains cas de nystagmus (oscillation non volontaire et saccadée du globe oculaire), d’atrophie
optique et d’instabilit¢ de la fixation oculaire (Fortuna et al., 2009; Noval et al., 2012). Une
proportion des patients présente €également une neuropathie auditive allant de simples
difficultés d’écoute en environnement bruyant a une surdité sévere (Biirk, 2017; Giraudet et al.,
2018). Le phénotype neurologique peut également étre a ['origine de déformations
squelettiques tels qu’une scoliose (notamment aux niveaux lombaires et thoraciques), ainsi
qu’une déformation des pieds (pieds creux) (Reetz et al., 2018). Les patients ne montrent pas
de déficience accentuée des fonctions cognitives bien que quelques déficits subtils soient
reportés, tels qu’une diminution des fonctions visuo-spatiales complexes, une reconnaissance
des émotions altérée et une trés 1égere baisse de vitesse de traitement de l'information et des
fonctions exécutives (Costabile et al., 2018; Nieto et al., 2012; Selvadurai et al., 2018).
Plusieurs échelles ont été développées afin de permettre aux cliniciens d’évaluer la sévérité des
symptomes et la progression de la maladie : FARS ou Friedreich Ataxia Ration Scale, ICARS
ou International Cooperative Ataxia Rating Scale et SARA ou Scale for the Assessment and

Rating of Ataxia (Biirk et al., 2013).
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2.2 Anatomopathologie de |'ataxie de Friedreich

Afin de pouvoir expliquer les dysfonctionnements anatomopathologiques associés a
I’AF, il est nécessaire de rappeler les bases de ’anatomie et de la physiologie des systémes
nerveux impactés dans I’AF. Je me concentrerai sur les tissus impliqués dans les mécanismes
de la sensibilité, car ce sont ceux primairement affectés dans I’AF. Cette partie a été écrite avec
en référence principale « Essential Neurology », de Allan Siegel et Hreday Sapru (Siegel and

Hreday, 2011). Toute information issue d’une autre publication est référencée ponctuellement.

2.2.1 Systeme nerveux périphérique et Sensibilité

2.2.1.1 Généralités

Le systéme nerveux se compose du systéme nerveux central (SNC) et du systéme nerveux
périphérique (SNP) (Figure 2). Le SNC, qui comprend I’encéphale et la moelle épinicre, est le
centre de régulation et d’intégration du systéme nerveux. Son rdle est d’interpréter les
informations qui lui proviennent du SNP et d’¢laborer des réponses motrices. Le SNP de son
coté se compose des nerfs craniens, rachidiens, et de divers ganglions (Figure 2). Les nerfs
craniens permettent de relier la périphérie a I’encéphale, tandis que les nerfs rachidiens la relient
a la moelle épinicre. Le SNP se compose de la voie afférente (ou sensitive), qui permet
d’acheminer I’information des récepteurs sensoriels vers le SNC, et de la voie efférente (ou
motrice) qui conduit I’information depuis le SNC vers la périphérie, aux organes effecteurs.

Dans le systéme nerveux périphérique, les corps cellulaires des neurones sont regroupés
en ganglions, tandis que leurs axones forment les nerfs. Il existe trois types de neurones dans le
SNP : neurones sensitifs, moteurs et interneurones. Les neurones sensitifs permettent de
transférer I’information des récepteurs de la périphérie vers le SNC. Leurs corps cellulaires sont
regroupés en ganglions rachidiens et cervicaux. Les neurones moteurs trouvent leurs corps
cellulaires au sein du SNC, et propagent I’information vers les organes, en périphérie. Enfin les
interneurones, qui rassemblent 99% des neurones du systéme nerveux permettent le relai des
influx nerveux. Les différents types de fibres nerveuses sont classées en fonction de leur

diamétre, vitesse de conduction et myélinisation (Tableau 2).
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Systéme Nerveux Central Systéme Nerveux Périphérique

Cerveau

Moelle épiniére

Ganglions

Nerfs
périphériques

Figure 2 : Systémes nerveux central (SNC) et périphérique (SNP)

Cerveau : perception et traitement des stimuli sensitifs. Exécution des réponses motrices
volontaires. Régulation des mécanismes d’homéostasie. Moelle épiniére : initiation des réflexes de
la matiére grise des cornes ventrale et latérale. Voies des fonctions sensitives et motrices entre la
périphérie et le cerveau. Nerfs périphériques : fibres des neurones sensitifs et moteurs

Ganglions : réception des stimuli sensitifs par les racines dorsales. Relai des réponses motrices
par les ganglions autonomes. OpenStax, Psychology. OpenStax CNX. 29 févr. 2016
http://cnx.org/contents/4abf04bf-93a0-45c3-9cbc-2cefd46e68cc@5.36.

Nomenclature Nomenclature Diamétre de la Vélocité de conduction
Exemples

numeérique alphabétique fibre (um) (métres/sec)

Issues du fuseau
neuromusculaire
Issues des organes
tendineux de Golgi
Récepteurs tactiles
cutanés

Myeélinisées la Aa 17 (approx) 80-120

Ib Aa 16 (approx) 80-120

1 AR 8 (approx) 35-75

Fibres conduisant
sensations de
température, toucher
brut et douleur

Fibres conduisant
douleur et température

1] Ad 1-5 5-30

Non-myélinisées \ C 0.2-1.5 0.5-2

Tableau 2 : Classification des fibres sensitives dans les nerfs périphériques

Adapté de Siegel et Hreday, Essential Neuroscience, 2011.
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2.2.1.2 Récepteurs sensoriels

Les récepteurs sensoriels sont des structures capables d’étre activées par des stimuli
extérieurs. On en distingue trois types en fonction de leur localisation dans 1’organisme. Les
extérocepteurs sont placés a la surface du corps, et détectent les stimuli d’origines
environnementales. Il peut s’agir de récepteurs de pression et du toucher (mécanorécepteurs a
bas seuil), de récepteur de la douleur (nocicepteurs) mais aussi les récepteurs présents dans les
organes associés aux sens. Les mécanorérecepteurs a bas seuil (corpuscules de Meissner,
Pacini, Ruffini et disques de Merkel) sont également responsables de la proprioception
consciente lorsqu’ils sont situés dans les articulations. Les intérocepteurs ou viscérocepteurs,
situés aux niveaux des visceres et des vaisseaux, détectent les changements d’état a ’intérieur
du corps. Ainsi, ils peuvent informer de douleurs internes (nocicepteurs), de la pression
sanguine (barorécepteurs), pression osmotique (osmorécepteurs), des substances chimiques
(chémorécepteurs), etc. Enfin, les propriocepteurs, des mécanorécepteurs responsables de la
proprioception inconsciente occupent muscles squelettiques, tendons, articulations, ligaments
et tissus conjonctifs. Leur role est de mesurer les mouvements du corps et sa position dans
I’espace, grace a une sensibilité aux étirements et contraction des différents tissus. Il s’agit du
fuseau neuromusculaire (détecte 1’extension du muscle) et de I’organe tendineux de golgi
(contraction, au niveau des tendons et articulations). Le stimulus ainsi acquis, atteint le systéme

nerveux central par les neurones sensitifs périphériques (Figure 3).

Afférents la .

Synapse

excitatrice Organe tendineux de Golgi

Interneurone
inhibiteur . .
Afférents la Synapse excitatrice

Synapse
inhibitrice

Synapse
Bl inhibitrice
Projection
neurone

Neurone

moteur alpha
moteur alpha
Muscle
Stimulus par .
touche rapide Quadriceps
Neurone Interneurone
) Tendon Projection moteur a|pha inhibiteur

neurone moteur
alpha muscle
antagoniste

rotulien

Figure 3 : Propriocepteurs, réflexes myotatique et myotatique inverse

Les fuseaux musculaires sont localisés dans les muscles squelettiques, paralléles aux fibres
musculaires. Réflexe myotatique : lorsqu’une touche rapide est délivrée au tendon rotulien, le

quadriceps est étendu, et la réponse réflexe provoque la contraction du muscle. Il y a également
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une inhibition réciproque du muscle antagoniste. Organe tendineux de Golgi : localisé dans les
tendons et les articulations. Réflexe myotatique inverse : contraction ou extension du muscle active
I'organe tendineux de Golgi et un signal est initié dans les fibres Ib. Les neurones inhibiteurs sont
excités et les neurones moteurs alpha sont inhibés, réduisant la période de contraction du muscle.

(Adapté de Siegel et Hreday, Essential Neuroscience, 2011).

2.2.1.3 Ganglions des racines dorsales (DRG) et neurones sensitifs

Les neurones sensitifs ont leurs axones (ou fibres) au sein des nerfs spinaux, et leurs corps
cellulaires (ou soma) sont localisés dans les ganglions des racines dorsale, ou ganglions spinaux
(DRG) (Figure 4). Ces neurones ont un court prolongement, émergeant du corps cellulaire a
partir duquel se forment un prolongement périphérique (vers les récepteurs sensoriels) et un
prolongement central (vers le systéme nerveux central) (Figure 4). Ces deux prolongements
constituent 1'axone, et définissent les neurones sensitifs comme des neurones pseudo-
unipolaires. On dénombre trois types de neurones sensitifs de DRG : les neurones nociceptifs,
mécanoceptifs et proprioceptifs (Figure 4). Les neurones nociceptifs sont les plus petits (soma
<30 um) et possedent des fibres 1égerement my¢linisées (fibres Ad) ou non myélinisées (fibres
C). Leur role est de transmettre les informations concernant la douleur et la température. Les
neurones mécanoceptifs ont un large diametre (soma >50 um) et peuvent avoir des axones
moyennement (fibres AB), peu (fibres Ad) ou non myélinisées (fibres C). Ces neurones
transmettent les informations concernant la pression et le toucher. Enfin, les neurones
proprioceptifs sont les plus larges (soma >50 um également) et posseédent les fibres les plus
larges appelées fibres Aa largement myélinisées, ce qui permet une conduction trés rapide.
Primairement affectées dans I’AF, ces fibres sont également appelées la lorsque le récepteur
associ¢ est le fuseau neuromusculaire ou Ib quand il s’agit de ’organe tendineux de Golgi
(Tableau 2). Ces neurones représentent environ 15% des neurones de DRG (Marmigére and

Ernfors, 2007).
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Neurones pseudo-unipolaires

Terminaisons Axone Terminaisons
périphériques CNS
®©

B Neurones proprioceptifs

DRG

Neurones
Neurones nociceptifs
mécanoréceptifs

Figure 4 : Les neurones sensitifs de DRG

(A) Les neurones pseudo-unipolaires. D’un seul prolongement se développent deux projections
dirigées respectivement vers le systéme nerveux central (SNC) et la périphérie. Chaque branche
posséde les caractéristiques structurales et fonctionnelles d’'un axone. (Adapté de Siegel et
Hreday, Essential Neuroscience, 2011). (B) Les ganglions des racines dorsales ou DRG
renferment les corps cellulaires des neurones sensitifs. lls sont classés en 3 groupes :

proprioceptifs, mécanoréceptifs et nociceptifs (adapté de Marmigére and Ernfors, 2007).

Chaque type de neurone sensitif exprime un ensemble de marqueurs qui permet de les
différencier. La complexité de ces structures et la difficulté d’accessibilité ont ralenti la
découverte et le référencement de marqueurs exclusifs d’un certain type. Il est connu depuis de
nombreuses années que les neurones nociceptifs expriment des marqueurs tels que TrkA,
TRPV1, CGRP et la substance P (Marmigere and Ernfors, 2007). Les mécanoceptifs expriment
TrkB et TrkC, tandis que les proprioceptifs expriment TrkC et la parvalbumine Pvalb
(Marmigere and Ernfors, 2007). L’émergences des techniques de s€quengage et notamment de
séquencage en single cell a permis d’affiner ces groupes de neurones en nouveaux sous-groupes
plus détaillés (Alshawaf et al., 2018; Lopes et al., 2017; Usoskin et al., 2015). Suite a ces
analyses transcriptomiques, 11 nouvelles populations ont pu étre isolés : 6 sous-groupes
nociceptifs, 3 mécanoceptifs et 2 proprioceptifs. Cette étude a notamment permis

I’identifications de marqueurs spécifiques des proprioceptifs tels que les génes CNTNAP2 et
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SPP1, et déterminer que I’expression de TrkC par ces mémes neurones était trés faible en

comparaison des neurones mécanoceptifs (Usoskin et al., 2015).

Centatothalamic fibres Cerebelorubral fibres

Dentatoretcular fitves
Antencr spinocerebellar tract
on surface of superior cerebelar
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Figure 5 : Faisceaux spino-cérébelleux postérieur, cunéocérébelleux et spino-cérébelleux

ventral.
C = cervical ; T = thoracique, L = lombaire, S = sacré (issu de Carpenter, Core text of
neuroanatomy, 1991).

2.2.1.4 Les faisceaux spinocérébelleux

Comme énoncé plus haut, les neurones sensitifs possédent deux prolongements : un dirigé
vers les récepteurs, et un dirigé vers le SNC (Figure 4). En fonction de I’information sensitive

qu’ils véhiculent, ce prolongement emprunte différentes voies qui forment les différents
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faisceaux de la moelle épiniére (Figure 5). Les voies spinocérébelleuses, servent a renseigner
le cervelet de la proprioception inconsciente. Les neurones sensitifs (neurones de premier ordre)
forment des synapses avec un deuxieme groupe de neurones (neurones de deuxiéme ordre) dans
les colonnes dorsales de la moelle épiniere. Ces structures, situées dans la matiere grise de la
moelle épiniere, sont appelées colonnes (ou noyaux) de Clarke pour les neurones issus des
membres inférieurs et du tronc, et noyaux de Betcherew pour ceux des membres supérieurs, de
lombaire haut a thoracique (Figure 5). Les neurones de deuxiéme ordre remontent le long des
faisceaux spinocérébelleux postérieurs ou dorsaux (issus des noyaux de Clarke), et antérieur ou
ventraux (issus des noyaux de Betcherew), et rejoignent le cervelet en pénétrant respectivement
par le pédoncule cérébelleux inférieur et supérieur. Enfin, les neurones issus des membres
supérieurs, du cou et du haut de la poitrine, pénétrent la colonne et rejoignent les neurones du
deuxiéme ordre au niveau du noyau cunéiforme accessoire. Ces neurones remontent la moelle
le long du faisceau cunéiforme de la colonne dorsale, et rejoignent le cervelet par le pédoncule

cérébelleux inférieur.

2.2.2 Atteinte neurologique dans I’AF

2.2.2.1 Neurones proprioceptifs de DRG

Il est communément accept¢ par la communauté scientifique que les neurones
proprioceptifs sont particuliecrement affectés dans ’ataxie de Friedreich. D’une part, les
observations cliniques traduisant une perte de la sensibilit¢ profonde et du réflexe
ostéotendineux, laissent présager que ces neurones sont les plus affectés (Pandolfo, 2009). Mais
de nombreuses études réalisées sur des nécropsies de patients ont confirmé 1’atteinte spécifique
des neurones sensitifs les plus larges. N. Friedreich avait déja décrit a la fin des années 1870
une absence des plus larges fibres dans les racines dorsales, sans toutefois remarquer des
différences au sein des DRG (revu par A. Koeppen, (Koeppen, 2013)). L’ensemble des études
qui ont suivi pointent vers des observations communes : diminution du nombre de gros
neurones et de la taille des neurones du DRG et prolifération des cellules satellites dans ces
mémes structures (Figure 6), forte démy¢linisation des axones et réduction du diametre des
fibres dans les racines dorsales, nerfs sural et sciatiques (Figure 7) (Goto and Hirano, 1990;
Hughes et al., 1968; Inoue et al., 1979; Jitpimolmard et al., 1993; Koeppen and Mazurkiewicz,
2013; Koeppen et al., 2009, 2017a; Lamarche et al., 1982; Morral et al., 2010). Toutes données
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rassemblées, il semble inéluctable que les larges neurones sensitifs sont séveérement affectés

dans 1’ataxie de Friedreich.

Figure 6 : Neuropathie du DRG dans I’ataxie de Friedreich.

(A, B). Coloration hématoxyline et éosine sur coupes de DRG humains. Les corps cellulaires de
neurones sensitifs de DRG ont une taille réduite chez les patients AF (A) par rapport au controle
(B). On observe également une invasion de cellules satellites visible par une abondance de noyaux
autour des neurones (insert). (C, D) Immunohistochimie (IHC) contre la B-tubuline de classe lIl.
Les contours des corps cellulaires sont irréguliers chez le patient AF (C) comparé au contréle (D),
a cause de linvasion des cellules satellites. Certains neurones montrent une effondrement
cytoplasmique (fleche et insert). Barres d’échelle : 50 ym, inserts : 20 ym. Adapté de Koeppen et

Mazurkiewicz, 2013.

Pendant de longues années, I’ensemble de la communauté semblait s’accorder sur le
postulat que la dégénérescence de ces neurones et de leurs fibres était a 1’origine de la
neuropathologie de I’AF. Cependant, depuis quelques années maintenant, certains chercheurs
remettent en cause la dégénérescence a proprement parler, et mettent en avant I’hypothése

d’une composante développementale dans I’AF. A-t-on réellement affaire a une perte
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spécifique de ces larges neurones, ou bien a un défaut dans leur développement, c’est a dire une
hypoplasie plutét qu’une atrophie ? Dans I’un ou I’autre des cas, les observations réalisées au
moment de I’autopsie devraient étre les mémes, ce qui rend difficile la réponse a ces questions.
Mais récemment, deux études réalisées par le Dr. A Koeppen semblent apporter des éléments
de réponse a cette hypothése. En effet, Koeppen rapporte en 2017 que la présence de réduction
de la taille des neurones est similaire dans toutes les nécropsies, indépendamment de 1’age de
début de progression de la maladie. Il a également publié¢ une étude dans laquelle les résultats
semblent indiquer une mauvaise organisation de la zone d’entrée de la racine dorsale, qu’il
attribue a une erreur de migration de la créte neurale lors du développement (Koeppen et al.,
2017b). Selon ces résultats, la frataxine serait essentielle a 1’établissement des tracts issus des
neurones proprioceptifs, le contrdle de leur taille, mais également de leur myélinisation. Il est
raisonnable de penser en regard des résultats dont on dispose a ce jour, que la frataxine est
essentielle non seulement pour le développement mais également pour le maintien de ces
neurones et fibres associées. Cependant, une question essentielle, pour laquelle nous n’avons a
ce jour que tres peu d’éléments de réponse, subsiste : comment expliquer la spécificité des
larges neurones sensitifs parmi toutes les cellules du systéme nerveux, qui observent pourtant
tous I’expression du géne ? Un premier ¢élément de réponse se trouverait peut étre dans une
¢tude publiée par notre laboratoire. Cette étude de 2018 démontre que les neurones
proprioceptifs du DRG expriment a eux seuls 50 a 70% de la quantité totale de frataxine (voir

partie 4 de I’'introduction) dans le DRG (Piguet et al., 2018a).
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Figure 7 : Démyélinisation des fibres sensitives dans I’AF

Coupe de nerf sciatique (A, B) ou sural (C, D) de contrdle (A, C) ou de patient AF (B, D) par
microscopie électronique. On observe une réduction générale du diametre des fibres ainsi qu'une
forte démyélinisation chez le patient AF, dans les nerf sciatique et sural (fleche). Barres d’échelles
: 100 um (A, B) ; 5 um (C, D). Adapté de Jitpimolmard et al., 1993 ; Koeppen et Mazurkiewicz,
2013.

2.2.2.2 Les faisceaux spinocérébelleux

Les études réalisés sur nécropsies de patients rapportent un affinement générale de la
moelle épini¢re des patients AF, ainsi qu’un affinement et démyélinisation des axones des
colonnes postérieures de la moelle (Figure 8) (Hughes et al., 1968; Koeppen, 2013; Koeppen
and Mazurkiewicz, 2013). Il est a ce jour difficile de tirer des conclusions quant au caractere
primaire ou secondaire des défauts observés pour ces neurones. Les neurones des faisceaux
spinocérébelleux pourraient dégénérer suite a la perte des neurones d’ordre primaire ou
dégénérer de manicre primaire mais plus tardivement que les neurones des DRG. A. Koeppen
évoque une hypothése développementale, postulant que le rétrécissement du canal de la moelle

épiniére résulte d’un élargissement incomplet de la moelle pendant la croissance (Koeppen et
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al., 2017a). Il est également décrit une atteinte des faisceaux graciles et cunéiformes, qui font
partie de la colonne dorsale, notamment au niveau lombaire (Koeppen, 2013; Koeppen and
Mazurkiewicz, 2013) (Figure 8). Le noyau gracile (membres inférieurs) semble plus atteint
que le noyau cunéiforme (membres supérieurs). Additionnellement, on note une absence de
larges neurones dans la colonne de Clarke (Koeppen and Mazurkiewicz, 2013) (Figure 8).

Au niveau moteur, il est décrit une atrophie progressive des faisceaux pyramidaux, avec
notamment perte des cellules de Betz et atteinte en particulier des faisceaux cortico-spinaux,
attribuée a un processus de dying back ou mort rétrograde (Koeppen and Mazurkiewicz, 2013;

Pandolfo, 2006)

Figure 8 : Atteinte de la moelle épiniére dans I’AF

(A, B) IHC contre la protéine non phosphorylée de neurofilament. Atrophie neuronale dans le noyau
gracile de patients AF (A) par rapport au contréle (B). Barre d’échelle 50 ym. (C-H) IHC contre la
B-tubuline classe lll. On observe un rétrécissement des tractus corticospinaux latéraux et faisceaux

spinocérébelleux dorsaux (ligne discontinue = tractus cortiocospinal latéral). (D, E)
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Agrandissements de la région fléechée. Dégenérescence de la colonne de Clarke, perte des larges
neurones dans la moelle AF (D, E) par rapport au contréle (G, H). Barres d’échelle : 1 mm (C, F),
200 uym (D, G) 50 um (E, H). (I,J) Sections transverses de moelle épiniére thoracique chez un
controle (1) ou un patient AF (J), IHC contre la protéine basique de la myéline (MBP). On observe
une réduction de la taille de la moelle et une perte des cellules marquées dans les colonnes
dorsales, tractus corticospinaux latéraux et faisceaux spinocérébelleux dorsaux. Barres d’échelle :
1 mm (Adapté de Koeppen and Mazurkiewicz, 2013 ; Koeppen et al., 2017).

2.2.2.3 Cervelet et cerveau

Une structure du cervelet est particulierement atteinte dans I’AF. Il s’agit du noyau
dentelé, retrouvé atrophié dans les nécropsies de patients (Koeppen, 2011, 2013). L atrophie de
cette structure s’illustre en particulier par la perte des gros neurones, la présence de gliose
(prolifération des cellules gliales) (Figure 9), et la démy¢linisation des fibres. Globalement, le
cortex cérébelleux semble inaffecté. Cependant, I’émergence des techniques poussées de neuro-
imagerie ont permis de mettre en lumic¢re de nouvelles atteintes cérébelleuses et cérébrales
légeres (Selvadurai et al., 2018). Notamment, des anomalies au niveau des microstructures des
substances blanches et grises du cervelet, un ¢largissement des cellules de Purkinje et de leurs
axones au niveau des synapses avec les neurones du noyau dentelé et de ses noyaux rouges
(Kemp et al., 2016; Pandolfo, 2006; Selvadurai et al., 2018). On observe également une atrophie

et démy¢linisation du pédoncule cérébelleux supérieur (Corben et al., 2014).
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Figure 9 : Le noyau dentelé (ND) du cervelet dans I’AF.

Coloration pour le fer d’'une coupe sagittale de cervelet de patient AF (A) ou de contréle (B). On
observe une réduction de la matiere grise du ND chez le patient (lignes discontinues). (C, D) IHC
contre I’énolase neurone-spécifique (NSE) sur coupe de ND de patient AF (C) ou de contrble (D).
Seuls quelques neurones marqués subsistent chez le patient AF (fleche). Barre d’échelle = 50 pm.

Adapté de Koeppen, 2011 et Koeppen et al, 2012.

2.2.3 Atteintes extra-neurologiques

2.2.3.1 Cardiomyopathie

Une cardiomyopathie hypertrophique est présente chez une grande majorité de patients,
et se déclare tot au cours de la maladie. Les patients présentent un €paississement de la paroi
du septum et du ventricule gauche (Payne, 2011). Suite a cette hypertrophie, se développe une
dilatation cardiaque qui méne a une diminution de I’épaisseur de la paroi cardiaque donnant
une impression d’amélioration de 1’hypertrophie. La cause de cette dilatation est attribuée a la
perte des cardiomyocytes et la présence de fibrose au niveau du ventricule gauche (Konstam et
al., 2011; Payne and Wagner, 2012). Le phénotype cardiaque représente la cause primaire de
décés chez les patients AF (60% des décés) (Tsou et al., 2011). Etonnamment, il n’existe pas

de corrélation de sévérité entre le phénotype cardiaque et neurologique (Schadt et al., 2012).
2.2.3.2 Diabetes

Environ 20% des patients développent un diabéte ou une intolérance au glucose, attribués
a I’atrophie des ilots B du pancréas associés a des défauts de production d’insuline (Koeppen,
2011). Une corrélation entre le phénotype diabétique et la durée de la maladie est décrite, et il
est reporté que ce phénotype apparait en moyenne 15 ans apres le début de la maladie (Biirk,

2017).
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3 L'ataxie de Friedreich, une maladie génétique
3.1 Historique d’identification et description du gene FXN

Deés 1873, Nikolaus Friedreich met en évidence le caractére héréditaire de 1’ataxie de
Friedreich (Koeppen and Mazurkiewicz, 2013). L’AF observe un mode de transmission
autosomique récessif. Il aura fallu attendre la fin des années 1980 pour que des chercheurs
mettent en évidence I’emplacement chromosomique de la mutation causale de I’AF. Les
chercheurs ont pu lier ce géne a deux marqueurs chromosomiques localisés sur le chromosome
9: MCT112 et D9S5 (Chamberlain et al., 1988; Fujita et al., 1989). Grace a des expériences
d’hybridation in situ, la localisation du marqueur D9S5 a pu étre affinée a la position 9q13-
g21.1 (Hanauer et al., 1990). Plusieurs génes candidats ont ensuite été¢ proposés mais c’est en
1996 que le géne causal, nommé X235 fut identifi¢ (Campuzano et al., 1996). La majeure partie
de ces travaux est attribuée a une collaboration des équipes des Professeurs Jean-Louis Mandel,
Massimo Pandolfo et Michel Koening, et a été réalisée a I’IGBMC. En lien avec le nom de la

pathologie associée, le géne fut renommé FXN et la protéine qu’il encode frataxine (FXN).
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Figure 10 : Localisation chromosomique et structure de FXN

Le géne FXN est situé a la position g21.11 du chromosome 9 humain, et composé de 7 exons. Le

transcrit majoritaire contient les exons 1 a 5a et mesure 1,3 kb.

FXN se compose de 7 exons, et le transcrit majoritaire rassemble les exons 1 a 5a (1,3 kb)

(Figure 10). Un transcrit alternatif et minoritaire est formé en incluant I’exon 5b, mais aucune
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fonction ne lui a été attribué (Pandolfo, 2009). Exprimé de maniére ubiquitaire, FXN montre
une variabilité de niveaux d’expression en fonction des tissus. Son expression est accentuée
dans le cceur, la moelle épinicre, et a des niveaux 1égérement plus bas dans le pancréas, le foie
et les muscles squelettiques (Campuzano et al., 1996). L’expression de Fxn chez la souris
démarre au stade embryonnaire et augmente progressivement (Koutnikova et al., 1997). On
retrouve chez les patients atteints de ’ataxie de Friedreich deux types de mutations du geéne
FXN. La mutation majeure correspond a une expansion de répétition de triplets GAA
(Campuzano et al., 1996) (Figure 11). Chez 96% des patients, cette mutation est présente a
I’état homozygote. 4% des patients sont dit hétérozygotes composites, et possédent 1’expansion
sur un alléle, et une mutation sur I’autre allele, dans la région codante de FXN (Cossée et al.,
1999; Galea et al., 2016; Gellera et al., 2007). Les individus présentant 1’expansion a 1’état
hétérozygote, associée a un allele non muté, sont porteurs sains et ne présentent pas de

symptomes.
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Figure 11 : Les mutations du géne FXN

L’expansion GAA est insérée dans I'intron 1 de FXN. D’'une longueur de 7 a 30 répétitions chez les
individus sains, elle devient pathogénique aprés 60 répétitions et peut en atteindre 1700. Elle est
la mutation majoritaire de I'’AF. Les hétérozygotes composites ont une mutation ponctuelle sur un
des deux alléles. Il peut s’agir de mutation faux-sens (*), de micro insertions ou micro délétions

(triangles), ou de mutations non-sens (rouge). Adapté de Cossée et al., 1999 et Galea et al., 2016.
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3.2 Lestypes de mutations

3.2.1 Expansion de triplets GAA, mutation majeure

L’ataxie de Friedreich est une maladie a expansion de trinucléotides. Mais au sein de cette
famille de maladies, I’AF se distingue par son caractere récessif, le type de trinucléotides et sa
localisation dans le géne muté. En effet, I’expansion de triplet GAA est inséré dans le premier
intron du geéne FXN, au sein d’une séquence ALU (riche en G/A) (Campuzano et al., 1996). La
répétition de triplets est présente chez les individus sains, a hauteur de 7 a 30 successions de
GAA (Figure 11). La majorité des all¢les portent une expansion dite normale courte (SN, short
normal) : entre 7 et 10 répétitions. Les expansions comprenant entre 11 et 30 répétitions sont
dites normales longues (LN, long normal). Chez les patients, les expansions pathogéniques sont
nommées E pour Expanded, et ont des longueurs variant entre 60 et 1700 GAA. La moyenne
des expansions se situe entre 600 et 900 triplets (Diirr et al., 1996). De 30 a 60 GAA, on parle
de pré-mutation, en raison de I’instabilité de ces répétitions (considérées stables jusqu’a 30
répétitions), qui sont susceptibles de développer une mutation pathologique (Cossée et al.,
1997; Montermini et al., 1997). L’apparition des expansions pathologiques tiendrait ainsi leur
origine en un effet fondateur entrainant la duplication d’un expansion SN en une LN. C’est une
nouvelle duplication de cette longue expansion qui aurait résulté en la formation d’une
expansion instable (Cossée et al., 1997). L’instabilit¢ de ces larges expansions est
particulierement importante au moment de la transmission, avec un effet parental important. Il
est donc possible que les générations suivantes ont vu apparaitre progressivement des
expansions de plus en plus larges et donc pathologiques. Toutefois, I’instabilité¢ peut également
conduire a une contraction de 1’expansion, et elle n’est pas égale entre les hommes et les
femmes. En effet, I’expansion semble pouvoir se contracter ou s’étendre sur 1’alléle maternel,
tandis qu’elle peut uniquement se contracter sur 1’allele paternel (Montermini et al., 1997;
Pandolfo, 2009).

I1 a également ét¢ démontré que I’instabilité¢ de I’expansion est somatique, c’est a dire
que la longueur de I’expansion varie entre les tissus et au sein d’'un méme tissus : on parle alors
de mosaicisme (De Biase et al., 2007b, 2007a; Long et al., 2017). Les quelques études sur le
sujet montrent que I’instabilité des expansion est plus €élevées dans le cceur, le pancréas et le
systeme nerveux (De Biase et al., 2007b; Long et al., 2017). La longueur des répétitions aurait

¢galement tendance a augmenter au cours du temps a raison d’une moyenne de 9 répétitions
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par an (Long et al., 2017). A noter également que la taille des répétitions varie fréquemment

entre les deux alléles.

3.2.2 Autres mutations

3.2.2.1 Mutations ponctuelles

De nombreuses mutations ponctuelles ont été identifiées (au moins 44), parmi lesquelles
on retrouve des mutations non-sens, faux-sens, des insertions et délétions associées a un
décalage du cadre de lecture ainsi que des mutations affectant 1’épissage de ’ARNm (Cossée
et al., 1999; Galea et al., 2016; Gellera et al., 2007; Musco et al., 2000) (Figure 11 ; Tableau
3). La présence de ces mutations conduit a la production d’une frataxine tronquée, a fonction
altérée ou a I’absence de sa synthése. Tous les résidus conservés sont touchés (Pandolfo, 2009).
La mutation G130V est la plus fréquente et cause une perte incompléte de la fonction avec une
maturation et stabilités réduites de la frataxine (Correia et al., 2008). Les patients ont une
présentation clinique atypique : début précoce mais lente progression des symptomes
(Delatycki et al., 1999). La mutation 1154F cause des défauts de maturation et de fonction, et
mene a un phénotype classique chez les patients (Campuzano et al., 1996; Correia et al., 2008).
Certaines mutations touchent le repliement et la dégradation de la frataxine mature (L106S,
G137V), tandis que d’autres empéchent la correcte interaction entre la frataxine et ses
partenaires (N146K, W155R, R165C) (Calmels et al., 2009a; Clark et al., 2017; Faggianelli et
al., 2015; Schmucker et al., 2011). Récemment une nouvelle mutation a été identifiée et impacte
la maturation de la frataxine (W168R) (Clark et al., 2019). A noter que I’effet de toutes les

mutations identifiées n’est pas encore déterminé.
3.2.2.2 larges délétions

De larges délétions exoniques dans le gene FXN ont été identifiées chez 10 cas de
hétérozygotes composites (Parkinson et al., 2013). Ces individus présentent en majorité de
séveres symptomes et une rapide progression de la maladie. Des délétions dans les exons 2, 3,
4 et 5a ont été décrites, a chaque fois menant a des atteintes neurologiques précoces, tres
séveres, ainsi que de fortes atteintes extra-neurologiques telles que le diabéte, la scoliose et la

cardiomyopathie (Anheim et al., 2012b; Sacca et al., 2013).

La présence de mutations ponctuelles ou larges délétions a I’état homozygote n’a pour

I’instant jamais été reportée. Deux facteurs peuvent expliquer cette observation : leur faible
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Exon/Intron Mutation Effet Type de mutation N:ammbi:'; ;:le Origine ethnique
c.1A>C p.M1L Faux-sens (initiation incorrecte) 1 Etats-Unis
c.2T>C p.M1T p.M1S Faux-sens (initiation incorrecte) 1 Suéde
c.2delT p.M1T p.M1S Faux-sens (initiation incorrecte) 1 Australie
c3G>T p-M1l Faux-sens (initiation incorrecte) 3 Allemagne
c.3G>A p.M1I Faux-sens (initiation incorrecte) 1 Etats-Unis

c.11-12 delTC p.LARfsX90 Décalage du cadre de lecture 1 Malaisie
Exonl €.100 delG p.A34PfsX75 Décalage du cadre de lecture 1 Italie
c.104 delC p.P35HfsX75 Décalage du cadre de lecture 1 Italie
c.118 C>T p.R40C Faux-sens 1 Etats-Unis
c.118 delC p.R40VfsX75 Décalage du cadre de lecture 1 Espagne
c.157 delC p.R53AfsX75 Décalage du cadre de lecture 1 France
¢.157 insC p.R53PfsX92 Décalage du cadre de lecture 1 Pologne
Intron 1 g.IVS1+5 G>C Epissage abérrant Mutation du site donneur d'épissage 1 Etats-Unis
Exon 2 €.202_205 delGTCAInsTTG p.V68Lfs X75 Décalage du cadre de lecture 1 Caucasien
€296_297 insT p.A99VfsX111 Décalage du cadre de lecture 1 Basque
c.317 T>G p.L106X Non-sens 1 France
c.317 T>C p.L106S Faux-sens 1 Etats-Unis
Exon 3 c.317 delT p.L106X Non-sens 1 Caucasien
c340_352 dell13 p.A114TfsX128 Décalage du cadre de lecture 1 Caucasien
c.354 C>G p.Y118X Non-sens 1 Italie
c.364 G>T p.D122Y Faux-sens 1 Allemagne
Intron 3 g.IVS3+1 G>A Epissage abérrant Mutation du site donneur d'épissage 1 Caucasien
g.IVS3-2 A>G Epissage abérrant Mutation du site donneur d'épissage 1 Espagne

Exon 3/Intron 3 g.168_180delTGGGGTACCTCTT Epissage abérrant Mutation du site donneur d'épissage 1 Italie

c.389 G>T p.G130V Faux-sens 5 Etats-Unis, Australie, France, Irlande

c.438 C>G p.N146K Faux-sens 1 Allemagne
Exon 4 c.460 A>T p.1154F Faux-sens 2 Italie

c.464 C>T p.W155R Faux-sens 1 Etats-Unis

c.465 G>A p.W155X Non-sens 1 Cuba

c.467 T>C p.L156P Faux-sens 1 Suéde
— g.IVS4+2 T>G Epissage abérrant Mutation du site donneur d'épissage 1 Australie

g.1VS4+3 delA Epissage abérrant Mutation du site donneur d'épissage 1 Italie

c.493 C>T p.R165C Faux-sens 2 Etats-Unis, Australie

c.494 G>C p.R165P Faux-sens 1 Italie

c.517 T>G p.W173G Faux-sens 2 Etats-Unis, Italie
Exon 5a c.544 C>T p.L182F Faux-sens 1 Australie

c.545 T>A p.L182H Faux-sens 1 France

c.548 A>G p.H183R Faux-sens 1 France

¢.557 T>G p.L186R Faux-sens 1 Allemagne

c.93T>G p.L198R Faux-sens 1 Irlande

Tableau 3 : Les mutations ponctuelles identifiée chez FXN

Issu de Gellera et al., 2007, Galea 2016

fréquence et leur sévérité. En effet, la frataxine étant essentielle a la division cellulaire et au

long du développement, son absence totale ou compléte perte de fonction résulte en une 1étalité

précoce (Calmels et al., 2009a; Cossée et al., 2000). A ’inverse, une mutation ayant un faible

impact sur I’activité de la frataxine présente a I’état homozygote ne déclencherait pas de

symptome, ce pourquoi ces cas éventuels ne seraient pas détectés.
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3.2.3 Conséquences de I'expansion de triplets GAA sur I'expression du gene FXN

3.2.3.1 Généralités

Peu aprés la découverte de 1’expansion de triplets GAA au sein de I’intron 1 du géne de
la frataxine, des évidences de répression transcriptionnelle induite par les GAA ont été
rapportées (Bidichandani et al., 1998; Ohshima et al., 1998). En effet, les cellules présentant
une expansion de triplet GAA expriment entre 5 et 30% des niveaux courants de frataxine, et
ces niveaux correlent avec 1’age de début de la maladie et inversement avec la taille de
I’expansion (De Michele et al., 1998). Etant donné que 1’expansion se situe dans un intron, les
chercheurs se sont demandés si elle pouvait impacter I’épissage de I’ARN de la frataxine. Les
¢tudes montrent qu’il n’y a pas de défauts d’épissage concernant ’ARN de la frataxine
(Bidichandani et al., 1998; Punga and Biihler, 2010; Sznajder et al., 2018), et qu’aucun transcrit
stable issus d’un épissage alternatif n’est détecté (Punga and Biihler, 2010), ¢liminant ainsi les
possibilité d’accumulation d’ARN toxique comme dans des maladies telles que la Myotonie
Dystrophique de type 1 (DM1) et la Dystrophie cornéenne endothéliale de Fuchs (FECD)
(Zhang and Ashizawa, 2017). Les différentes hypothéses concernant I’effet de 1’expansion

GAA sur I’expression du geéne de la frataxine sont détaillées ci-apres.
3.2.3.2 Mécanismes de diminution de la transcription

3.2.3.2.1 Heétérochromatinisation du locus

Il est communément accepté que le silencing du géne FXN implique une transition d’une
conformation ouverte de la chromatine vers une conformation condensée ou hétérochromatine
(Gottesfeld, 2019) (Figure 12). Les premiers signes de cette transition proviennent d une étude
employant des transgenes artificiels liés a des expansions de triplets GAA. Dans cette étude,
I’expansion de triplet induisait la formation d’hétérochromatine répressive, dans un contexte de
variégation par effet de position (PEV = position effect variegation) (Saveliev et al., 2003). On
parle de PEV quand un géne est localisé au sein ou pres d’hétérochromatine silencieuse,
caractérisée notamment par la présence de modifications d’histones telles que H3K9me2/3 et
H3K27me3, d’histones déacétylases ou d’ADN méthyltransférases (Elgin and Grewal, 2003).
Des ¢études de CHIP-seq réalisées sur des fibroblastes et cellules lymphoides de patients AF ont
révélées que le locus FXN inactif présente une perte d’acétylation des histones H3 et H4 et est
hautement tri-méthylé aux positions H3K9 et H3K27 (Chan et al., 2013; Greene et al., 2007,

Herman et al., 2006a; Kim et al., 2011; Punga and Biihler, 2010). Des observations similaires
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Figure 12 : Mécanisme d’inhibition de la transcription par les répétitions GAA

Dans les cellules des individus non affectés, le géne FXN comporte un faible nombre de répétitions
GAA, et est en conformation d’euchromatine ou chromatine ouverte, permettant la transcription par
la polymérase. Cette euchromatine se traduit par la présence de marques actives de chromatine
telles que l'acétylation des histones (carrés verts). Dans les cellules des patients AF, le gene de la
frataxine est condensé en hétérochromatine ou chromatine fermée, due a la présence de larges
répétitions GAA. Cette transition en chromatine fermée empéche la transcription du géne, et donc
la production de frataxine, et se traduit par la présence de marques inactives telles que la
méthylation des histones (carrés rouges). Cette transition résulte notamment de la formation de
triplexes avec 'ARN messager en formation (R-loop, encart), et de la présence de 'ARN FAST-1

empéchant le recrutement de la protéine CTCF.

ont été révélées sur tissus de patients issus d’autopsies : cerveau, cervelet et ceeur (Al-Mahdawi
et al., 2008). Une hyperméthylation des ilots CpG situés a proximité de I’intron 1 de FXN est

également observée dans plusieurs modeles cellulaires, animaux, cellules et tissus de patients :
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on observe une méthylation de 70 a 95% des CpG contre seulement 10% pour 1’allele sans
expansion (Al-Mahdawi et al., 2008; Castaldo et al., 2008; Evans-Galea et al., 2012; Greene et
al., 2007; Soragni et al., 2014a). Intéressement, le niveau de méthylation semble corréler avec
la répression de FXN. La présence de ces marques de méthylation permet le recrutement de
complexes répresseurs contenant des histones déacétylases (HDACs) a travers des protéines se
liant aux CpG méthylés (El-Osta and Wolffe, 2000), menant a la condensation de la chromatine

au niveau du locus FXN.

3.2.3.2.2 Structures secondaires

Les répétitions de triplets GAA sont également susceptibles de former des structures non
conventionnelles d’ADN, qui jouent un rdle dans la baisse de transcription du géne FXN
(Bidichandani et al., 1998; Ohshima et al., 1998; Sakamoto et al., 1999). Des structures non B
de I’ADN peuvent notamment étre adoptées telles que des triplexes RRY (hybridation entre
deux purines et une pyrimidine, laissant une pyrimidine en simple brin), qui peuvent aussi
s’associer et former des structures dites de sticky DNA. 11 a été montré que ces structures sont
capables d’inhiber la transcription (Sakamoto et al., 2001). En support de cela, des molécules
inhibant la formation de sticky DNA augmentent 1’expression de la frataxine dans des lignées
de lymphoblastes AF (Burnett et al., 2006). Des études complémentaires montrent qu’elles
pourraient également bloquer 1’étape d’¢longation de la transcription (Grabczyk and Usdin,
2000a, 2000b). Un enrichissement en boucles R ou R loops est également observé en présence
de I’expansion (Figure 12). Les boucles R sont formées par des duplexes ADN-ARN entre
I’ARN naissant et le brin non transcrit de ’ADN. La formation de ces boucles participe

¢galement a la formation d’hétérochromatine au niveau des répétitions (Groh et al., 2014).

3.2.3.2.3 Autres mécanismes

Bidichandani et collégues ont décrit un transcrit antisens de FXN, appelé FAST-1 (FXN
Antisense Transcript 1), qui aurait un role dans le silencing de FXN dans I’AF (Figure 12).
Plusieurs études rapportent des niveaux augmentés de FAST-1 dans des cellules de patients
ainsi que dans le cervelet de souris YG8R (Al-Mahdawi et al., 2013; Biase et al., 2009). Cet
antisens se chevauche avec le site de fixation de I’isolateur de chromatine CTCF (CCCTC-
binding factor) proche du géne de la frataxine. L’augmentation de 1’expression de FAST-1 est

associ¢ avec une déplétion de CTCF. Les chercheurs ont émis un modele selon lequel la
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transcription de FAST-1 déclencherait une baisse de CTCF menant a la formation locale
d’hétérochromatine (Figure 12). Ce modele a été confirmé dans une étude ou la surexpression
en trans de FAST-1 déclenche une déplétion de CTCF et un silencing de FXN (Mikaeili et al.,
2018). En complément, un knockdown de CTCF affecte I’expression de la frataxine dans des
cellules sauvages (Biase et al., 2009). Cependant, les raisons pour lesquelles I’expansion de
triplets GAA déclenchent une augmentation de transcription de FAST-1 doivent encore étre

¢lucidées.

3.2.3.3 Corrélation génotype/phénotype

Une corrélation existe entre la taille de 1’expansion pathogénique et la sévérité de la
maladie (Diirr et al., 1996; Filla et al., 1996; Montermini et al., 1997) (Figure 13). En effet, la
quantité de frataxine produite et ’Age d’apparition des symptomes sont inversement corrélés
avec la taille de I’expansion (Tsou et al., 2011) (Figure 13). La taille de ’expansion correle
également inversement avec 1’age de déces des patients (Figure 13). Ces observations ne
permettent toutefois pas d’assumer totalement que la taille de I’expansion GAA définit a elle
seule un pronostic vital. De nombreux autres facteurs rentrent en compte tels que le fond
génétique, I’instabilité des répétitions, le mosaisme somatique, et I’environnement (Pandolfo,

2009).
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Figure 13 : Durée de la maladie et age de décés en fonction de la taille de I'’expansion GAA
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On observe une corrélation modérée (R = 0,45) entre la taille de 'expansion GAA la plus courte et
la durée de la maladie (A), et prononcée (R = 0,66) avec I'age des patient au moment du déces
(B). Issu de Tsou et al., 2011.

4 La Frataxine, une petite protéine mitochondriale

4.1 Structure, maturation et localisation

Figure 14 : Conservation de la structure de la frataxine

Comparaison des structures de FXN (bleu), Yfh1 (rose) et CyaY (vert). Issu de Pandolfo et Pastore,
2009

La frataxine est une protéine mitochondriale, codée par I’ADN nucléaire, et conservée de
la bactérie (géne CyaY) aux les levures (Yfhl) et aux mammiféres (FXN) (Koutnikova et al.
1997 ; Pandolfo et Pastore 2009) (Figure 14). Le géne FXN produit un précurseur protéique de
23 kDa (encodé par les acides aminés 1-210), adressé a la mitochondrie grace a son signal
d’adressage mitochondrial (MTS) localisé en N-terminal, et subissant une maturation en deux
¢tapes (Figure 15). Un premier clivage, effectu¢ par la protéine MPP (Mitochondrial
Processing Peptidase) au niveau du résidu 42, produit une forme intermédiaire, appelée i-FXN
de 19 kDa (FXNu42-210). Un second clivage intervient entre les résidus Lys80 et Ser81 produisant
une forme mature de 14.5 kDa appelée mgi-FXN (81-210) (Li et al., 2008; Schmucker et al.,
2008).
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Figure 15 : Etapes de maturation de la frataxine humaine

Un précurseur protéique de 23 kDa (FXN1-210) est adressé a la mitochondrie grace a son signal
d’adressage mitochondrial (MTS) et subit une maturation en deux étapes : un premier clivage au
niveau du résidu 42, produit une forme intermédiaire de 19 kDa (FXN42-210), puis un second menant
a la forme mature de 14.5 kDa (FXNsi-210). MTS = Mitochondrial targeting sequence, signal

d’adressage mitochondrial.

La frataxine mature est structurée en un feuillet  central interagissant avec deux hélices
o (longue en N-terminal et courte en C-terminal) (Castro et al., 2019; Musco et al., 2000)
(Figure 16). Au sein de I’hélice al, une dizaine de résidus chargés négativement forment une
créte acidique constituant un potentiel site de fixation du fer (Castro et al., 2019; Dhe-Paganon
et al., 2000). La protéine contient é¢galement un cceur hydrophobe et un sillon chargé, tous deux
importants pour I’interaction avec d’autres protéines (Figure 16). La frataxine est exprimée de
maniére ubiquitaire chez les mammiféres, bien qu’il a ét€ montré que son expression est plus
¢levée dans le tissus cardiaque, les DRG, le foie, les muscles squelettiques et le pancréas
(Campuzano et al., 1997). Notre laboratoire a démontré que chez la souris, 50 a 70% de la
frataxine des DRG est exprimée dans les neurones proprioceptifs (Piguet et al., 2018a). La
frataxine est une protéine essentielle au développement et a la division cellulaire, il a été montré

que sa déplétion totale chez la souris est 1étale a 1’état embryonnaire (E6.5) (Cossée et al., 2000).
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Au moins 3 isoformes de la frataxine ont été décrits et validés, résultant de splicing
alternatifs. Il s’agit des isoformes I, II et III (Xia et al., 2012). L’isoforme I correspond a
I’isoforme canonique observé dans la mitochondrie, d’ une séquence de 130 acides aminés et un
poids moléculaire de 14,2 kDa. L’isoforme II a une séquence de 135 résidus et un poids de 14,9
kDa. Enfin I’isoforme III posséde 164 résidus et un poids moléculaire de 18,2 kDa. Les
isoformes II et III sont localisés principalement dans le cytosol et le noyau, respectivement, et
observent une expression tissue-spécifique. Ainsi, le II est abondant dans le systéme nerveux,
tandis que le III dans le cceur (Xia et al., 2012). Une étude récente rapporte 1’existence d’un
quatrieme isoforme, appelé isoforme E, et d’une longueur de 135 acides aminés (Guo et al.,
2018). Cette isoforme manque le signal d’adressage mitochondrial, et serait acétylé en N-
terminal. Les résultats de 1’étude suggerent que cet isoforme est 3 fois plus abondant dans les
érythrocytes que la frataxine mature présente dans les mitochondries des autres cellules
sanguines. SiI’existence de cet isoforme est confirmé par de nouvelles études, on peut imaginer
mesurer les niveau de cet isoforme dans le sang des patients, en tant que biomarqueur pour des

traitements visant a augmenter 1’expression de la frataxine endogene.
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Figure 16 : Structures de la frataxine humaine et du complexe de biosynthése des Fe-S

(A) Motifs de la structure de la frataxine (ID PDB : 1EKG). (B, C) Surface électrostatique de la
frataxine dans deux orientations : pont acidique de face (B) ou de dos (C). Echelle de couleur : de
+5 (bleu) a 5 kT/e (rouge). (D) Densité électronique du supercomplexe NFS1/ISD11-
ACP/ISCU/FXN par cryo-microscopie électronique (cryo-ME). (E) représentation schématisée des
motifs structuraux des sous-unités du complexe. 8Q1’= chaine phosphopantéthéine acyl ; ZN =

ions Zn?* ; PLP = pyridoxal 5’ phosphate.

4.2 Historique de recherche de la fonction de la Frataxine

La recherche de la fonction de la frataxine a fait ’objet de nombreuses études, qui ont
permis d’éclaircir son role au sein de la cellule. Apres I’identification du geéne, des observations
faites chez les patients ainsi que dans des mode¢les de la maladie ont associé la frataxine au
métabolisme du fer cellulaire et notamment mitochondrial. Dans ce contexte, la présence d’une
créte acidique dans la structure de la frataxine a suggéré qu’elle pourrait jouer un role dans la
régulation du transport du fer mitochondrial. Des expériences in vitro ont montré tres tot que la
frataxine pouvait former des structures sphéroidales oligomériques en milieu saturé en fer
(Adamec et al., 2000; Gakh et al., 2002). Ces oligomeres (jusqu’a 48-mere) ont €té montrés
comme capables de fixer plus de 50 atomes de fer. De par ces observations, les auteurs ont
suggéré que la frataxine pourrait jouer le role de chaperone du fer, similairement a la ferritine,
une protéine impliquée dans le stockage du fer cellulaire. Cette hypothése fut par la suite
supportée par le fait que I’expression de la ferritine pouvait particllement complémenter la
déficience en frataxine (Zanella et al., 2008). Cependant, il a été plus tard décrit que ces
oligomeéres ne sont pas stables dans des concentrations physiologiques de métaux et sels,
questionnant le role de la frataxine dans la récupération du fer in vivo (Adinolfi et al., 2002).
En outre, il a ét¢ montré qu’une frataxine de levure (Ythl) portant une mutation ponctuelle
prévenant la formation d’oligomeéres permet le sauvetage d’une souche de levure AYthl (Aloria
et al., 2004), démontrant que I’oligomérisation n’est pas requise pour complémenter la fonction
principale de la frataxine in vivo. En addition, la forme mature de la frataxine humaine ne forme
pas d’oligoméres mais est capable de restaurer la viabilité cellulaire dans une lignée de
fibroblasts déplétés en frataxine murine (Schmucker et al., 2011). Toutefois, la frataxine
monomérique est capable de fixer le fer, dans une moindre mesure, au travers de sa créte

acidique conservée et située sur I’hélice o en N-terminal (Lane and Richardson, 2010). Cette
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capacité semble avoir été conservée au travers de I’évolution puisqu’elle a ét¢ démontré non
seulement pour la frataxine humaine mais également pour ses homologues CyaY (bactéries) et
Ythl (levures) (Cook et al., 2006; Yoon and Cowan, 2003). Cette capacité ajoutée aux
phénotypes de dérégulation du métabolisme du fer chez les patients AF et les levures AYfh1
ont suggéré que la frataxine joue tout de méme un role clef dans le métabolisme du fer
mitochondrial.

Des études phylogénétique préliminaires ont montré que le géne CyaY affichait une
distribution phylogénétique identique a certaines protéines impliquées dans la biosyntheése des
centres Fer-Soufre (Fe-S) telles que les protéines HscA et HscB (Iron-sulfur cluster co-
chaperone protein A/B) (Huynen et al., 2001). Par la suite, des enzymes ayant comme cofacteur
des centres Fe-S ont été trouvée affectées dans un model murins ayant une déplétion cardiaque-
spécifique de la frataxine et reproduisant la cardiomyopathie de I’AF (Puccio et al., 2001). Ces
études ont conduit vers 1’assomption que la frataxine joue un réle dans le métabolisme des
centres Fe-S, confirmé plus tard chez la souche de levures AYthl (Duby et al., 2002;
Miihlenhoff et al., 2002). Gerber et colleégues ont montré chez la levure que la frataxine formait
un complexe avec les protéines ISCU et NFS1, deux protéines du mécanisme de la synthése
des Fe-S (voir paragraphe 4.3.2.1.1) (Gerber et al., 2003; Miihlenhoff et al., 2003). Il a été
montré que I’interaction de la frataxine avec ces protéines est fortement augmentée par le fer.
Cette dépendance du fer a suggérer un role de la frataxine dans le chargement du fer sur ISCU,
ainsi dans le mécanisme de biosynthese des Fe-S. Par la suite, il a été montré que 1’altération
des propriétés électrostatiques de la créte acidique de la frataxine perturbe I’assemblage des Fe-
S et affaiblit ’interaction entre FXN et ISCU, suggérant que cette créte est essentielle dans le
mécanisme de biosynthése des Fe-S, et joue probablement le role de domaine d’interaction de
la frataxine (Foury et al., 2007; Wang and Craig, 2008). Les études réalisées au sein de notre
laboratoire, sous la direction du Dr. Puccio, ont apporté des précisions quant aux interactants
de la frataxine. Il a été décrit en 2011 que la frataxine interagit non seulement avec ISCU et
NFS1, mais aussi avec la protéines ISD11, tous trois composants essentiels de la machinerie
d’assemblage des Fe-S. Grace a des expériences sur une série de mutants, il a été¢ démontré que
la frataxine mammif@re interagit a travers la créte acidique et le feuillet béta avec le complexe
préformé, plutdt qu’avec chaque protéine de maniére individuelle (Schmucker et al., 2011). En
2019, est publiée pour la premicre fois la structure du complexe d’assemblage des Fe-S chez
I’humain, contenant deux copies de 1I’hétéropentamére NFS1/ISD11-ACP/ISCU/FXN (Fox et

al., 2019) (Figure 16). La nature de ces protéines et leur fonction est détaillée ci-apres.
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4.3 Lafrataxine, catalyseur de la synthese des centres Fer-Soufre

4.3.1 Les centres Fe-S, des cofacteurs protéiques essentiels

[2Fe-25] [4Fe-45]

Figure 17 : Les centres Fe-S les plus courants chez les mammiféres

Les centres fer-soufre (Fe-S) rhombiques [2Fe-2S] et cubiques [4Fe-4S] sont les plus courants
chez les mammiféres, et sont généralement coordonnés par des résidus cystéines. Fe = atome de

fer ; S = atome de soufre.

Les centres Fe-S sont des cofacteurs inorganiques versatiles essentiels et présents chez
I’ensemble des organismes vivants (Lill, 2009). Les noyaux rhombiques, ou [2Fe-2S], sont
composés de deux atomes de fer et de deux atomes de souffre, tandis que les noyaux cubiques,
ou [4Fe-4S], sont composés de quatre atomes de fer et de quatre atomes de souffre (Figure 17).
Les centres rhombiques et cubiques sont les plus courants et contiennent uniquement du fer
Fe?"3* et du sulfure S*, mais il existe également des centres plus complexes pouvant contenir
d’autres ions métalliques (Rouault, 2012). De maniere générale, les centres Fe-S sont
coordonnés par des résidus cystéines ou histidines via leurs atomes de fer. Ils sont également

particulierement sensibles a 1’oxydation et a la dégradation (Rouault, 2012).

4.3.1.1 Meécanismes impliquant les Fe-S

Les centres Fe-S sont des cofacteurs présents et essentiels a travers toute la cellule (Figure
18) bien que leur rdle au sein des mitochondries ait été particulierement étudié. Alors que de
nombreuses protéines Fe-S aux rdles tres diversifiés ont été identifiées, on considére que
nombre d’entre elles restent encore inconnues. De nombreuses équipes de recherche travaillent
a référencer les protéines a Fe-S, associant récurrement ces cofacteurs a de nouveaux

mécanismes cellulaires.
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Figure 18 : Les centres Fe-S, des cofacteurs présents dans toute la cellule

Les centres Fe-S sont essentiels au fonctionnement et a la stabilité de protéines mitochondriales,

nucléaires et cytosoliques.

4.3.1.1.1 Mitochondrie

Les centres Fe-S sont essentiels aux fonctions mitochondriales, et notamment a la
production d’énergie. En effet, ils sont liés a plusieurs complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale (Sousa et al., 2018). Les complexes I et II contiennent respectivement huit (2 x
[2Fe-2S] + 6 x [4Fe-4S]) et trois (1x [2Fe-2S] + 1 x [3Fe-4S] + 1 x [4Fe-4S]) centres Fe-S,
tandis que le complexe III contient deux centres [2Fe-2S] (Sousa et al., 2018) (Figure 19). Au

sein de ces complexes, ils jouent le role de transporteur d’électrons, ¢lément essentiel a la
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création du gradient de proton nécessaire pour la conversion de ’ADP et ATP par I’ATP
synthase (Sousa et al., 2018). L’aconitase, protéine mitochondriale du cycle de Krebs, possede
un centre actif [4Fe-4S]** qui peut se convertir en une forme inactive [3Fe-4S]*, jouant donc le
role de substrat activateur (Lill, 2009). Cette enzyme réalise l'isomérisation spécifique du citrate
en isocitrate via le cis-aconitate, ce qui constitue 1’une des premicres étapes du cycle de Krebs
(Beinert et al., 1996). La ferrochélatase (FECH) est une protéine Fe-S ([2Fe-2S]) impliquée
dans la biosynthese de I’héme. La perte du cluster, jouant plus probablement un role structural,
affecte fortement 1’activité de cette protéine (Crouse et al., 1996; Sellers et al., 1996, 1998). Les
centres Fe-S servent également de catalyseurs rédox au sein des enzymes a radical S-adénosyl-

L-méthinone (SAM) telles que la Lipoate synthase (LIAS) (Gelling et al., 2008).
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Figure 19 Les Fe-S jouent le réle de transporteurs d’électrons au sein de la chaine

respiratoire

Au sein des complexes de la chaine respiratoire, les Fe-S servent a transporter les électrons issus
de I'oxydation des coenzymes réduits tels que NADH et FADHZ2, afin de les mener jusqu’a la fin de
la chaine et de réduire I'O2, accepteur final d’électron de la chaine, en H20. Est décrite ici I'action

des Fe-S jusqu’au complexe lll, dernier de la chaine associant ces cofacteurs.

4.3.1.1.2 Métabolisme du fer

Les centres Fe-S jouent également une fonction de régulation de I’expression de certains
genes associés au métabolisme du fer cellulaire de par leur liaison aux protéines régulatrices du

fer telles que IRP1 (Iron Regulatory Protein 1). IRP1 est une protéine du cytosol a Fe-S qui
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jouent le role d’aconitase cytoslique quand elle est liée a son cluster (Kaptain et al., 1991). En
cas de perte de la synthése des Fe-S, IRP1 se retrouve libre de son cofacteur et acquiert la
capacité de régulateur d’expression, en fixant des motifs structuraux des ARN messagers
(ARNm) appelés les Iron Responsive Elements ou IRE (Klausner et al., 1993) (Figure 20). Les
IRE peuvent agir au niveau de la traduction des génes auxquels ils sont associés, mais ¢galement
sur la stabilité¢ de I’ ARNm dépendamment de leur localisation par rapport a la séquence codante.
S’ils sont situés dans la partie 5 UTR de I’ARNm, la fixation des IRPs vient bloquer la
traduction du géne, tandis qu’elle augmente la stabilité de I’ARNm lorsque les IRE sont situés
en 3’ UTR, conduisant a une traduction accrue (Rouault et al., 1992). Parmi les génes régulés
par ce mécanisme, on retrouve le récepteur de la transferrine 1 ou 7FR/ (Transferrin Receptor

1), ainsi qu’une protéine de stockage du fer, la ferritine (FRT) (Rouault et al., 1992).
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Figure 20 : Mécanisme de régulation de I’expression fer-dépendante par la protéine IRP1

Aconitase cytosolique, holo-IRP1 acquiert la capacité de régulateur de traduction en absence de
son cofacteur Fe-S (apo-IRP1), et fixe des motifs Iron Responsive Elements (IRE) sur les ARNm.
Quand I'IRE est en 3'UTR, IRP1 stabilise 'TARNm et bloque la traduction en 5 UTR. L’activité de

IRP1 augmente ainsi I'expression protéique de TFR1 et baisse celle de FRT.

4.3.1.1.3 Réplication et réparation de '’ADN

De nombreuses protéines nucléaires impliquées dans la réplication et la réparation de
I’ADN sont liées a des centres Fe-S. La plupart de la synthése de I’ADN chez les eucaryotes
est réalisée par trois polymérases conservées : Pol a, Pol § et Pol € (Miyabe et al., 2011). Toutes
ces ADN polymeérases nécessitent un cluster Fe-S pour la formation d’une holo-protéine active

(Jain et al., 2014; Netz et al., 2011; Prakash and Prakash, 2002; White and Dillingham, 2012).

63



INTRODUCTION

Les primases eucaryotiques contiennent généralement une petite (PriS) et une grande (PriLl)
sous-unité. La grande sous-unité contient un centre Fe-S, nécessaire a D’initiation de la
réplication de I’ADN (Kilkenny et al., 2013; Prakash and Prakash, 2002). Les centres Fe-S
jouent également un role critique dans la réparation de I’ADN, étant liés a des DNA hélicases
impliquées dans les mécanismes de réparation par excision de nucléotides (NER) telles que
XPD et FANCJ (Rudolf et al., 2006), et certaines protéines de la réparation par excision de
bases (BER): MutY et Endolll (Fuss et al., 2015). RTEL, une hélicase impliquée dans la

maintenance des télomeres contient également des centres Fe-S (Fuss et al., 2015).

4.3.1.1.4 Autres mécanismes

Au niveau de la traduction, la protéine ABCEI, essentielle a I’initiation et a la fonction
ribosomale, contient également des Fe-S comme cofacteur (Barthelme et al., 2007). De plus,
de nombreuses protéines a Fe-S font partie du métabolisme des nucléotides. C’est le cas pour
GPAT (ou PPAT) et DPYD, deux protéines cytosoliques impliquées respectivement dans la
biosynthése des purines et la dégradation des pyrimidines en B-alanine (Martelli et al., 2007,
Schnackerz et al., 2004). Une autre protéine a Fe-S cytosolique, la protéine MOCSI, est
impliquée dans la cyclisation de la guanosine triphosphate en cPMP (cyclic pyranopterin
monophosphate), précurseur du cofacteur a molybdéne (MoCo) (Reiss and Johnson, 2003).
MoCo est lui-méme essentiel a 1’activité de protéines a Fe-S telles que la Xanthine Oxidase
(XO), impliquée dans le métabolisme des purines (Schwarz, 2005). Il existe également des
protéines a Fe-S impliquées dans I’apoptose (AIFM3) (Chua-On et al., 2016), I’inflammation
(RSAD?2) (Zhang et al., 2007) ainsi que le métabolisme des ARNt (ELP3, CKSRPA1, CDKALI
et TWY 1) (Bento-Abreu et al., 2018; Pereira et al., 2018; Wei and Tomizawa, 2011).

Cette distribution importante des protéines Fe-S a travers la cellule et dans des mécanismes
variés rend compte de I’importance qu’ont ces cofacteurs pour le fonctionnement de la cellule
en général. Récemment, une nouvelle protéine a Fe-S, KIF4A, a ¢été¢ identifié¢e comme
essentielle a la mitose. La perte du cluster chez cette protéine provoque sa mislocalisation
perturbant fortement le déroulement de la mitose (Ben-Shimon et al., 2018). Cette information
pourrait en partie expliquer pourquoi la perte totale de la frataxine est fatale aux cellules en

division.
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4.3.1.2 Lecasde l'acide lipoique: r6le et biosynthése
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Figure 21 : Enzymes utilisant I’acide lipoique comme cofacteur

L’acide lipoique se lie au domaine lipoate de la sous unité E2 des complexes 2-cétoacide
déshydrogénase tels que la pyruvate déshydrogénase (PDH), a-cétoglutarate déshydrogénase
(KGDH), la déshydrogénase spécifique des a-cétoacides a chaine branchées (BCKDH) ou la 2-
oxoacétate déshydrogénase. Ces complexes sont tous constitués d'une sous-unité E1
(décarboxylase), E2 (acyltransférase) et E3 (oxydo-réductase). |l est également lié a protéine H du
Systeme de clivage de la glycine. Les encarts indiquent les syndromes associés a un défaut de
fonctionnement de ces complexes, ainsi que les métabolites s’accumulant en cas de perte
d’activité de ces complexes. L = L-protein ou dihydrolipoyl dehydrogenase ; P = P-protein ou
glycine dehydrogenase ;T = T-protein ou aminomethyltransferase. Adapté de Solmonson et
DeBerardinis, 2018.

L’acide lipoique (LA) est un cofacteur soufré essentiel au métabolisme mitochondrial

(Figure 21). LA est utilis¢ comme cofacteur au sein de complexes 2-cétoacide déshydrogénases
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impliqués dans des rédactions de décarboxylation tels que la pyruvate déshydrogénase (PDH),
a-cétoglutarate déshydrogénase (KGDH), deux enzymes impliquées dans le cycle de Krebs, et
la déshydrogénase spécifique des a-cétoacides a chaine branchées (BCKDH) (Mayr et al., 2014;
Reed, 2001). Dans ces enzymes, il est li¢ de maniére covalente par une liaison amine a un résidu
lysine conservé du domaine lipoyl (LD) de la sous unité E2 des complexes (Solmonson and
DeBerardinis, 2018). Il est également li¢ a protéine H du Glycine Cleavage System, une enzyme
essentielle au métabolisme de dégradation de la glycine, la GCSH (Glycine cleavage system H

protein) (Schonauer et al., 2009).

4.3.1.2.1 Synthese chez les eucaryotes

Biosynthése de novo (E. Coli/H. Sapiens) LA Salvage Pathway (E. Coli)

s
S, s,
S S
L|pB/LIPT2 oLiPB/LIPT2 o LipA/LIAS LplA LplA

ﬁ_) 7—T> (0] <7—T
M 2csam 2x Met N AMP ED PP aTP / o
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@ N

Figure 22 : Comparaison des mécanismes de biosynthése de I'acide lipoique entre la

bactérie et ’lhomme

Biosynthése de novo : I'octanoate est transféré de la protéine porteuse d’acyle (ACP) vers le site
actif de I'octanoyltransférase LipB/LIPT2 (bactérie/humain), et associé au domaine lipoate (LD)
d’un résidu lysine sur les protéines acceptrices. L'octanoate est ensuite converti en lipoate par la
Lipoic Acid Synthase (LipA/LIAS), en utilisant deux molécules de S-adénosyl-L-méthionine (SAM)
et deux atomes de soufre pourvus par le Fe-S de I'enzyme. LA salvage pathway ou mécanisme de
sauvetage de I'acide lipoique. Réaction de la Lipoate-protein ligase A (LplA) bactérienne en deux
étapes : catalyse la synthése d’un lipoyl-adénylate a partir de I'acide lipoique libre ou oa-lipoic acid

(ALA), suivie du transfert vers le domaine LD des enzymes de destination.
Le métabolisme de 1’acide lipoique chez les eucaryotes a été extensivement étudié chez

S. Cerevisiae, et le mécanisme de sa synthése n’a été que récemment ¢€lucidé. Chez les

eucaryotes, 1’acide lipoique est synthétisé de novo dans les mitochondries en utilisant des
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intermédiaires de synthése des acide gras mitochondriaux, les radicaux SAM et les clusters Fe-
S (Figure 22). Dans ce mécanisme, le précurseur de ’acide lipoique, 1’octanoate est synthétisé
a partir du malonate et conjugué a une protéine porteuse de groupement acyle ou ACP (acyl
carrier protein) (Solmonson and DeBerardinis, 2018). L’octanoate est ensuite transféré sur la
GCSH (Gcv3 chez la levure) grace a ’enzyme LIPT2 (LIP2 chez la levure) ou lipoyl(octanoyl)
transferase 2 (Schonauer et al., 2009). La GCSH-octanoate est utilisée comme substrat pour
I’insertion de deux atomes de soufre en positions C6 et C8, produisant la GCSH-lipoate, dans
une réaction catalysée par ’enzyme a Fe-S, la Lipoic Acid Synthase ou LIAS (LIP5 chez la
levure) (Miller et al., 2000; Reed and Cronan, 1993). Une enzyme additionnelle, LIPT1 (Lip3
chez la levure) catalyse le transfert de ’acide lipoique aux domaines lipoates (LD) des sous-
unités E2 des complexes 2-cétoacide déshydrogénases (Solmonson and DeBerardinis, 2018).
Un dysfonctionnement de 1’'une de ces enzymes mene a une baisse de lipoylation de PDH et
KGDH, ainsi qu’a un dysfonctionnement de la fonction mitochondriale (Heimer et al., 2016;
Mayr et al., 2014; Smith et al., 2012). L’incapacité¢ des souches mutantes Lip2 et Lip5 de
survivre sur milieu supplémenté en LA fut la premiére indication que les eucaryotes ne
possedent pas de « mécanisme de sauvetage », permettant de complémenter la production de
novo de LA, contrairement aux bactéries (voir ci-aprés). Cette observation correle avec
I’incapacité de 1’acide lipoique exogene d’améliorer le fonctionnement des cellules issues de
patients ayant des mutation dans le géne LIAS, la 1étalit¢ embryonnaire des souris KO-LIAS,
ou d’améliorer les symptomes de ces patients (Baker et al., 2014; Mayr et al., 2014; Y1 and
Maeda, 2005). Les différents homologues bactériens des protéines de levures et mammiferes

de la synthése de 1’acide lipoique sont référencées en Tableau 4.

Nom des génes

Organisme E. Coli S. Cerevisiae H. Sapiens
Lipoyl synthase lipA LIP5 LIAS
Octanoyltransferase lipB LIP2 LIPT2
Amidotransferase Aucun LIP3 LIPT1
Lipoate ligase IplA Aucun ? Aucun ?

Tableau 4 : Enzymes impliquées dans la biosynthése de I'acide lipoique au cours de

I’évolution
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4.3.1.2.2 Chez les bactéries

Chez Escherichia coli, 1e métabolisme de I’acide lipoique se décompose en un mécanisme
biosynthése de novo et une voie de sauvetage ou « salvage pathway », capable d’utiliser 1’acide
lipoique exogéne comme substrat (Figure 22). Chacun de ces deux mécanismes mene a la
modification covalente du groupement amine sur des lysines conservées au sein du domaine
lipoyl de sous unités E2 des complexes 2-oxo acide déshydrogénase (Green et al., 1995; Morris
et al., 1994). Dans la synthése de novo, la LipB (homologue de LIPT2 et LIP2) réalise dans une
premicre étape le transfert de 1’octanoate vers le domaine LD des sous-unités E2 des 2-
cétoacide déshydrogénases. Dans une seconde étape, deux atomes de soufres sont insérés en
position C6 et C8 par une enzyme a Fe-S LipA (Miller et al., 2000; Parry and Trainor, 1978;
Reed and Cronan, 1993) (homologue de LIAS et LIPS), considérée comme une protéine suicide
plutdét qu’une enzyme, car elle transfére des atomes de soufre de LipA a partir du cluster [4Fe-
4S] de manicere non réversible (Cronan, 2014). Contrairement aux eucaryotes, chacune de ces
deux étapes peut étre remplacée par ’activité du salvage pathway, dans lequel une enzyme
appelée Lipoate-protein ligase A (LplA) est capable de conjuguer dans un premier temps 1’acide
lipoique exogene a I’intermédiaire adénylé lipoyl-AMP, puis de réaliser sa ligation aux sous-
unités E2 ainsi qu’aux protéines H (Green et al., 1995; Morris et al., 1994; Reed et al., 1958).
LplA peut utiliser a la fois 1’acide lipoique et I’octanoate pour modifier les sous unités E2, bien
que I'utilisation de 1’octanoate requiert 1’activité¢ de LipA pour insérer les atomes de soufre et

générer le résidu lipoate sur les protéines cibles (Morris et al., 1994, 1995).

Chez les eucaryotes, I’existence d’un salvage pathway est discutée. L homologue le plus
proche de LplA chez les eucaryotes correspond au géne LIPT1/Lip3, qui montre moins de 30%
d’identité de séquence protéique, conférant a ces protéines qu’une fonction partielle de la ligase
LplA (Solmonson and DeBerardinis, 2018). De maniére trés intéressante, les mutations induites
dans LIPT1 ne semblent affecter que la lipoylation de PDH et aKGDH, et non des autres
enzymes LA-dépendantes telles que celles associées au métabolisme des acides aminés
branchés et de la glycine (Soreze et al., 2013; Tort et al., 2014). Ces résultats suggerent que le
mécanisme de novo et un salvage pathway limité pourrait fonctionner en paralléle chez les

mammiferes sans toutefois pouvoir se complémenter.
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4.3.2 Biosynthese des Fe-S et réle de la frataxine dans ce processus

4.3.2.1 Machinerie mitochondriale et frataxine

4.3.2.1.1 Assemblage des centres Fe-S

l_ MFRN

Fe ®
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NUBPL

\

Cystéine Alanine
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cluster cluster

Figure 23 : Mécanisme de biosynthése des centres Fe-S chez les mammiféres

La biosynthése des centres Fe-S a lieu dans la matrice mitochondriale et se fait en deux étapes :
'assemblage de novo du centre Fe-S sur la protéine échafaud ISCU, puis le transfert des Fe-S

aux protéines acceptrices. Adapté de Beilschmidt and Puccio, 2014.

Les centres Fe-S sont synthétisés par un mécanisme complexe impliquant plus de 20
protéines mitochondriales. Ce mécanisme peut se décomposer en deux étapes : 1’assemblage
des atomes de fer et soufre, suivi du transfert aux protéines acceptrices (Figure 23). La premiere
étape prend place dans la matrice mitochondriale, ou les atomes de fer et de soufre sont
assemblés sur une protéine échafaud appelée ISCU (IscU, bactéries ; Isu, levure) (Beilschmidt
and Puccio, 2014). L’apport du soufre et du fer doivent étre coordonnés car les deux doivent
étre emmenés en méme temps. L’atome de soufre est pourvu par I’activité de la cystéine
désulfurase NFS1/IscS/Nfs1 qui catalyse la conversion pyridoxal phosphate (PLP)-dépendente

d’une L-cystéine en une alanine et un sulfane-soufre (Loiseau et al., 2003). Un intermédiaire
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persulfure coordiné a une cystéine catalytique de NFS1 (-SSH) est formé suite a cette réaction.
Le soufre, présent sur la cystéine désulfurase en tant que persulfate de cystéine est transféré
vers un résidu cystéine conservé de ISCU, par une réaction de trans-persulfuration (Loiseau et
al., 2003). Le sulfane-soufre (S°) du persulfate de cysteine situé sur ISCU est ensuite réduit en
sulfate et combiné a I’ion ferreux Fe?* afin de générer le centre Fe-S. Chez les eucaryotes, NFS1
interagit directement avec ISD11, une protéine eucaryote-spécifique dont le role a été proposé
de stabiliser et d’activer NFS1 (Pandey et al., 2011). ISCU interagit avec NFS1/ISD11 pour
former un complexe ternaire ISCU/NFS1/ISD11 (Schmucker et al., 2011). Il a ét¢ montré que
la protéine porteuse d’acyl ACP interagit avec ISD11/NFSI, et pourrait permettre d’assurer le
repliement de ISD11 (Herrera et al., 2018; Van Vranken et al., 2016). Il a ét¢ montré que la
frataxine interagissait directement avec le complexe ISCU/NFS1/ISD11 (Schmucker et al.,
2011), formant ainsi un « supercomplexe » NFS1/ISD11-ACP/ISCU/FXN (Boniecki et al.,
2017; Fox et al., 2019). L’homologue bactérien de la frataxine CyaY, lie IscS en méme temps
que IscU, suggérant la formation d’un complexe IscS-IscU-CyaY également chez la bactérie
(Prischi et al., 2010).

En 2015, il est suggéré que ’interaction entre la frataxine et NFS1 induit un changement
de conformation permettant la boucle persulfate de NFS1 d’étre en contact rapproché d’une
cystéine conservée de ISCU (Parent et al., 2015). Ce changement de conformation permettrait
un transfert direct du soufre pour la génération du cluster Fe-S, augmentant sensiblement la
cadence de la synthése. L’interaction pourrait également induire un changement de
conformation de ISCU qui faciliterait le transfert de I’atome de soufre depuis NFS1 (Parent et
al., 2015). Récemment, une nouvelle étude apporte des précisions. FXN est liée a une boucle
cystéine mobile de transfert du souffre sur NFS1 (Patra and Barondeau, 2019). Cette boucle
cystéine constitue le résidu critique dans la réaction de désulfuration de cystéine (comme
énoncé précédemment). Cette étude démontre que la frataxine permet de faire passer cette
boucle d’une conformation ouverte et « non productive », a une conformation fermée et
«active ». Ainsi, la présence de FXN induit un réarrangement architectural du complexe,
permettant 1’accélération des étapes chimiques menant a la formation du cluster sur la protéine
¢chafaud ISCU (Patra and Barondeau, 2019). Ces résultats ainsi que ceux des études
précédentes menent a I’hypothése que la frataxine agit en tant qu’activateur allostérique de la
cystéine désulfurase NFS1, activant sensiblement la production des centres Fe-S (Fox et al.,
2015; Gervason et al., 2019; Parent et al., 2015; Patra and Barondeau, 2019; Schmucker et al.,
2011).
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Le mécanisme par lequel le fer entre dans le complexe reste a caractériser. Il a ét€ montré
que des sources passives de fer a 1’état ferreux pouvaient permettre I’assemblage de Fe-S in
vitro. Il a été montré que certaines protéines de la machinerie de synthése des centres Fe-S telles
que IscA bactérienne fixent le fer quand elles sont incubées en présence d’oxygene de d’ions
ferreux dans des conditions réductrices (Ding and Clark, 2004). De par sa capacité a fixer le fer
et son interaction avec les protéines de la biosynthése des Fe-S, il a été proposé que CyaY joue
le réle de donneur de fer dans ce mécanisme. CyaY aiderait a solubiliser et transporter le fer
vers le complexe (Yoon and Cowan, 2003). Cependant, aucune perturbation de I’homéostasie
du fer ni baisse significative de I’activité des Fe-S ont été observées en 1’absence de CyaY chez
la bactérie, questionnant le role de la frataxine comme source de fer (Li et al., 1999). Chez les
eucaryotes, le fer est présent dans les mitochondries sous une forme pouvant étre utilisée dans
la formation des Fe-S. Bien que la source du fer ne soit pas bien déterminée, il se pourrait que
le fer cytoplasmique soit transporté aux mitochondries par des transporteurs tels que les
mitoferrines (Paradkar et al., 2009). La frataxine pourrait assurer 1’apport ultérieur du fer a la
protéine échafaud. Cette hypothése s’appuie sur le fait que la frataxine interagit de manicre fer-
dépendante avec NFS1 et ISCU (Gerber et al., 2003). 11 a également été¢ montré que la frataxine
chargé en Fe?* se fixe au supercomplexe sans relargage de fer (Cai et al., 2018).
Additionnellement, il a été suggéré que la frataxine contrdle ’entrée du fer dans le mécanisme
a travers la régulation de I’activité de la cystéine désulfurase (Colin et al., 2013).

La liaison de deux atomes de soufre requiere quatre électrons. Deux d’entre eux sont
pourvus par les deux ions Fe?* et deux autres électrons proviennent d’un composé exogéne. 11
a été proposé que la ferrédoxine (FDX), une petite protéine globulaire a noyau Fe-S remplisse
cette fonction (Miihlenhoff et al., 2002). Les ferredoxines mitochondriales FDX1 et FDX2
interagissent avec le supercomplexe, quand elles sont liées a leur Fe-S (Cai et al., 2017).
Lorsque les persulfates et le fer sont présents sur I’échafaud, la ferrédoxine doit déplacer la
frataxine en dehors du complexe afin de réduire les persulfates. La ferrédoxine est elle-méme

réduite par la ferrédoxine réductase FDXR (Rouault, 2019; Shi et al., 2012).

4.3.2.1.2 Transfert des centres Fe-S

Une fois assemblé sur ISCU, le cluster doit étre transféré aux protéines acceptrices,
constituant la deuxieme étape de la synthese des Fe-S (Figure 23). Cette étape implique la
participation de composants additionnels de la machine d’assemblage des Fe-S tels que le

systéme de chaperones HscB/HSPA9, NFUI1, IBAS57 et les protéines ISCA1/ISCA2 (Lill,
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2009). Toutes les étapes du transfert des clusters aux protéines a Fe-S ne sont pas encore
clairement définies. Apres avoir été assemblé sur ISCU, le cluster serait transféré avec 1’aide
des protéines chaperones HSCB et GRP75 (ou HSPAY). Chez la bactérie et la levure, la co-
chaperone HscB/Jacl (homologue de HSCB) fonctionne en coordination avec sa chaperone
HscA/Ssql (homologue de HSPAO) et le facteur d’échange de nucléotides Mgel, qui réalise le
relargage d’ATP dans I’interaction entre Isul et Ssql (Craig and Marszalek, 2002; Uhrigshardt
et al., 2010; Vickery and Cupp-Vickery, 2007). Cette interaction hautement spécifique induit
une changement de conformation de Isul qui méne a la dislocation du cluster du complexe
(Dutkiewicz et al., 2004; Hoff et al., 2003). Grx5 (levure) interagirait avec Ssql a travers un
site de fixation proche de celui d’Isul. Cette interaction permettrait le transfert d’un cluster fixé
sur Isul vers Grx5 (Uzarska et al., 2013). Les protéines Isal et [sa2 (ISCA1 et ISCA2), formant
un complexe avec Iba57 (IBA57) accepterait un cluster [2Fe-S2] de Grx5, et assurerait le
transfert vers la machinerie tardive (Miihlenhoff et al., 2017). II a été montré que ISCA1 était
essentielle pour la maturation des centres 4Fe-4S (Beilschmidt et al. 2017). Des facteurs
additionnels facilite le transite du [4Fe-4S] du complexe Isal-Isa2-Iba57 vers les protéines
acceptrices. Des ¢léments suggerent que Nful (NFUI) interagit avec la machinerie
d’assemblage des [4Fe-4S] et avec certaines protéines acceptrices a [4Fe-4S], suggérant son
role dans le transfert de ces clusters (Melber et al., 2016), méme si la fonction exacte de NFU1
reste mal connue. La caractérisation de patients portant des mutations dans NFUT et de cellules
déplétées en NFU1 suggerent fortement un role de transfert des [4Fe-4S] spécifiquement vers
les protéines SDHb (complexe II) et LIAS (Lipoic Acid Synthase) (Cameron et al., 2011;
Ferrer-Cortes et al., 2013; Navarro-Sastre et al., 2011). En effet, la perte de NFUI résulte en
une baisse d’activité partielle et spécifique de SDHb et LIAS (Ferrer-Cortes et al., 2013). De
manicre similaire, les facteurs Boll et Bol3 (BOLA1 et BOLA3) établirait également un lien
tardif vers une sous-classe de protéines a [4Fe-4S] (Uzarska et al., 2016). Six patients portant
une mutation dans BOLA3 présentent un phénotype similaire aux patients NFU1-déficients

(Cameron et al., 2011).

4.3.2.2 Machinerie cytosolique

Plusieurs des ¢léments requis pour la synthése des Fe-S mitochondriaux sont également
essentiels pour la maturation de tous les Fe-S de la cellule. C’est le cas de FXN, NFS1 et ISD11,
ISCU ainsi que le transporteur ABCB7 (Bekri et al., 2000; Martelli et al., 2007; Schmucker et
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al., 2011). Un composant encore inconnu est exporté¢ en dehors de la mitochondrie grace au
transporteur ABCB7 (Atm1 chez la levure), et est utilisé comme substrat pour la biogénése des
Fe-S cytosoliques et nucléaires dans la machinerie CIA (Cytosolic Iron-sulfur protein
Assembly) (Sharma et al., 2010). Toutes les étapes de la machinerie cytosolique n’ont pas
encore ¢été clairement identifiées, bien que certains aspects soient connus. Les [4Fe-4S] sont
assemblés sur un complexe échafaud composé de deux NTPases a boucle P CFD1 et NBP35
(Netzetal., 2012). Les ¢électrons sont apportés par une chaine de transport d’¢lectrons composée
du NADPH, de la diflavine réducatse NDORI1 ainsi que de la protéine a Fe-S CIAPINI1. Le
cluster doit ensuite étre transféré aux protéines destinataires grace a plusieurs facteurs tels IOP1,
CIALI et CIA2, ainsi que la protéine a répétitions HEAT, MMS19. (Netz et al., 2014; Stehling
etal., 2014). MMS19 a été¢ montré comme essentielle a la maturation d’un nombre de protéines
Fe-S cytosoliques et nucléaires telles que la sulfide réductase dans la synthése de la méthionine,
des hélicases de ’ADN, des glycosylases et des polymérases impliquées dans la synthese
d’ADN, ainsi que I’hélicase RTEL1, impliquée dans la régulation de la longueur des télomeéres

(Gari et al., 2012; Stehling et al., 2012).

4.3.2.3 ROle de la frataxine chez les bactéries

Alors qu’un effet régulateur positif est observé pour la frataxine de la levure et humaine,
la frataxine bactérienne CyaY a un effet négatif sur ’activité de IscS due a une baisse de la
formation de persulfate (lannuzzi et al., 2011). Bridwell-Rabb et collegues ont étudié les
différences entre les frataxines humaines et bactériennes en interchangeant les composants de
la machinerie de synthése des Fe-S et réalisant des mesures cinétiques. Les résultats ont montré
que I’effet de la frataxine en activateur ou inhibiteur semble étre déterminé par le type de
cystéine désulfurase, plutot que le type d’homogue de la frataxine (Bridwell-Rabb et al., 2012).
La frataxine bactérienne est d’ailleurs capable de complémenter pour la souche Ayfhl
(Bedekovics et al., 2007) Une autre explication au rdle négatif de CyaY dans la machinerie
bactérienne a été suggérée par Kim et collegues. CyaY et la ferrédoxine bactérienne [2Fe-2S]-
Fdx se disputent la liaison a IscS. En se fixant a IscS, CyaY préviendrait la fixation de Fdx ainsi
que son activité de donneur d’¢électron dans la biosynthese des Fe-S, ce qui a été suggéré dans
des études préliminaires (Lange et al., 2000). Cela impacterait négativement le taux de
production des centres Fe-S (Kim et al., 2013). Contrairement a son homologue FXN, CyaY ne

semble pas étre essentielle a la survie des cellules. Il a été montré que la délétion de CyaY
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n’affecte pas la croissance ou ne génére de dérégulation du métabolisme du fer (Li et al., 1999).
Chez la levure, une mutation ponctuelle de la protéine échafaud Isu capable de « bypasser » le
besoin en frataxine et ainsi complémenter les phénotypes sévéres de la souche Aythl a été
identifiée (Yoon et al., 2015). Cette effet résulte de la conversion du résidu méthionine M 141
en un résidu isoleucine. Isu ainsi muté est capable de fixer et d’activer la cystéine désulfurase
Nfs1 sans avoir besoin de la frataxine. Intéressement, insérer cette mutation sur 1’homologue
bactérien IscU rend la bactérie frataxine-dépendante. La souche ainsi mutée montre des défauts
de croissance, déficiences en protéines a Fe-S, dérégulation de 1’homéostasie du fer et

sensibilité accrue au stress oxydatif (Roche et al., 2015).

4.3.2.4 Autres fonctions proposées pour la frataxine

4.3.2.4.1 Meétabolisme du fer

Comme énoncé précédemment, la capacité de la frataxine a fixer le fer a longtemps
suggéré que cette protéine pouvait avoir un role dans le stockage du fer similaire a celui de la
ferritine. Les détails de ces hypotheses ont déja été décrit en « 4.2. Historique de recherche de

la fonction de la Frataxine ».

4.3.2.4.2 Biosynthese de I’'heme

Une interaction directe de la frataxine avec la ferrochelatase fut assez tot démontrée
(Yoon and Cowan, 2004). La ferrochelatase est une protéine mitochondriale membranaire,
catalysant 1’étape finale de la biosynthése de I’héme : insertion d’un Fe?* au sein de la
protoporphyrine IX. De ces observations, il a été suggéré que la frataxine joue un role dans la
biosynthése de I’héme. Cette interaction est strictement dépendante du fer, et augmente en
présence de frataxine chargée en fer (Soderberg et al., 2016). Additionnellement, des résultats
récents dans des lymphocytes B de patients FRDA, ont montré une baisse d’expression de 2,5
fois de la protoporphyrinogen oxidase, une autre enzyme de ce mécanisme (T¢lot et al., 2018).
Il a ét¢ montré qu’une déficience en frataxine déclenche une baisse d’expression de cinq
enzyme du mécanisme de biosynthése de I’héme ainsi qu’en une sous production de ’héme
chez certains modeles (Lu and Cortopassi, 2007; Napoli et al., 2007; Schoenfeld et al., 2005),

bien que cette derniére observation est assez controversée et modele-dépendante (Steinkellner
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et al., 2017). L’absence d’anémie parmi les symptomes des patients de I’AF contribuent a

remettre en cause le role de la frataxine dans la biosynthése de I’héme.

4.3.2.4.3 Régulation de la ferropoptose

La ferropoptose est une forme de nécrose cellulaire dépendante du fer. Elle a été
découverte grace a I’utilisation de 1’érastine (Yagoda et al., 2007). Cette molécule, identifié¢e
initialement comme anti-cancéreux, induit une nécrose pouvant étre prévenue par I’application
de chélateurs de fer (Dixon et al., 2012). Deux études récentes relient la frataxine et la
ferropoptose. Dans ces études, les chercheurs rapportent que la déficience en frataxine rend les
cellules plus sensibles a 1’érastine, évoquant ainsi la possibilité que la frataxine participe a la
régulation de cette réponse, en modulant les niveaux de fer intracellulaires (Cotticelli et al.,
2019; Du et al., 2020). Les cellules déficientes en frataxine ont tendance a étre exposées a de
hauts niveaux de fer (voir le chapitre 5 : Modeles et Physiopathologie de I’AF). Si la frataxine
régule la ferropoptose, ces cellules seraient donc plus exposées a une nécrose induite par de
fortes concentrations en fer. Il a ét¢ montré que 1’utilisation de différents inhibiteurs de la
ferropoptose prévient la mort cellulaire associée au knock-down de la frataxine dans des

fibroblastes, ouvrant la voie a de potentielles pistes thérapeutiques (Cotticelli et al., 2019).

4.3.2.5 Autres maladies liées a des défauts de biosynthese des Fe-S

4.3.2.5.1 Mutations dans 'assemblage de novo

Myopathie ISCU

Une mutation a 1’état homozygote au niveau de ISCU induit un défaut d’épissage de
I’ARNm de ISCU, résultant en 1’inclusion d’un pseudo-intron générant une protéine tronquée
et aberrante (Mochel et al., 2008; Olsson et al., 2008). On observe une baisse sévere des niveaux
d’ISCU dans les cellules musculaires, car le site d’épissage touché semble étre muscle-
spécifique (Nordin et al., 2011). Les phénotypes incluent une forte intolérance a 1’effort
musculaire avec de hautes concentrations de lactate et pyruvate dans le sang (Larsson et al.,
1964). La baisse d’ISCU provoque une forte baisse d’activité des enzymes a Fe-S dans les

cellules touchées, ainsi qu’une accumulation de fer (Hall et al., 1993; Mochel et al., 2008).
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Myopathie FDX2

Causée par une mutation dans le premier intron du génes FDX1L codant pour FDX2. La
mutation, au niveau du codon start ATG, induit une forte perte des niveaux de FDX2 dans les
muscles et les fibroblastes. Les patients ont une activité fortement réduite des complexes de la

chaine respiratoire, de I’aconitase et de la pyruvate déshydrogénase (Spiegel et al., 2014).

4.3.2.5.2 Mutations dans le transfert des clusters

Anémie microcytique de type sidéroblastique et accumulation de fer (GLRXS)

A ce jour, deux types de mutations au niveau de GLRXS ont été reportées. Deux patients
montrent une mutation homozygote au niveau de I’exon 1 du gene, interférant avec I’épissage
de I’ARNm et menant & une forte baisse de ’ARNm et une perte de la protéine GLRXS (Baker
etal., 2014; Yeetal., 2010). Le troisiéme patient présente une mutation au niveau de la cystéine
67 provoquant une mauvaise coordination du cluster [2Fe-2S] (Daher et al., 2019). Les tissus
les plus touchés sont ceux ou I’expression de GLRXS est la plus forte, a savoir le foie, la moelle
osseuse et la rate (Wingert et al., 2005). Les patients présente une baisse d’activité des enzymes
a Fe-S notamment des complexes I et II de la chaine respiratoire, de la ferrochélatase ainsi que

de LIAS (Daher et al., 2019; Ye et al., 2010).

Syndromes de malfonctions mitochondriales multiples : types NFUI, BOLA3 et IBA57
Plusieurs mutations ont ét¢ identifiées dans le géne NFU1, avec des sites trés variables et
conduisant soit a des activités altérées de NFU1 soit a des baisses de niveaux d’expression.
Pour I’ensemble des patients, une déficience d’activité de LIAS est décrite, résultant en un
défaut de fixation de 1’acide lipoique a PDH et KGDH. Un défaut d’activité de la SDH et de
I’aconitase sont également décrits (Cameron et al., 2011; Lebigot et al., 2017; Navarro-Sastre
et al., 2011). Plusieurs patients avec des mutations dans les génes BOLA3 et IBAS7 ont été
identifiés et présentent des caractéristiques similaires aux patients NFU1 (Ajit Bolar et al.,

2013; Baker et al., 2014; Lebigot et al., 2017; Navarro-Sastre et al., 2011).
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5 Modeles et physiopathologie de I'AF

5.1 L'apport des modeles

Apres la découverte du géne en 1996 (Campuzano et al., 1996), les équipes de recherche
ont commencé a développer des modeles en utilisant des technologies différentes. Tous ont
pour but de comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires qui définissent I’AF, et le
développement de stratégies thérapeutiques. Chacun de ces modeles est d’une grande
importance pour la communauté. Tous ensemble, ils récapitulent les principaux événements de
I’AF, des dérégulations génétiques aux défauts physiologiques. La combinaison des données
de chacun d’eux est requise pour pouvoir développer des stratégies thérapeutiques prometteuses
pour les patients. Les différentes approches utilisées pour générer ces modeles sont décrites ci-

dessous.

5.1.1 Modeles a déplétion partielle

5.1.1.1 Modeles a répétitions de triplets GAA

Afin de développer un modele présentant une réduction de I’expression de la frataxine
proche de ce qui est observé chez les patients, de nombreux efforts ont été investis dans la
génération de modeles basés sur la répétition de triplets GAA, étant la mutation majoritaire de
I’AF. Miranda et collegues ont introduit une expansion de 230 GAA dans I’intron 1 du gene de
la frataxine murine (Miranda et al., 2002). Deux lignées ont été créées : une lignée knock-in
homologue KIKI (frda?3?239GAA) et une lignée hétérozygote knock-in/knock-out KIKO (frda
/230GAAY (Figure 24), tous deux présentant des phénotypes trés légers bien que présentant une
baisse significative d’expression de la frataxine (respectivement 75% et 25-36% des niveaux
sauvages). Ces résultats suggeérent que cette baisse transcriptionnelle n’est pas suffisante pour
atteindre le seuil critique de niveaux de frataxine requis pour induire la pathologie. Les souris
ne présentent pas de défauts de coordination ou de balance (Miranda et al., 2002), mais ont une
l1égere réduction de la force d’attachement & 9 mois et une sensibilité périphérique réduite (test
Von Frey, bien que plutot adapté a une mesure de la nociception) (McMackin et al., 2017).
Aucun phénotype cardiaque n’a été observé.

Un deuxiéme modele a expansion de triplets GAA a été obtenu en insérant initialement

un Yeast Artificial Chromosome (Y AC) contenant le locus entier de la frataxine humaine,
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Figure 24 : Principaux modeéles murins a délétion partielle de I’AF

Les modéles a délétion partielle ont été générés selon deux stratégies : insertion d’'une expansion
de GAA au sein du géne Fxn (souris KIKI ou KIKO) ou inactivation homozygote de Fxn et
expression d’un transgéne comprenant un locus humain de FXN avec une expansion, au sein d’'un

chromosome artificiel de levure (YAC) (souris YG8sR, ici en exemple).

combiné avec une suppression de la frataxine murine. Ce modele démontre que la frataxine
humaine peut entiérement fonctionner chez la souris (Pook et al., 2001). Deux lignées de souris
transgéniques contenant additionnement des répétitions de GAA ont été générées de la méme
fagon (Al-Mahdawi et al., 2004). Les lignées YGS8 et YG22 contiennent respectivement 190 +
90 (deux copies) et 190 répétitions (copie unique). A ’inverse des souris KIKI et KIKO, les
répétitions GAA sont positionnées correctement dans les séquences génomiques humaines
correspondantes, ce qui conduit a I’instabilit¢ somatique des répétitions connue chez les
patients. Intéressement, cette instabilité s’est montrée plus marquée dans le systéme nerveux
central et en particulier dans le cervelet (Al-Mahdawi et al., 2004). Par la suite, ces lignées ont
été croisées avec des souris hétérozygotes knock-out afin d’obtenir des souris YG8R et YG22R

(R pour Rescue), qui contiennent donc des répétitions GAA et expriment seulement la frataxine
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humaine (Al-Mahdawi et al., 2006) (Figure 24). Ces souris montrent respectivement des
niveaux de frataxine de 67% et 42% dans le cervelet, 37% et 25% dans le coeur et 10% et 9%
dans les muscles squelettiques. Les deux mutants montrent de 1égers défauts neurologiques
progressifs dont une 1égére baisse de la coordination et de ’activité locomotrice (Al-Mahdawi
et al., 2006). Ces souris ont également une force musculaire diminuée (Anjomani Virmouni et
al., 2014).

Les modeles a répétitions de triplets GAA respectent le contexte génétique de I’AF, car
ils portent la mutation principalement retrouvée chez les patients, bien que ne montrant qu’un
faible phénotype. Un seuil de baisse transcriptionnelle doit étre atteint pour développer les
symptomes de I’AF, et il est possible que cette valeur varie entre ’humain et la souris,
expliquant potentiellement le faible phénotype observé pour 200 GAA, une taille d’expansion
pourtant considérée comme pathologique chez I’humain. Les efforts sont maintenus pour
générer de nouveaux modeles avec des expansions plus importantes, mais la difficulté réside
toujours dans I’instabilité de ces répétitions au fil des divisions cellulaires. Cependant, de
nouveaux modeles de souris développées par I’équipe de Mark Pook a 1’Université Brunel de
Londres ont récemment ¢ét¢ rendus disponibles aux différentes équipes de recherches, et
contiennent plus de 800 répétitions GAA. Les résultats préliminaires tirés de I’expérience de
notre laboratoire ainsi que de différents posters a la conférence internationale sur les ataxies de
2019 (IARC 2019, Washington D.C.), montrent que les souris ne semblent pas présenter de
phénotypes drastiques, et que les premiers signes comportementaux sont mis en évidence apres
6-9 mois de vie. Les études se poursuivent sur ces modeles et apporteront des résultats dans les

prochaines années.

5.1.1.2 Modéles knock-down a interférence a ARN

Les chercheurs ont utilisé I’interférence a ARN in vivo avec la méme intention que pour
les modeles basés sur les triplets GAA : reproduire une perte partielle similaire a celle observée
chez les patients. Dans cette stratégie, des petites boucles d’ARN ou hairpins (sShRNA) sont
designées pour cibler I’ARN messager de la frataxine et doivent étre exprimés dans les tissus
cibles. Katsu-Jiménez et collégues ont utilisé¢ des lentivirus comme vecteur afin d’introduire
ces shRNA dans le cervelet murin. Ces souris montrent une coordination affectée, une perte des
cellules de Purkinje et une augmentation de I’apoptose (Katsu-Jiménez et al., 2016). Chandran

et collegues ont plus récemment généré un nouveau modele inductible et réversible dans lequel
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les shRNA sont exprimés de maniére endogéne, sous le contrdle d’un promoteur inductible a
la doxycycline (Chandran et al., 2017). Cette particularité permet d’induire et stopper la perte
de frataxine aux temps voulus. Il s’agit du premier modéele permettant non seulement de
provoquer le développement de I’AF mais également le rétablissement des symptomes. Ces
souris récapitulent certains des événements conduisant a la physiopathologie de I’AF tels que
la cardiomyopathie avec dépots de fer, démarche ataxique, défauts de coordination et équilibre
ainsi que des signes de dégénérescence des neurones sensitifs de DRG (Chandran et al., 2017).
Ces souris montrent également une dégénérescence des neurones de la rétine, une
caractéristiques non commune chez les patients AF bien que I’incidence d’une composante
visuelle a été reportée chez certains patients et modeles de souris (Carroll et al., 1980; Crombie
et al., 2015). Les souris rescue montrent une espérance de vie stabilisée et une réversion de la
plupart des phénotypes (Chandran et al., 2017). La stratégie utilisée pour ce modele est tres
prometteuse concernant 1’identification de nouveau biomarqueurs associés avec la récupération
apres traitement, qui seront d’un intérét majeur dans le développement préclinique de nouvelles
stratégies thérapeutiques.

L’interférence a ARN a également ét¢ utilisée pour générer plusieurs modeles cellulaires
de la maladie (Kemp et al., 2017; Loria and Diaz-Nido, 2015; Lu and Cortopassi, 2007; Napoli
et al., 2007; Obis et al., 2014; Palomo et al., 2011; Santos et al., 2001; Stehling et al., 2004;
Zanella et al., 2008). Le knock-down de la frataxine dans ces cellules affecte généralement la
survie et la différentiation des cellules, et induit des phénotypes biochimiques typiques de I’AF
(voir 5.2). Cependant les phénotypes reportés sont plutot variables entre les différentes ¢tudes,
da aux différentes lignées cellulaires utilisées mais €galement a la séquence et les niveaux
d’expression des shRNA. Toutefois, utiliser des shRNA sur des lignées cellulaires reste
avantageux dans le cas de criblages pharmacologiques a grande échelle car il reste facile a
établir et ces lignées faciles a manipuler (Calmels et al., 2009b).

L’interférence a ARN (RNAI) reste également trés utile afin d’établir des modéeles
d’autres organismes multicellulaires tels que la drosophile (Anderson et al., 2005; Calap-
Quintana et al., 2015; Llorens et al., 2007; Navarro et al., 2010; Soriano et al., 2016). Le systéme
a RNAi UAS-GALA4 a été utilisé pour downréguler 1’expression de la frataxine (homologue
dfh) chez la drosophile. Ce systéme permet d’obtenir une répression tissue-spécifique de la
frataxine. Les études ont montré que la suppression de dfh méne a des phénotypes différents
entre les larves et les adultes. La fonction de dth s’est montrée essentielle pendant le
développement puisque seulement un faible pourcentage de larves déplétées en frataxine est

capable de se développer jusqu’a I’age adulte. Ces adultes montrent une espérance de vie trés
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réduites et des altérations biochimiques concordant avec un réle de la frataxine conservé
(Anderson et al., 2005, 2008; Navarro et al., 2010; Shidara and Hollenbeck, 2010; Soriano et
al., 2016). L’utilisation d’un modele de drosophile s’est également révélée tres utile dans la

mise en place d’un crible pharmacologique in vivo de moyenne échelle (Palandri et al., 2018a).

5.1.2 Modeles a déplétion totale

Une stratégie différente des modéeles a déplétion partielle, consiste en enlever totalement
I’expression du gene de la frataxine. Cette stratégie drastique permet notamment d’augmenter
la sévérité et la rapidité d’apparition des phénotypes. Afin de réaliser le knock-out complet du
gene de la frataxine, les chercheurs ont utilisé le systéme Cre/LoxP, en plagant des sites LoxP
autour de I’exon 4 de la frataxine, essentiel a sa fonction catalytique (Figure 25). Rapidement,
il a été observé que le développement et la division cellulaire ne sont pas viable en absence
totale de frataxine, avec une 1étalité embryonnaire a E6.5 chez la souris (Cossée et al., 2000) et
une mort cellulaire chez les fibroblastes (Calmels et al., 2009a). Afin de surmonter cette l1étalité,
les chercheurs ont choisi de restreindre la délétion de la frataxine a certains tissus, en exprimant
la Cre recombinase (Cre) sous le contréle d’un promoteur spécifique des tissus ciblés. Ces
modeles sont appelés modeles conditionnels. Les tissus ciblés sont ceux qui sont
particuliérement affectés dans I’AF. Le modele MCK-Cre, pour lequel la Cre est sous le
contrdle du promoteur de la créatine kinase du muscle ou MCK, présente une délétion
spécifique dans le cceur et les muscles striés, et développe la cardiomyopathie progressive
associée a I’AF (Puccio et al., 2001). Plusieurs modeles conditionnels ont été générés, dans le
but d’étudier le développement et la physiopathologie de 1’aspect neurologique de I’AF. On
compte parmi eux, les mutants NSE-Cre (spécifique aux neurones (Puccio et al., 2001), Prp-
Cre (cerveau, hippocampe et cervelet (Simon et al., 2004), et Pvalb-Cre (neurones
proprioceptifs du DRG, cellules de Purkinje et interneurones (Piguet et al., 2018b)). A eux tous,
ces modeles résument les éléments de la neuropathologie des patients AF, a savoir une
démarche anormale, et la perte progressive de la proprioception avec des défauts modérés
d’équilibre et coordination. Outre les phénotypes cardiaques et neurologiques, 20% des patients
montrent également un diabéte et une intolérance au glucose (Delatycki and Corben, 2012). A
ce jour, quelques études ont été réalisées afin de comprendre les mécanismes derriére ce
phénotype. Le modele conditionnel Ins2-Cre porte une perte de la frataxine spécifique des

cellules B du pancréas. Ces souris développent une intolérance au glucose ainsi qu’un diabete
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Figure 25 : Modéles murins conditionnels de I’AF

En insérant des sites LoxP autour de I'exon de 4 de Fxn, il est possible d’inactiver totalement
I'expression de la frataxine en présence de la Cre recombinase. En plagant I'expression de la Cre
sous le contréle de promoteurs tissus-spécifiques, on peut choisir de déléter le géne dans des
tissus d’intérét. MCK (muscle creatine kinase): coeur, muscles squelettiques ; NSE (neuron-
specific enolase) : systéme nerveux ; Prp (prion protein) : DRG et cellules granulaires du cervelet ;
Pvalb (parvalbumine) : neurones proprioceptifs de DRG, cellules de purkinje et interneurones ; ALB

(albumine) : cellules 3 du pancréas.

progressif (Ristow et al., 2003). Un mode¢le spécifique du foie, ALB-Cre, a également été
généré a cause du role clé de cet organe dans I’homéostasie du fer (Martelli et al., 2007).
Les modeles conditionnels sont d’une importance majeure dans la compréhension des

mécanismes menant aux dysfonctions associées a I’AF et a ’établissement de stratégies
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thérapeutiques. Néanmoins, ces modeles montrent quelques inconvénients, tels que la déplétion
en frataxine qui est totale, contrairement aux patients ou elle n’est que partielle. Ils manquent

¢galement I’aspect génétique 1i¢ a I’expansion de triplets GAA dans le géne de la frataxine.

5.1.3 Fibroblastes, lymphoblastes et IPSC dérivés de patients AF

Les cellules dérivées de patients AF constituent les modeles cellulaires les plus pertinents
car ils portent le contexte génétique complet, comprenant une expansion de GAA de taille
adéquate, ainsi que tous les éléments régulateurs, génes adjacents, et I’architecture 3D du
génome associés a I’AF. L’inconvénient principal et évident, est que les cellules primairement
affectées dans I’AF ne peuvent en aucun cas étre obtenus a partir de biopsies de patients
(cardiomyocytes et neurones). Les seules cellules accessibles sont les fibroblastes et les
lymphoblastes, qui ne récapitulent pas nécessairement les mémes caractéristiques
biochimiques, bien qu’ayant des niveaux réduits en frataxine (Rotig et al., 1997; Sturm et al.,
2005a). Afin d’obtenir des cellules plus pertinentes physiologiquement, des cellules souches
pluripotentes induites (IPSC) dérivées de patients ont été générées, dans lesquelles une taille
d’expansion de GAA pathologique est conservée au fil de la reprogrammation, bien que
I’expansion montre une instabilité importante (Hick et al., 2013; Ku et al., 2010; Liu et al.,
2011). Similairement aux fibroblastes et lymphoblastes dérivés de patients, les IPSC ne
montrent pas de perte d’activité des enzymes Fe-S, ce qui suggere que le niveau de Fe-S produit
malgré un déficit en frataxine reste suffisant pour subvenir a leurs besoins (Hick et al., 2013).
La différenciation des IPSC en neurones a été étudiée extensivement ces dix derniéres années
(Bird et al., 2014; Codazzi et al., 2016; Crombie et al., 2017; Hick et al., 2013; Igoillo-Esteve
et al., 2015; Li et al., 2019; Liu et al., 2011; Wong et al., 2019). D’une étude a I’autre, les
phénotypes observés sont variables, notamment a cause des niveaux variables de la frataxine,
mais aussi de I’efficacité et la spécificité de différenciation atteinte. Le manque de spécificité
et la faible efficacité de différentiation sont des parameétres qui doivent impérativement étre
résolus pour pouvoir se servir des IPSC dans 1’étude de la physiopathologie de I’AF. Tres
récemment, de nouvelles études présentent des protocoles de différentiation de plus en plus
sophistiqués de différentiation en neurones sensitifs de DRG ou cardiomyocytes (Bolotta et al.,
2019; Dionisi et al., 2019; Georges et al., 2019; Lai et al., 2019). L’utilisation de ces nouveaux
modeles constitue une voie d’étude trés prometteuse dans la compréhension des mécanismes

impliqués dans le dysfonctionnement de ces cellules en absence de frataxine.
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5.1.4 Modeéles humanisés avec mutations ponctuelles

Comme ¢énoncé précédemment, quatre pourcents des patients AF sont hétérozygotes
composites, et possédent I’expansion de triplets GAA sur un all¢le, et une mutation dans la
région codante de la frataxine sur 1’autre allele (Galea et al., 2016). Les chercheurs ont émis
comme hypothése qu’introduire ces mutations dans des cellules pourrait reproduire les défauts
moléculaires et cellulaires associés a I’AF. Ils ont généré des lignées de fibroblastes murins
exempts de frataxine endogene, mais sur-exprimant une version mutée de la frataxine (Calmels
et al., 2009a). Deux mutations ont été sélectionnées : G130V et [154F. La mutation G130V est
la plus fréquente et cause une perte incompléte de la fonction avec une maturation et stabilités
réduites de la frataxine (Correia et al., 2008). Les patients ont une présentation clinique
atypique : début précoce mais lente progression des symptomes (Delatycki et al., 1999). La
mutation [154F cause des défauts de maturation et de fonction, et méne a un phénotype
classique chez les patients (Campuzano et al., 1996; Correia et al., 2008). Pour les deux lignées
cellulaires, la frataxine humaine ainsi mutée est capable de sauver la 1¢étalité induite par la perte
de la frataxine murine. Les cellules mutantes montrent une morphologie cellulaire et
mitochondriales altérées, une déficience en activité des enzymes Fe-S et une sensibilité accrue
au stress oxydant (Calmels et al., 2009a). Ces cellules constituent un modéle récapitulant les
défauts biochimiques associés a I’AF sans baisse d’expression de la frataxine, et avec une
sévérité dépendant de la mutation. Ces modeles sont de bons candidats pour réaliser des

criblages pharmacologiques a grande échelle pour I’AF.

5.2 Description de la physiopathologie de I'AF

© © ® @

A\ Frataxine —> Déficit des Déficience de I'activité mitochondriale = Dysfonctionnements cellulaires
clusters Fe-S <
Dérégulation du métabolisme du fer
I—» Accumulation du fer mitochondrial

— Augmentation de la sensibilité au stress oxydant

Figure 26 : Physiopathologie de I’ataxie de Friedreich
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5.2.1 Déficit en centres Fe-S et métabolisme du fer

Des études préliminaires a partir de biopsies et autopsies de patients ont révélé un lien
entre la déficience en frataxine et une dérégulation du métabolisme du fer. Tres tot, Lamarche
et collégues ont observé des dépdts de fer dans les cardiomyocytes de patients (Lamarche et al.,
1980), suggérant qu’une accumulation de fer joue un role causal dans 1’ataxie de Friedreich. A
I’appui de cela, il a ét¢é montré que le fer s’accumule en grandes quantités dans les
mitochondries de souches de levures déficientes en frataxine (Babcock et al., 1997; Foury and
Cazzalini, 1997). Outre 1’accumulation de fer mitochondrial, il a été trouvé que 1’activité des
enzymes a Fe-S était diminuée dans des biopsies et autopsies de patients : les complexes I a I11
de la chaine respiratoire et I’aconitase dans le coeur et aconitase seulement dans des tissus de
DRG (Bradley et al., 2000; Rétig et al., 1997). Des observations similaires ont été faites chez
la levure (Miihlenhoff et al., 2002; Rétig et al., 1997). Cependant, la présence d’accumulation
de fer dans les mitochondries des neurones est moins claire. Outre un rapport issus de données
d’imagerie par résonnance magnétique suggérant une augmentation totale du fer dans le noyau
dentelé¢ des patients (Boddaert et al., 2007; Waldvogel et al., 1999), aucune différence de
concentration du fer n’a ét¢ mesuré lors d’autopsies, dans le noyau dentelé comme les DRG
(Koeppen et al., 2007, 2009). Cependant, des modifications d’expression de protéines du
métabolisme du fer telles que le récepteur 1 de la transferrine (TFR1), les ferritines (FRT) et la
ferroportine (FPN) ont été rapportées, suggérant une dérégulation du fer cellulaire (Koeppen
and Mazurkiewicz, 2013; Koeppen et al., 2007). Malgr¢ les difficultés a les mettre en évidence
dans les tissus neuronaux des patients, I’accumulation du fer mitochondrial et la déficience en
Fe-S restent des éléments clés de la physiopathologie de I’AF.

11 est difficile de savoir d’un premier abord qui entre la dérégulation du fer et le déficit en
Fe-S est primaire ou secondaire suivant la déplétion de la frataxine, car dans les tissus de
patients la pathologie est déja présente. Les modeles de knock-out complet montrent une 1étalité
embryonnaire sans accumulation de fer, ce qui suggére que 1’accumulation du fer serait plutot
secondaire (Cossée et al., 2000). Dans le méme sens, les mode¢les conditionnels montrent une
forte déficience précoce d’activité des enzymes a Fe-S dans les tissus ou la frataxine est
supprimée, suivie par des signes d’accumulation du fer mitochondrial (Piguet et al., 2018b;
Puccio et al., 2001; Simon et al., 2004; Thierbach et al., 2005). Chez les mod¢les MCK et NSE-
Cre, les activités de 1’aconitase et de la SDH diminuent avant toute dysfonction cardiaque et
neurologique, ce qui suggere que la perte des Fe-S agit en tant qu’événement primaire de la

physiopathologie.
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La biosyntheése des Fe-S semble étre trés séverement affectée uniquement dans les
modeles qui possédent une déplétion totale, qu’elle soit conditionnelle ou générale. Ces
modeles induisent un phénotype trés sévere a cause du manque total de frataxine, quand sa
réduction est partielle chez les patients. En ce qui concerne les modeles a déplétion partielle,
tels que les modéles GAA, il n’est toujours pas clair si le déficit en Fe-S est présent ou non.
Quelques études rapportent que ’activité de 1’aconitase est 1égérement diminuée dans le coeur
et le cervelet de mutant YG8R (Al-Mahdawi et al., 2006; Sandi et al., 2011a), et celle des
complexes I, IT et IV de la chaine respiratoire dans les souris KIKO (Lin et al., 2017). Dans ces
mémes souris, les niveaux de fer semblent similaire aux souris sauvages a I’exception du
pancréas ou les mutants montrent une légere baisse des niveaux de fer (Miranda et al., 2002).
Les souris YG8R montrent tardivement des dépots de fer éparses dans les cardiomyocytes (Al-
Mahdawi et al., 2006). Ces données suggerent une nouvelle fois que la baisse transcriptionnelle
doit atteindre un pallier critique afin d’induire une pathologie. En ce qui concerne les cellules
dérivées de patients, fibroblastes, lymphoblastes et IPS ne montrent pas de déficit en activité
Fe-S (Hick et al., 2013), mais il a ét€ montré que des neurones dérivés d’IPS ont un déficit en
Fe-S et une altération de I’homéostasie du fer (Codazzi et al., 2016).

Les souris basées sur 1I’expression inductible de shRNA montrent un plus grand degré de
réduction de I’expression de la frataxine, a des niveaux proches d’un KO. Ce mod¢le montre
une cardiomyopathie associée avec des dépots éparses de fer, une morphologie mitochondriale
anormale ainsi qu’une activité diminuée de 1’aconitase dans les cardiomyocytes (Chandran et
al., 2017). Des résultats similaires ont €té obtenus chez les modeles cellulaires a interférence

ARN (Napoli et al., 2007; Stehling et al., 2004; Zanella et al., 2008).

5.2.2 Stress oxydant

Comme discuté précédemment, la baisse de biosynthése des Fe-S affecte sévérement la
chaine respiratoire des mitochondries. Une chaine respiratoire défectueuse et des niveaux
¢levés de fer sont susceptibles de générer des radicaux superoxides et hydroxyles. En effet, une
faible partie du flux d’¢électron de la chaine respiratoire mene a la formation d’ion superoxide
O, qui dans des conditions physiologiques est rapidement converti en peroxyde d’hydrogéne
H>O». En présence de métaux de transitions réduits, tels que le fer, H>O, produit un radical
hautement réactif et dommageable, ’hydroxyle OH", a travers un mécanisme appelé réaction
de Fenton (Kehrer, 2000). Ce phénomene a mené a la suggestion qu’un stress oxydant causé

par I’accumulation de fer associée a I’AF pourrait contribuer a la dégénérescence cellulaire. En
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soutien a cette théorie, des études ont montré la présence de marqueur du stress oxydant tels
que le malondialdéhyde dans le sang de patients (Emond et al., 2000), ou la 8-hydroxy-2-
désoxiguanosine S-transférase dans l’urine (Schulz et al., 2000). De faibles niveaux de
composés protecteurs tels que le glutathion et la glutathion S-transférase ont également été
rapportés chez les patients (Piemonte et al., 2001; Tozzi et al., 2002). De plus, les fibroblastes
et lymphoblastes AF montrent une plus grande sensibilité au stress oxydant et des niveaux
accrus en glutathion oxydé (Jauslin et al., 2003; Marmolino et al., 2010; Napoli et al., 2007,
Santos et al., 2001; Wong et al., 1999), et les levures déficientes Yth1 ont une hypersensibilité
au stress oxydant (Babcock et al., 1997; Lefevre et al., 2012). C’est également le cas des lignées
de fibroblastes murins sur-exprimant une frataxine humaine mutée (Calmels et al., 2009a).

Des signes de stress oxydant ont également été rapportés dans le cceur, muscles
squelettiques et le cervelet des souris YG8R et YG22R et DRG des souris YG8R (Al-Mahdawi
etal., 2006; Molla et al., 2016; Shan et al., 2013), et des cultures primaires de neurones sensitifs
issus des souris YG8R sont également plus sensibles au stress oxydant (Abeti et al., 2016; Molla
etal., 2017). D’autres biomarqueurs de stress tels que des produits de la péroxidation des lipides
ont été trouvés dans un modele de drosophile (Anderson et al., 2005; Navarro et al., 2010;
Soriano et al., 2013), et de C. Elegans (Vazquez-Manrique et al., 2006), chez lequel une
surexpression des enzymes de scavenging de H>O, augmentent la survie et 1’activité
enzymatique de 1’aconitase (Anderson et al., 2008).

Ces données rassemblées suggerent que le stress oxydant joue un réle central dans la
dégénérescence des cellules dans I’AF. Cependant, il a ét¢ montré que la perte spécifique de
I’activité des enzymes a Fe-S et ’accumulation de fer rapportée chez les souris MCK-Cre, ne
génére pas d’augmentation significative du stress oxydant (Seznec et al., 2004). Similairement,
aucune sensibilité accrue au stress oxydant n’a été rapportée pour le modele inductible et
réversible a shRNA (Chandran et al., 2017). Chacun de ces deux mod¢les montrent des
phénotypes tres séveres. L’absence de dommages oxydants pourrait étre la conséquence d’une
extinction quasi-compléte de la chaine respiratoire dans les cellules ou la frataxine est

totalement absente.
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5.2.3 Meécanismes émergents

5.2.3.1 Réponse associée a NRF2

I1 a été suggéré que I’hypersensibilité aux dommages oxydants observés dans les modéles
et chez les patients AF pourrait étre due a une déficience des réponses de défense au stress
oxydant. Il a été montré que des cellules présentant une déficience en frataxine n’activent pas
efficacement les mécanismes de défenses de la voie NRF2 (Nuclear factor (erythroid-derived
2)-like 2) en réponse a un stress (Paupe et al., 2009). NRF2 est un facteur de transcription
régulant I’expression de protéines de la réponse anti-oxydante. Des observations similaires ont
été effectuées dans un modele de motoneurones déplétés en frataxine (D’Oria et al., 2013) et
dans des cultures de neurones sensitifs de DRG issus de la souris YG8R, pour lesquelles des
données de transcriptomique ont montré une baisse de I’expression des protéines régulées par

NRF2 (Shan et al., 2013).

5.2.3.2 Autophagie

Plusieurs études, sur différents modeles de I’AF, évoquent 1’autophagie parmi les
mécanismes affectés. Il n’existe a ce jour pas d’étude compléte du processus d’autophagie dans
le contexte de I’AF, mais plusieurs points de convergences sont retrouvés parmi les résultats.
Une accumulation du marqueur d’autophagosome LC3-II est relevée dans les cardiomyocytes
des souris MCK-Cre (Huang et al., 2013), dans des lignées de neuroblastomes (Bolinches-
Amor6s et al., 2014) et chez le ver C. elegans (Schiavi et al., 2013) exprimant des shRNA
dirigés contre la frataxine, ainsi que chez des lymphoblastes de patients (Schiavi et al., 2013).
Une accumulation est également relevée pour la protéine liant I’'ubiquitine P62, dont la fonction
est de signaler les cargos a adresser a 1’autophagosome. Cette accumulation est observée chez
la souris MCK (Huang et al., 2013), dans des neurones de DRG issus d’un modé¢le murin a
GAA (Molla et al., 2017), ainsi que chez un modéele de drosophile (Edenharter et al., 2018). La
seule observation d’une accumulation de LC3-II et de P62 peut avoir deux interprétations. Dans
les deux cas les cargos a dégrader s’accumulent car ils sont en quantités trop importantes par
rapport a la capacité du flux autophagique. Mais cela peut résulter a la fois d’'une augmentation
de I’autophagie, comme d’un blocage. Il existe des méthodes permettant d’investiguer le flux
autophagique sur toutes les étapes (revues dans Klionsky et al., 2016). La présence de vacuoles

autophagiques et d’accumulation de lipofuscine ont été rapportées dans les neurones de DRG
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des souris YG8R, Prp-Cre et Pvalb-Cre (Al-Mahdawi et al., 2006; Piguet et al., 2018; Simon et
al., 2004). Ces résultats sont compatibles avec un blocage du flux autophagique dans ces
cellules. Cependant, les résultats de 1’étude réalisée sur le modele de drosophile semble indiquer
que le flux reste intact dans ce modele malgré I’accumulation de P62 (Edenharter et al., 2018).
L’ensemble de ces résultats ne permettent pas de conclure sur I’autophagie, et suggerent que ce
mécanisme pourrait servir de réponse protectrice a I’absence de frataxine, mais également agir

étre un acteur dans la pathologie de la maladie.

5.2.3.3 Inflammation

Les résultats de plusieurs études indépendantes pointent du doigt un rdle de
I’inflammation dans la physiopathologie de I’AF. Une inflammation accrue a été identifiée dans
des mode¢les animaux (Shen et al., 2016) ainsi que sur des tissus de patients (Koeppen et al.,
2016). Une étude transcriptomique réalisée sur sang de patients a révélé une signature enrichie
en geénes de la réponse immunitaire innée chez les patients AF (Nachun et al., 2018).
Intéressement, le traitement d’un modéle murin avec des facteurs de croissance
hématopoiétiques a eu pour effet d’améliorer la neurologique, réduire I’inflammation et la
gliose (Kemp et al., 2016). Agir sur les voies d’inflammation pourrait donc constituer une

approche thérapeutique a explorer dans I’AF.

5.2.3.4 Voie mTOR

mTOR ou mechanistic Target Of Rapamycin, est une protéine conservée jouant le role de
senseur de signaux intra et extracellulaires variés, régulant la croissance et ’homéostasie des
cellules eucaryotes. mTOR forme deux complexes, mMTORC1 et mMTORC2. mTORCI régule
principalement la synthése protéique, lipidique, nucléotidique, la biogénése des lysosomes et
I’autophagie (Rabanal-Ruiz et al., 2017). Plusieurs composants de la voie de signalisation
mTOR sont dérégulés dans un modele drosophile de I’AF : la sous-unité 1 du complexe de la
Sclérose tubéreuse de Bourneville (Tscl), la kinase P70S6K, le facteur d’initiation de la
traduction 4E (eIF4E) et la kinase a répétitions leucine-riches (LirK) (Calap-Quintana et al.,
2015). L’inhibition chimique de TORCI1 par la rapamycine a pu restaurer la performance
motrice des mouches a des niveaux normaux, et rétablir I’expression de P70S6K et de eIF4E et
la réduction des marqueurs de stress (Calap-Quintana et al., 2015). Des résultats similaires ont

¢été obtenus chez la levure ou un traitement a la rapamycine réduit la production de dérivés
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réactifs de I’oxygene (ROS) (Marobbio et al., 2012). Chez la drosophile, la protection contre le
stress-oxydant médiée par la rapamycine correle avec I’augmentation de la transcription de
geénes régulés par I’orthologue de NRF2, Cnc (cap-n-collar), tels que Gcelc et Gstd1l (Calap-
Quintana et al., 2015). Une augmentation de la voie NRF2 par inhibition de mTORCI a
¢galement été décrite dans des cellules souches (Kofman et al., 2012) ainsi que chez C. Elegans
(Robida-Stubbs et al., 2012). L’ensemble de ces résultats suggere qu’une interaction entre
mTOR et la voie NRF2 pourrait jouer un role dans les événements de réponse au stress oxydant

observés dans I’AF.

5.2.3.5 Lavoie PGCla

PGCla ou le Peroxisome proliferator acrivated receptor gamma (PPAR-y) coactivator
1o, est le régulateur principal de la biogénése mitochondriale. L’expression de PGCla semble
étre dérégulée dans des tissus issus des souris KIKO : muscles squelettiques, foie, précurseurs
neuronaux (Coppola et al., 2009), cervelet (Lin et al., 2017) et des fibroblastes issus des souris
YG8R (Sandi et al., 2014). Cependant, des données contradictoires sur la dérégulation de
I’expression de PGCla dans les fibroblastes de patients sont reportées. Autant une baisse de
I’expression (Coppola et al., 2009; Marmolino et al., 2010), qu’une augmentation (Garcia-
Giménez et al., 2011) ont été décrites. Il se pourrait que la voie de PGCla soit différemment
sollicitée en fonction de I’age et la sévérit¢ de la maladie des patients. L’expression de
marqueurs de la biogénése mitochondriale tels que NRF1 et Tfam pourrait étre dérégulée dans
les fibroblastes et le sérum des patients ainsi que des tissus cérébraux issus des souris KIKO
(Jasoliya et al., 2017). L’ensemble de ces résultats suggere qu’une modification de la biogéneése
mitochondriale associée a PGCla pourrait avoir lieu dans I’AF et pourrait potentiellement
servir de biomarqueur de la maladie. Il est intéressant de noter que la sous-régulation de PGCla
est un paramétre qui n’a seulement été décrit que dans des modéles présentant de trés 1égers

phénotypes tels que les souris KIKO et les fibroblastes de patients.

5.2.3.6 Lavoie PDK1-Mef2

Il a ét¢ montré chez la drosophile que I’inactivation de la frataxine déclenche la

dégénérescence des photorécepteurs accompagnée d’une accumulation de fer associée a une
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dérégulation du métabolisme lipidique. En particulier, une augmentation de la synthése des
sphingolipides activée par la kinase Pdk1 ou 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 et
Mef2, pour myocyte enhancer factor-2 (Chen et al., 2016a). Intéressement, 1’inhibition de la
synthése des sphingolipides ou la réduction des niveaux de Pdkl ou Mef2 réduit Ia
neurodégénerescence chez les mouches mutantes (Chen et al., 2016a). La méme équipe de
recherche a démontré que la perte de frataxine dans le systéme nerveux, via le systéme
CRISPR/Cas9, déclenche également une activation des mémes voies de Pdk1 et Mef2 (Chen et
al., 2016b), suggérant un mécanisme conservée par 1’évolution. Les chercheurs ont ¢galement
montré dans cette étude que les niveaux de sphingolipides et I’activité de PDK1 sont augmentés
dans des tissus cardiaques de patients AF. De plus amples investigations doivent étre conduites
afin de déterminer 1’état de la voie PDK1-Mef2 dans d’autres mod¢les ainsi que d’autres tissus

de patients.
5.2.3.7 Lavoie UPR: Unfolded Protein Response

Deés 2006, I’AF a été liée a une activation de I’UPR associée a un stress du réticulum
endoplasmique (UPRER) et un stress mitochondrial (UPR™). Des expériences a puces d’ADN
ou microarray réalisée sur des fibroblastes de patients ont révélé que 1’expression de plusieurs
génes de 'UPRER était augmentée (Cortopassi et al., 2006). Parmi ces génes, on retrouve ATF4
(activating transcription factor 4) et les protéines CHOP (C/EBP homologous protein) et BIP
(Binding Immunoglobulin Protein) ou GRP78. La méme équipe a fait des observations
similaires dans des cellules exprimant des sShRNA contre la frataxine (Lu and Cortopassi, 2007).
BIP semble ¢galement étre augmentée dans d’autres modeles tels que les souris MCK-Cre
(Huang et al., 2013), les drosophiles a déplétion gliale-spécifique (Edenharter et al., 2018) et
une lignée de neuroblastomes exprimant des shRNA anti-frataxine (Bolinches-Amords et al.,
2014). La protéase CLPP (ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit), spécifique de
I’UPR™, est également dérégulée dans le modeéle MCK-Cre (Guillon et al., 2009). Le knock-
down de la frataxine sensibilise également les cellules B a 1’apoptose induite par un stress du
réticulum endoplasmique (Cnop et al., 2012). Ces observations suggerent que les mécanismes

de I’'UPR sont activés a la fois aux niveaux mitochondrials et réticulum endoplasmique.

Plusieurs hypotheéses ont été suggérées afin de relier I’AF a ’'UPR. Le déficit en centres
Fe-S meéne a une privation des protéines Fe-S de leur cluster. Chez les protéines ou le cluster
joue un role structural important, on s’attend a une accumulation de protéines mal repliées a

travers toute la cellule puisque la perte de frataxine induit un déficit généralisé en Fe-S.
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L’accumulation de ces protéines anormalement repliées serait en partie responsable de
I’activation de I’'UPR (Lu and Cortopassi, 2007). En addition, le facteur elF2a peut étre
phosphorylé par la kinase EIF2A/Hri (Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase
1), qui agit en senseur de I’héme, et s’active en cas de déficience en héme. Une éventuellement
baisse de production de I’héme dans le contexte de I’AF pourrait jouer le role d’activateur de
I’UPR. En support de cette hypothése, le ration p-Hri/Hri semble dérégulé chez les souris MCK
(Huang et al., 2013). Une hypothése additionnelle provient des observations que I’UPR peut
étre activé en présence de stress oxydant (Wang et al., 2016), ce qui pourrait étre le cas

¢galement dans I’AF.
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6 Les approches thérapeutiques

| INTRODUCTION

Plus de 20 ans aprés la découverte du géne impliqué dans 1’Ataxie de Friedreich, cette

maladie reste incurable, et il n’existe a ce jour aucune thérapie modificatrice de la maladie ni

améliorant les symptomes de maniére significative. Malgré cela, les équipes de recherche et de

nombreuses boites pharmaceutiques ceuvrent intensément a développer des stratégies

thérapeutiques, et permettent chaque année que de nouveaux composés entrent dans les phases

de recherche clinique et soient testés sur des groupes de patients. L’ensemble de ces composés

est rassemblé sur une pipeline mise a disposition et mise a jour chaque année par 1’association

américaine pour I’ataxie de Friedreich FARA (Freidreich’s Ataxia Research Alliance) (Figure

27). Dans les paragraphes suivant, différentes stratégies seront évoquées et classées selon le

type de I’approche et les mécanismes ciblés.

FRIEDREICH’S ATAXIA TREATMENT PIPELINE

DISCOVERY PRE-CLINICAL IND FILED PHASE | PHASE Il PHASE LI NDA FILED AVAILABLE
{Finding Potential DEVELOPMENT (Investigatioral New [Human {Human Safety (Definitive Trg) (New Drug Application; TO PATIENTS
Therapies/Drugs) (Laboratory Testing) Drug FDA filing) Safety Trial) And Efficacy Tria) FDA filing)
B - | Reata
improve Omaveloxolone (RTA-408) -Nrf2 Activator
Mitochondrial PTC-743 PTC Therapeutics
Function &
Reduce RT001 {d Pufas) Retrotope
Oxidative Stress (+) E picatechin Epirium Bio
Modul ation of
Frataxin [~ FTELE] Miroryx Therapeutics
Controlled
Meta bolic Dimethyl fumarate Ixchel Pharma & University Federico Il, Naples, ltaly
Pathways
Fratain Frataxin replacement CTI-1601 Chondrial Therapeutics
Replacement. EPOnimetics STATegics
Stabilizes or ——
Enhancers gm;ll‘lhls Fratagene Therapeutics
Etravirine Fratagene Therapeutics
BMN-290 BioMarin
Increase Resverdrol Jupiter Therape gics & Murdach Children's Research Institute, Australia
FA gene T
Expression E-fare & Gemnan Reseaich Foundation
RNA-based approach University of Texas Sout hwestern, Univ of Massachusetts
SynTEFs Design Therapeutics
£ [ AAV based approaches Adverum, Bamboo/Pfizer, PTC Therapeutics, Voyager/Neurocrine, IGBMC (Strasbourg, France}, University of Florida
[l Cytokine mediated therapy | GCSF Uriversity of Bristal

Figure 27 : Etat actuel des recherches cliniques pour I'ataxie de Friedreich

Frise annuelle de I'association américaine de I'ataxie de Friedreich (FARA), concernant I'état de la

recherche en matiére de traitement. Issu de www.curefa.org/pipeline.
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6.1 Amélioration de la fonction/disponibilité mitochondriale

Les composés de cette classe ont été sélectionnés selon leur capacité a augmenter la
fonction des mitochondries. Le premier composé de ce type, 1’ibédénone, est également
I’unique composé qui a été rendu disponible aux patients. L’ibédénone est un antioxidant
similaire au coenzyme Q10 optimisé afin de passer la barriere hémato-encéphalique pour
faciliter le transport des électrons au sein des mitochondries. L’ibédénone a montré des
propriétés cellule-protectrices et contribue a maintenir un équilibre électronique correct pour
produire de I’énergie in vitro (Meier and Buyse, 2009). Bien qu’il ait ét¢ montré efficace dans
la réduction de I’hypertrophie du myocarde et la baisse des marqueurs que stress oxydant chez
les patients AF (Meier et al., 2012) et dans un modele de souris (Seznec et al., 2004), le
traitement ne montre pas de bénéfices thérapeutiques statistiquement significatifs (Lynch et al.,
2010). Néanmoins, 1’ibédénone semble apporter un léger effet bénéfique aux patients, montrer
trés peu d’effets indésirables et est relativement peu couteux. Pour ces raisons, une partie des
patients continue de 1’utiliser. Une version améliorée de 1’ibédénone, la molécule EPI-743
(alpha tocopheryl quinone, BioElectron Technology Corporation) présente des caractéristiques
chimiques combinées de 1’ibédénone et de la vitamine E, également testée en clinique sur une
durée de 24 mois, et semble montrer des résultats statistiquement significatif d’amélioration de
la fonction neurologique et de la progression de la maladie chez les patients (Gottesfeld, 2019).

Comme mentionné précédemment, PGC-1a est un facteur de transcription promouvant
la biogénese mitochondriale et I’induction des réponses anti-oxydantes (Austin and St-Pierre,
2012). Un antagoniste du PPARY, inducteur majeur de I’activité¢ de PGC-1a, le Azelaoyl platelet
activating factor (PAF), montre une augmentation de la frataxine aux niveaux transcriptionnels
et protéiques dans les fibroblastes de patients (Marmolino et al., 2010). Le Pioglitazone, une
molécule similaire a 1’Azélaoyl PAF a été testée en dans une étude de Phase III
(NCTO00811681), mais les résultats n’ont jamais été publiés bien que I’essai clinique est terminé

depuis 2013 (Gottesfeld, 2019).

6.2 Modulation du métabolisme du fer
Certains composés ont ¢été désignés pour cibler ’accumulation du fer dans les

mitochondries associée a I’AF. Puisque les niveaux de fer sont augmentés dans I’AF, les

chercheurs ont postulé que les baisser chimiquement pourrait améliorer la fonction cellulaire.
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Différents chélateurs de fer tels que le Défériprone ont été étudiés extensivement en clinique.
Alors qu’on observe effectivement une baisse significative du contenu ferrique dans les
mitochondries, les études n’ont montré que de trés légers voire aucun bénéfice sur les
symptomes, a faible dose de Défériprone (Pandolfo and Hausmann, 2013; Pandolfo et al.,
2014). A forte dose, les patients ont en revanche développé des effets secondaires importants
tels que des douleurs musculaires, des vertiges ainsi qu’un syndrome de Guillain-Barre
(syndrome auto-immun pouvant provoquer une atteinte des nerfs périphériques ainsi qu’une
paralysie), qui se sont estompés apres avoir stoppé la prise de Défériprone (Boddaert et al.,
2007; Pandolfo and Hausmann, 2013). L’utilisation des chélateurs de fer en tant que stratégie
thérapeutique est actuellement discutée pour plusieurs raisons : les résultats alarmants des
études cliniques précédemment énoncés ; il n’a pas été montré que I’accumulation de fer est un
parametre causal de I’AF ; I’accumulation de fer dans les mitochondries semble dépléter le
cytosol en fer (Pandolfo and Hausmann, 2013). Par ailleurs, les travaux d’ Alain Martelli, ancien
membre de notre laboratoire, ont servi a démontrer que cette augmentation du fer constitue une
réponse de défense des cellules pour compenser la perte de la frataxine, plutot qu’un phénomene
délétere (Martelli et al., 2015). Par conséquent, une stratégie de chélation sélective des
mitochondries accompagnée d’une augmentation paralléle du fer cytosolique pourrait étre

éventuellement envisagée comme une thérapie plus pertinente et moins nocive.

6.3 Protection contre le stress oxydant

En raison des observations suggérant une augmentation du stress oxydant ou de la
sensibilité¢ au stress dans I’AF, des stratégies dédi¢es a la résolution de ces paramétres sont
développées. L’une de ces stratégies consiste en 1’activation du facteur NRF2, une protéine
montrée déficiente dans des modeles de la maladie (Shan et al., 2013), comme discuté
précédemment. Un criblage d’une banque de composés approuvés par la FDA (Food and Drug
Administration) a servi a révéler deux drogues agissant comme activateurs de NRF2 et ayant
une activité significative sur les parametres biochimiques de I’AF (Abeti et al., 2015). C’est le
cas de I’Omaveloxolone (RTA-408) ainsi que de la Dyclonine. Un traitement avec le RTA-408
a restauré partiellement le potentiel membranaire mitochondrial dans des modeles murins
(Abeti et al., 2015). Il a ét¢ montré que la dyclonine restaure partiellement la déficience en

frataxine dans des fibroblastes et modeles murins (Sahdeo et al., 2014). Le RTA-408 a fait
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I’objet d’une étude clinique de phase 2 dont les résultats positifs ont récemment été publiés. La
molécule s’est montrée non toxique et a amélioré la fonction neurologique (Lynch et al., 2019a).

Une autre classe de molécules vise a stabiliser et protéger 1’intégrité des membranes
cellulaires et mitochondriales contre les dommages infligés par les ROS : les acides gras
déutérés ou dPUFAs (ref). Dans la cellule, les acides gras poly-insaturés (PUFAs) sont des
acides gras essentiels a la structure et la fonction des membranes lipidiques. Cependant, ils
contiennent de faibles liaisons carbone-hydrogeéne qui peuvent étre facilement clivées en
présence de stress oxydant. Ce clivage résulte en une réaction en chaine de dommages et
oxydations des membranes, altérant également 1’intégrité et la fonction des mitochondries. Les
dPUFAs sont des PUFAs dans lesquels les atomes d’hydrogénes ont été remplacés par du
deutérium, ralentissant la réaction en chaine d’oxydation. Ces molécules augmentent la stabilité
des membranes, représentant ainsi une stratégie intéressante pour protéger I’intégrité des
mitochondries ainsi que de toute la cellule. Des études pionni€res ont montré qu’un traitement
aux dPUFAs protége efficacement les fibroblastes AF du stress oxydant (Cotticelli et al., 2013).
Sous le nom de RT001, cette stratégie a été testée dans une étude clinique de phase I/II et a
donné des résultats encourageants d’amélioration de la fonction neurologiques (score FARS)

(Shchepinov, 2020; Zesiewicz et al., 2018).

6.4 Modulation génétique et stabilisation de la frataxine

Les répétitions de triplets GAA étant localisés dans un intron, la séquence codante de la
frataxine n’est pas altérée dans I’AF. L’augmentation de 1’expression de la frataxine dans les
cellules de patients peut ainsi étre considérée comme une thérapie prometteuse. Plusieurs
stratégies ont été développées dans ce but. L’un des moyens d’augmenter 1’expression de la
frataxine est de palier au silencing provoqué par I’expansion de triplet GAA. Notamment, les
inhibiteurs d’histone désacétylases ou HDAC ont été particulierement étudiés dans le cadre de
I’AF. Les inhibiteurs d’HDAC sont des molécules interférant avec la formation
d’hétérochromatine induite par les histones désacétylases. Il a été montré que certaines de ces
molécules renversent le silencing de la frataxine a la fois dans des modeles murin de I’AF (Rai
et al., 2008, 2010; Sandi et al., 2011b), des lignées de lymphoblastes de patients (Herman et al.,
2006b), et des cellules neuronales dérivées d’IPS de patients AF (Codazzi et al., 2016; Lai et
al., 2019), pour lesquelles le traitement a réussi a améliorer les niveaux de certaines enzymes

Fe-S et protéger les cellules du stress oxydant. Un inhibiteur de HDAC synthétique, le RG2833
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augmente également 1’expression de la frataxine lors d’essais cliniques, bien que générant des
métabolites nocifs (Soragni et al., 2014b). De nouvelles générations de ces molécules sont
développées afin d’éviter la production de ces métabolites tout en assurant un effet significatif
sur I’expression du geéne. Le développement de ces nouvelles générations vise également a
cibler le locus de la frataxine de maniére spécifique, afin d’éviter des effets off targets.

Similairement, le Nicotinamide, un inhibiteur de HDAC de classe III, agit au niveau de
la chromatine et augmente significativement 1’expression du géne dans un modéle murin GAA
(Chan et al., 2013). Ces résultats prometteurs ont permis de réaliser une étude clinique du
Nicotinamide sur des patients AF adultes. Les résultats de cette étude ont montré une bonne
tolérance de la molécule (sauf aux doses les plus €levées), une augmentation significative des
niveaux de frataxine sans toutefois montrer d’effet d’amélioration clinique (Libri et al., 2014).

Certaines molécules de différentes classes, issues principalement de criblages
pharmacologiques, se sont montrées efficaces dans la modulation de 1’expression du gene de la
frataxine, bien que le mécanisme exact de cette régulation ne soit pas entiérement compris.
C’est le cas de I'interféron gamma, qui augmente I’expression de la frataxine a la fois dans des
mode¢les animaux et cellulaires de I’AF (Tomassini et al., 2012). Les effets trés prometteurs de
I’interféron gamma lui ont permis d’atteindre une étude clinique de phase III (efficacité et
surveillance des effets indésirables). Malheureusement, ces essais n’ont pas montré
d’amélioration significative des symptomes et ont été stoppés malgré 1’absence de résultats
complets (Lynch et al., 2019b). Un autre exemple est le cas de I’érythropoiétine (EPO) qui a
¢té montrée comme augmentant 1’expression de la frataxine chez un mod¢le murin ainsi que
des cellules de sang de patient (Miller et al., 2017; Sturm et al., 2005b). Des analogues de I’EPO
(EPO-mimetics), testés lors de plusieurs essais cliniques ont montré une capacité a augmenter
I’expression de la frataxine et diminuer des marqueurs de stress oxydant, sans toutefois montrer
un effet sur les mécanismes impactés dans 1I’AF ou sur la fonction neurologique (Boesch et al.,
2007; Mariotti et al., 2012; Sacca et al., 2016).

Augmenter la quantité de frataxine dans les cellules peut également étre accompli en
inhibant sa dégradation. Afin de diriger une protéine a dégrader vers le protéasome, des
protéines appelées ubiquitine ligases les lient a ’ubiquitine. Benini et collégues ont identifié le
résidu de la frataxin primairement ciblé par 1’ubiquitine (K147) et démontré que bloquer
chimiquement ’ubiquitination a cette position pouvait augmenter la quantité¢ de frataxine et
restaurer certains défauts tels que I’activité de 1’aconitase et la production d’ATP dans des
modeles cellulaires de I’AF (Rufini et al., 2011, 2015). Par la suite, la méme équipe a identifié

la protéine la ligase E3 spécifique de la frataxine appelée RNF126 (Benini et al., 2017). Le
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knock-down de RNF126 conduit a 1’accumulation de la frataxine dans des fibroblastes de
patients. Les molécules agissant en tant que compétiteurs de l’ubiquitine, stabilisant la

frataxine, représentent donc en ce sens une stratégie thérapeutique a explorer.

6.5 Thérapies protéiques et géniques

Les thérapies basées sur le remplacement protéique ou génique sont trés prometteuses.
Elles consistent a ramener une protéine soit en apportant directement une version synthétique,
soit en délivrant le géne aux cellules touchées. Ce genre de thérapie n’est pas compatible avec
toutes les maladies génétiques. L’ataxie de Friedreich est une maladie provoquée par la baisse
d’expression de la frataxine, due a une mutation dans une région non codante. Une expression
résiduelle de la frataxine est toujours présente, et pour la majeure partie des patients, il s’agit
d’une version non mutée de la frataxine. Simplement ramener de la frataxine pourrait suffire a
rétablir le métabolisme des cellules. Le Dr. Mark Payne a été le premier a décrire la possibilité
d’une thérapie de remplacement de la frataxine, via une frataxine synthétique associée a un
systeme d’acheminement unique vers les mitochondries appelé TAT pour Trans-Activator of
Transcription (Vyas et al., 2012). Les souris MCK-Cre, traitées a la TAT-FXN, ont une
espérance de vie augmentée de 53% et une fonction cardiaque améliorée. De plus, les animaux
traités ont une activité de I’aconitase augmentée dans le coeur par rapport aux non traités. Cette
é¢tude montre que le remplacement de la frataxine en utilisant la TAT-FXN est capable de
reconstituer les enzymes a Fe-S. Plus récemment, les résultats d’une étude sur des cultures de
neurones de DRG de rats montrent que la TAT-FXN permet de ralentir la dégénérescence et de
réduire les marqueurs d’apoptose (Britti et al., 2018). L enjeu principal de cette stratégie est de
pouvoir apporter une quantité suffisante de frataxine et de cibler correctement les cellules
d’intérét. Néanmoins,

Les stratégies de thérapies géniques sont particuliérement prometteuses car elles
permettent de résoudre en théorie les deux problémes que sont le ciblage des cellules, et la
quantité de protéine délivrée. En effet, la thérapie génique repose sur 1’apport d’un géne par le
biais de vecteurs viraux, sélectionnés soigneusement pour leur tropisme préférentiel vers les
cellules d’intérét. Une fois la cellule infectée, le géne codé par le matériel génétique du virus
sera incorporé, et transcrit grace a la machinerie de la cellule. Les premicres études preuves de
concepts ont été réalisés dans notre laboratoire, sous la direction du Dr. Héléne Puccio. Les

chercheurs ont montré qu’une injection intra-veineuse d’un vecteur adéno associé¢ ou AAV,
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exprimant la frataxine humaine (AAV-CAG-FXN) était capable de restaurer complétement la
fonction cardiaque chez la souris MCK-Cre (Perdomini et al., 2014). En quelques jours, le
traitement s’est montré capable de renverser la cardiomyopathie des souris méme apres le début
des symptomes. Des résultats similaires ont été obtenus par une autre équipe de recherche la
méme année (Gérard et al., 2014). Une étude complémentaire publiée par la suite montre qu’il
suffit que 50% des cardiomyocytes soit infectés par les AAV-CAG-FXN suffisait a corriger la
cardiomyopathie dans le méme modele (Belbellaa et al., 2019). Quelques années apres, des
résultats similaires ont été obtenus par la méme équipe chez un modele neurologique de I’AF :
des souris ayant une délétion spécifique dans les neurones proprioceptifs de DRG, cellules de
Pukinje et interneurones du cerveau (Pvalb-Cre). Le traitement par injection intraveineuse a
permis de renverser compleétement 1’ataxie sensitive observée chez les souris non traitées
(Piguet et al., 2018b). D’autres équipes s’intéresse a une stratégie de thérapie génique par le
biais de vecteurs HSV (Herpes simplex virus), bien que ces études soient moins avancées que
les stratégies par AAV (Ventosa et al., 2017). Ces résultats trés encourageants démontrent que
la thérapie génique pourrait devenir la stratégie la plus efficace dans le traitement de I’AF.
Cependant, ces approches restent encore compliquées a mettre en place chez I’humain due a la
quantité importante de vecteur viraux nécessaire pour traiter des adultes, et de par leur caractere
irréversible qui demande donc une extréme vigilance quant a la toxicité sur le long terme.
Plusieurs équipes de recherches et groupes pharmaceutiques développent également des
stratégies de thérapie génique innovantes, basées non pas sur I’utilisation de vecteurs viraux
mais de nanosystémes capables de délivrer le géne d’intérét. Ces nanosystémes consistent en
des particules synthétiques capables de traverser la barriere hémato-encéphalique, permettant
donc I’apport de ’ADN aux systéme nerveux. Ces molécules générent également moins
d’effets pro-inflammatoires que les particules virales. Une premiére étude, publiée en 2016,
relate les effets bénéfiques sur les neurones sensitifs de DRG de I’apport d’'un ARNm de
frataxine encapsulé dans des nanoparticules lipidiques (Nabhan et al., 2016). Une étude récente
propose une nouvelle stratégie grace aux nanoparticules : les chercheurs sont parvenus a lier
des plasmides codant pour la frataxine a des particules de formées de multicouches de
polymeéres (Czuba-Wojnilowicz et al., 2020). Ces particules ont permis d’augmenter
I’expression de la frataxine dans des neurones dérivés d’IPSC de patients. Deux semaines apres
le traitement, la frataxine est toujours exprimée 1000 fois plus que dans le controle non traité.
Cette stratégie trés prometteuse offre, par rapport aux méthodes a ARNm, 1’avantage d’une

expression continue et donc de réduire le besoin de renouveler le traitement.
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6.6 Autres stratégies thérapeutiques

6.6.1 Correction génétique

Avec I’avancée des technologies d’édition du génome telles que les nucléases a doigts de
zinc, les TALENS et CRISPR-Cas9, 1’idée d’une stratégie thérapeutique pour 1I’AF basée sur
I’édition du génome a émergé. Théoriquement on peut envisager d’exciser 1’expansion de
répétitions GAA, et de remplacer ou non la portion d’ADN par une séquence de I’intron 1 de
FXN sans répétitions déléteres. Des études réalisées sur modéles cellulaires et murins ont d’ores
et déja montré que 1’excision de ces triplets restaure la transcription de FXN, prouvant
conjointement que la séquence de GAA est I’unique responsable de la baisse de transcription
associée a I’AF (Li et al., 2015; Ouellet et al., 2017). Cependant, pour qu’une telle stratégie soit
envisageable chez I’humain, il faut pouvoir emmener efficacement le systéme d’édition du
génome par thérapie génique aux cellules cibles et s’assurer que le systéme ne montre aucun
effet off target. 11 sera également nécessaire de démontrer que 1’excision d’une portion de
I’intron 1 de la frataxine ne perturbe pas la régulation de la transcription et la maturation de

I’ARN produit de ce géne excisé.

6.6.2 Oligonucléotides

Outre I’hétérochromatinisation du locus, 1I’expansion de triplets GAA induit la formation
de boucles R (structure ternaire entre un hybride ADN:ARN et un ADN simple brin) altérant
la transcription du gene (Bidichandani et al., 1998). Des oligonucléotides reconnaissant
spécifiquement les répétitions GAA ont été développés afin de cibler I’expansion pathologique
et prévenir la formation des boucles R (Li et al., 2016, 2018; Shen et al., 2018). Un traitement
par ces oligonucléotides de fibroblastes de patients AF augmente significativement 1’expression
de la frataxine dans des fibroblastes (Li et al., 2016) ainsi que dans des lignées de progéniteurs

neuronaux issus d’IPSC de patients (Shen et al., 2019).
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6.7 Conclusion

Malgré 1’absence de traitement pour les patients, de cure ou de ralentissement des
symptomes, les chercheurs et groupes pharmaceutiques travaillent depuis de nombreuses
années a développer des traitements efficaces pour 1’ataxie de Friedreich. Chaque année de
nouvelles stratégies prometteuses sont proposées et permutées en recherche clinique (Figure
27). 1l est primordial que les différentes équipes de recherche travaillent au maximum en
collaboration, en partageant les résultats des différentes études mais également en mettant a
disposition les modeles animaux et cellulaires a la communauté, afin d’optimiser au mieux la
recherche de traitements. Il est également essentiel qu’un maximum de patients s’enregistre
dans les bases de données, et que ces bases soient mises en commun a I’échelle mondiale. Enfin,
il est important que de nombreuses stratégies soient développées en parallele, car il est trés
probable que seule la combinaison de plusieurs traitements puisse permettre une cure efficace

de I’ataxie de Friedreich.
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7 Les criblages de molécules thérapeutiques

7.1 High-throughput screening (HTS) et High-content screening (HCS)

7.1.1 Définitions

Les criblages a haut débit ou high-throughput screening (HTS) sont au cceur de la
découverte de molécules thérapeutiques de I’industrie pharmaceutique, mais également de plus
en plus au sein des laboratoires de recherche académique (Ohlmeyer and Zhou, 2010). Le HTS
est une méthode permettant de tester des milliers de molécules rapidement et en parallele, afin
d’évaluer leur activit¢é dans un ou plusieurs essais biologiques (Lederman, 2007). Les
composants basiques des HTS sont la miniaturisation de 1’essai, un systéme automatisé des
étapes de transfert de liquide et de manipulation des supports, et la mise en place d’un readout,
ou mesure quantitative automatisée de 1’essai. Le développement des approches HTS a enfin
pu étre possible grace aux progrés de la robotique qui ont permis I’automatisation et la
miniaturisation des essais biochimiques et cellulaires. 11 est important de différencier HTS de
HCS ou high-content screening. Le principe de base est identique pour les deux techniques,
c’est la nature de I’essai qui différencie les deux. Le terme HTS est le premier a avoir émerge,
mais il est maintenant différencié¢ du HCS car il fait référence aux criblages généralement basés
sur des essais in-vitro « simples » tels que 1’activité d’une enzyme. L’arrivée des technologies
automatisées de microscopie et d’analyses d’images ont permis 1’émergence des criblages a
haut contenu ou HCS. Les HCS se différentient de par la complexité des essais, basé€s sur
I’imagerie, et permettant d’étudier des procédés biologiques subcellulaires. En général, la
quantité¢ d’informations générée par ces criblages est bien supérieure, sacrifiant parfois le trés
haut débit que 1’on peut atteindre en HTS (Varma et al., 2011).

Pour n’importe quel HTS ou HCS, I"une des étapes initiales et des plus critiques est le
choix du readout ou assay endpoint. 11 correspond a la méthodologie d'essai et les parametres
expérimentaux scientifiquement valides et robustes, choisis pour attester de la capacité d’une
molécule a améliorer un phénotype. Il est important de rechercher un readout reflétant au mieux
que possible un mécanisme associé a la maladie étudié, tout en pouvant étre miniaturisé et rendu
compatible avec I’automatisation (Woodward et al., 2006). Le choix de I’essai peut étre
compliqué par le manque de compréhension du processus exact de la maladie ou la possibilité
de générer un modele qui récapitule tous les aspects d’une maladie complexe. Ainsi, il existe

systématiquement une balance entre complexité et capacité de criblage a prendre en compte.
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7.1.2 Les banques de molécules

Les composés pharmacologiques peuvent se diviser en deux catégories basées sur leurs
activités : les composés avec activité biologique connue, et ceux pour lesquels I’activité n’est
pas connue. Parmi les composés a activité biologique connue se trouvent les molécules
approuvées par I’ Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux ou Food and
Drug Administration (FDA) (Ashburn and Thor, 2004). Cet ensemble de composés est attrayant
dans les criblages car on dispose de nombreuses informations concernant leurs propriétés
biologiques et pharmacologiques. De ce fait, les composés actifs de cette banque retenus a
I’issus des criblages (Aits), peuvent rapidement évoluer vers des études cliniques. Parmi ces
collections de molécules, on peut donner I’exemple de la Prestwick Chemical Library
(Prestwick Chemical, 1520 molécules) et de la LOPAC®1280 (Library of Pharmacologically
Active Compounds, Sigma-Aldrich, 1280 molécules) (Varma et al., 2011). De nombreuses
banques sont assemblées par différentes compagnies et institutions. Ces banques sont utilisées
dans I’hypothése que les molécules puissent cibler un mécanisme différent de celui pour lequel
elles ont ét¢ développées initialement. On parle de repositionnement (drug repositioning) :
certains médicaments déja validés par la FDA peuvent étre utilis€s pour traiter d’autres
maladies (Ashburn and Thor, 2004). L’inconvénient de ces banques est la gamme limitée de
mécanismes biologiques pouvant étre ciblés, en comparaison avec des banques comprenant des
centaines de milliers de molécules. Néanmoins, ces banques restent le premier choix dans les
¢tudes de criblages issues des laboratoires de recherche académique.

Les criblages a trés haut débit sont souvent réalisés a une concentration unique en
plusieurs réplicats : typiquement 10 uM pour des banques de plusieurs milliers, et 2 uM pour
des centaines de milliers (Varma et al., 2011). Une stratégie est également de tester de plus

petites collections, a plusieurs concentrations.

7.1.3 Développement d’un essai : choix du readout et indicateurs de confiance

Les criblages peuvent étre basés sur des expériences in vitro, cultures de cellules ou
organismes entiers. La molécule est ajoutée dans un systéme trés miniaturisé, et sa capacité a
faire varier des parametres biologiques clés de ce systéme est évaluée par un essai automatisé.
Cette expérience et son résultats constituent le readout (Inglese and Auld, 2008). Il peut s’agir
d’acquisitions simples de fluorescence, luminescence ou absorbance, mais également plus

complexes telles que I’analyse morphométrique de composants cellulaires, acquisition de signal
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issus de compartiments intracellulaires, etc. Il est important que le readout refléte simplement
et efficacement le mécanisme que 1’on souhaite cibler. Un ¢élément clé dans le design d’un
readout est I’adaptation au haut débit, en le miniaturisant au possible. Cette étape passe
impérativement par 1’optimisation de nombreux parametres du systéme, tels que le choix des
plaques, la densité des cellules, le coating (revétement du fond des puits de culture), le choix
du milieu de culture, la concentration des drogues et réactifs, la manipulation des solutions
(changements de milieu, étapes de lavages), etc.

Il est impératif de déterminer si 1’essai en développement est compatible avec le haut
débit. Pour cela, il doit étre hautement reproductible, avec le moins de variabilité possible et
montrer de larges dynamiques entre les contrdles positifs et négatifs. Dans ce but Zhang, Chung
et Oldenburg ont établi un indicateur de confiance nommé Z’ factor (Zhang et al., 1999). Ce
facteur, dont la valeur dépend strictement des variations de signal entre les contrdles positifs et
négatifs, peut étre considéré comme un indicateur global de la qualité de I’essai. Il est défini

par la relation suivante :

3 X (SD, + SDy)

Z=1-
1 — (Valeur, — Valeur,)

Ou SD définit I’écart type
p correspond au contrdle positif

n correspond au contrdle négatif

Selon la valeur du facteur Z' obtenue on estime la qualité d'un criblage HTS :

1 >Z7Z'>0.7 lecriblage est d’excellente qualité

0.7>Z7Z'>0.5 le criblage est bon

0.5>7'>0 acceptable, mais dans le cas d’essais complexes (Varma et al., 2011)
Un Z’ factor négatif est considéré inacceptable, car le bruit de fond est trop important comparé

a la variabilité entre les mesures (Zhang et al., 1999).

7.1.4 Sélection et validation des hits

Les données issues des différentes acquisitions doivent étre normalisées, afin d’étre
comparables entre elle. Une fois la normalisation faire, on proceéde a une recherche de composés
prometteurs ou hits. Ces composés, sélectionnés lors de ce criblage primaire, doivent étre

¢tudiés dans des phases subséquentes, notamment dans des expériences de dose-réponse, qui
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serviront a valider 1’effet observé en criblage (Inglese and Auld, 2008). De maniére générale,
la sélection des hits se fait en établissant une valeur seuil au-dessus de laquelle on consideére
qu’un composé a eu un effet significatif. Tous les composés montrant un signal supérieur a
cette valeur sont donc sélectionnés pour des études complémentaires. Il est communément
accepté qu’on peut attendre entre 0,01 et 0,1% de Aits parmi les molécules testées (Woodward

et al., 2006).

7.2 Criblages sur cultures primaires de neurones ou différentiés a partir d’IPSC

En épluchant la bibliographie, on remarque qu’une quantité non négligeable de criblages
pharmacologiques ont été réalisés sur des cultures de neurones ces derni¢res années. J’ai
référencé en Tableau 5, la liste des criblages sur neurones en culture que j’ai pu relever dans
la bibliographie. Développer une stratégie de criblage en prenant comme mode¢le des cultures
primaires de neurones peut relever d’un challenge en fonction du type de neurones et de leurs
propriétés. Ces cellules sont sensibles & de nombreux facteurs propres a la culture tels que la
composition du milieu, les variations de pH et de température, le format des supports utilisé€s
en criblage, I’adhésion dans les puits de culture, etc. Certaines cultures sont plus répandues
dans les études de criblages : par exemple les neurones corticaux di a leur facilité de culture
par rapport notamment aux neurones sensitifs de DRG. Une fois que les conditions de cultures
sont établies, le facteur de reproductibilité¢ des assays entre en jeu. En effet, I'utilisation de
cellules issus d’animaux implique une certaine variabilité entre les cultures. Malgré cela, des
équipes sont parvenues a réaliser des criblages pharmacologiques sur neurones primaires en
utilisant des banques de molécules plus ou moins grandes (Tableau 5). Une autre stratégie
consiste a utiliser des neurones différentiés a partir de lignées d’IPSC. Cette approche est trés
prometteuse d’une part car elle permet en théorie de cibler n’importe quel type cellulaire,
qu’elle respecte la génétique des patients, et qu’elle ne nécessite pas 1’utilisation d’animaux.
Cette technique permet également de travailler sur des cellules humaines, ce qui est impossible
dans I’étude de nombreuses maladies et en particulier les maladies neurodégénératives ou les
cellules primairement affectées ne peuvent en aucun cas étre samplées sur patient vivant. La
principale difficulté de ces cultures est de pouvoir s’assurer de la qualité de la différentiation :
rendement de cellules différenciées dans la culture et spécificité des cellules différenti¢es. La
recherche sur les IPS de ces dernieres années a permis une amélioration trés rapide de ces deux

composantes, et 1’on voit maintenant de plus en plus de recherches utilisant des cultures tres
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efficacement et spécifiquement différentiées. Il sera également essentiel que la communauté
scientifique s’accorde sur des protocoles communs de différentiation afin de travailler sur des
bases similaires. J’ai listé en Tableau 5 les études ou ont été réalisé des criblages sur neurones

différentiés a partir d’IPSC.

Référence Type cellulaire Readout Taille banque
o Ryan et al., 2016 Neurones génériques Croissance axonale 80
g Boissart et al., 2013 Neurones corticaux Différentiation et croissance 130
:‘-Z Wang et al., 2017 Neurones corticaux Niveaux protéine Tau 1280
:g Wang et al., 2017 Neurones corticaux Niveaux protéine Tau 1280
; Stacey et al., 2018 Neurones sensitifs Calcium imaging 2700
§ Sherman et Bang, 2018 Neurones génériques Croissance axonale 3000
é Traub et al., 2017 Neurones génériques Expression TrkC 3200
Kaufmann et al., 2015 Neurones génériques Activation épigénétique de Fmri  50.000
Varkuti et al., 2020 Neurones hippocampaux souris Phénotype mitochondrial 67
.g 2 Chen et al., 2015 Neurones corticaux de rat Viabilité et croissance 213
g § Frey et al., 2018 Neurones de DRG (4-6 DIV) de souris  Croissance axonale 480
g é Lariosa-Willingham et Leonoudakis, 2018 Neurones corticaux de rat Myélinisation 700
E S Lariosa-Willingham et al., 2016 Neurones corticaux de rat Myélinisation 727
3 Rudhard et al., 2015 Neurones de DRG (4 DIV) de rat Croissance axonale 871
Mendes et al., 2020 Neurones hippocampaux souris Niveaux protéine Tau 1100

Tableau 5 : Liste des criblages a moyen/haut débit sur culture de neurones relevés dans la
littérature

7.3 Lescriblages effectuées dans le cadre de I'ataxie de Friedreich

Afin d’identifier des molécules a visée thérapeutique pour I’AF, plusieurs criblages a haut
ou moyen débit ont été réalisés aussi bien en recherche privée que publique. Malheureusement,
je ne pourrai discuter ici que des études effectuées par les laboratoires de recherche publique.
La majorité des criblages effectués ont pour but d’identifier des composés capables
d’augmenter 1’expression de la frataxine, dans le contexte génétique des patients AF. Des
lignées cellulaires humaines avec une construction rapportrice de 1’expression de la frataxine
associée au locus avec expansions de GAA ont été utilisées pour des criblages
pharmacologiques (Grant et al., 2006; Li et al., 2013; Lufino et al., 2013), et ont permis
d’identifier quelques composés tels que le resvératrol et la pentamidine. Une récente étude,
utilisant une approche de construction sans 1’expansion de GAA a montré que I’etravidine
augmente la traduction de I’ARNm de la frataxine (Alfedi et al., 2019). On compte trés peu de

criblages ayant un readout différent de 1’expression de la frataxine. Certains criblages utilisent
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pour readout la prolifération des cellules : une étude de notre laboratoire sur fibroblastes
transfectées avec des ShRNA contre la frataxine (Calmels et al., 2009b), et sur fibroblastes de
patients (Sahdeo et al., 2014). Un criblage sur levures déplétées en frataxine a évalué le potentiel
d’une large banque a restaurer la fonction des mitochondries (Cotticelli et al., 2012). On
remarque que ces criblages reposent entierement sur 1’utilisation de modeles ayant un faible
phénotype et/ou manquant la spécificité tissulaire. Ce constat s’explique de par la complexité
de culture des types cellulaires primairement affectés qui rendent compliqué le développement
de stratégies de criblages a haute ou moyenne échelle. Cependant des stratégies utilisant des
modeles plus poussés commencent a apparaitre avec notamment un récent crible a débit moyen
a été réalisé sur un modele cardiaque de drosophile (Palandri et al., 2018b). De ce que nous
savons, jamais un criblage a haut débit n’a été réalisé¢ sur neurones sensitifs déficients en
frataxine, le type cellulaire primairement affecté dans I’AF. C’est la raison pour laquelle j’ai

décidé de lancer un projet de criblage sur le modéle que j’ai étudié pendant ma thése.
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8 Lavoie de 'AMPK

Afin de faire face a leurs besoins énergétiques et répondre a la disponibilité des
nutriments, les cellules adaptent constamment leur métabolisme. Lorsque les niveaux d’ATP
baissent, il est essentiel que les cellules puissent minimiser leur consommation d’énergie afin
d’éviter I’épuisement de leurs ressources énergétiques. Afin de restaurer les réserves d’énergies,
les cellules doivent entreprendre des réponses immédiates telles que I’augmentation de I’import
des nutriments, I’activation de mécanismes alternatifs de production d’énergie ou la
dégradation en nutriments de macromolécules. Les eucaryotes ont développé un systeme
sophistiqué de détection du niveau d’ATP via le complexe de ’AMPK ou AMP-activated
protein kinase. L’AMPK a la capacité de sentir la quantité d’énergie disponible dans la cellule
en fixant directement les nucléotides adényliques (Crozet et al., 2014). Lors de perturbation des
ratios ATP/ADP ou ATP/AMP, I’AMPK est activée par un mécanisme allostérique stimulant
son activit¢ de kinase (Gowans et al.,, 2013). Une fois activée, ’AMPK a pour but de
reprogrammer le métabolisme de la cellule de ’anabolisme vers le catabolisme, c’est a dire
inhiber les mécanismes consommateurs d’énergie pour favoriser les mécanismes en produisant.
Cette reconversion s’exécute a travers le controle de multiples voies telles que la croissance et
traduction des protéines, a travers la phosphorylation du complexe mTOR 1 (mTORC1) (Gwinn
et al., 2008), le métabolisme des lipides (Watt et al., 2006), le métabolisme du glucose
(Sakamoto and Holman, 2008), 1’homéostasie mitochondriale (Jager et al., 2007) et
I’autophagie (Kim et al., 2011) (Figure 28A).

8.1 Structure de ’AMPK et activation

8.1.1 Structure

L’AMPK est un complexe hétérotrimérique composé d’une sous-unité o catalytique et de
deux sous-unités régulatrices [ et y (Figure 28A). La sous-unité a contient un domaine kinase
et un résidu critique, Thr172, phosphorylé par une kinase en amont. La sous-unité y permet a
I’AMPK de répondre aux changements dans les ratios ATP/AMP (Hardie et al., 2012). La
fixation de I’AMP, ainsi que de I’ADP dans une moindre mesure, a la sous-unité y permet la

stimulation de I’activité de ’AMPK (Figure 28A) (Gowans et al., 2013).
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Figure 28 : Régulation du métabolisme par FAMPK et mTORC1
A , ,

(A) Une fois activée, 'AMPK phosphoryle des cibles clés du métabolisme. Les cibles directes de
'AMPK sont montrées dans le premier cercle autour de 'AMPK. Les fleches indiquent si la
phosphorylation est activatrice (noires) ou inhibitrice (rouges) pour les protéines ciblées. Le cercle
suivant indique le processus dans lequel chaque cible est impliquée, et la couleur du rectangle si
le processus est inhibé (rouges) ou activé (verts). ChREBP, carbohydrate-responsive element-

binding protein; CREB, cAMP response element-binding protein; FOXO, forkhead box protein O
HDAC, histone deacetylase; HMGCR, HMG-CoA reductase; HNF4a, hepatocyte nuclear factor 4q;
1a; PLDA1,

MFF, mitochondrial fission factor; PGC1a, peroxisome proliferator-activated receptor-y co-activator

phospholipase D1; SREBP1, sterol regulatory element-binding protein 1; TFEB
transcription factor EB. Issu de Herzig and Shaw, 2018. (B) L’activation de mTORC1 régule
plusieurs processus affectant le métabolisme des cellules. mTORC1 inhibe I'autophagie et la
biogénése lysosomale en inhibant respectivement l'activité de ULK1 et de TFEB (transcription
factor EB). mTORC1 stimule la croissance cellulaire en favorisant des voies biosynthétiques telles
que la synthése des protéines, des lipides et des nucléotides, en inhibant 4EBP1 (Eukaryotic
translation initiation factor 4E (elF4E)-binding protein 1) et activant P70S6K (P70-S6 Kinase 1)
Issu de Rabanal-Ruiz et al., 2017.
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8.1.2 Activation

Le complexe de ’AMPK est activé principalement par une phosphorylation par une
kinase située en amont, sur le résidu Thr172. La majorité de I’activation en condition de stress
énergétique est réalisée par la kinase LKB1 (Liver kinase B1) (Shackelford and Shaw, 2009).
Cependant, I’AMPK peut également étre phosphorylée au résidu Thr172 en réponse au flux de
calcium par la kinase calcium-sensible CAMKK2 (Calcium/Calmodulin Dependent Protein
Kinase Kinase 2) (Hurley et al., 2005). L’augmentation des niveaux intracellulaires de calcium

activent CAMKK?2 et ménent a une activation indépendante de LKB1.

8.2 Reégulation du métabolisme par I’AMPK

Lors d’un stress énergétique, I’AMPK phosphoryle des facteurs clés impliqués dans de
multiples voies afin de restaurer 1’équilibre énergétique. L effet de I’ AMPK sur le métabolisme
peut étre divisé en deux catégories : I’inhibition de voies anaboliques afin de minimiser la

consommation d’ATP, et la stimulation des voies cataboliques afin d’activer la génération

d’ATP.

8.2.1 Inhibition des voies anaboliques

L’AMPK inhibe la synthése des lipides et des stérols a travers la phosphorylation
inhibitrice des carboxylases de ’acétyl-Coa ACC1 et ACC2 (O’Neill et al., 2014) (Figure
28A), essentiels a la premiere étape de la syntheése de novo des lipides, et de ’'HMG-CoA
réducase (HMGCR), qui catalyse 1’étape limitante de la production du cholestérol (Carling et
al., 1987) (Figure 28A). La croissance des cellules et la traduction des protéines sont des
mécanismes tres énergivores. L’ AMPK régule donc ces voies grace a la modulation de mTOR,
un modulateur majeur de la croissance cellulaire. L’inhibition de la voie mTOR passe a travers
deux mécanismes indépendants : activation de 1’inhibiteur de mTOR TSC2 ou Tubérine
(Figure 28A), et I’inhibition de la sous-unit¢ de mTORC1, RAPTOR (Regulatory-associated
protein of mTOR) (Gwinn et al., 2008) (Figure 28A). La baisse d’activité de mTOR méne a
une baisse de la croissance cellulaire et de la synthése protéique, notamment a travers

I’inhibition des voies P70S6K et 4EBP1 (Rabanal-Ruiz et al., 2017) (Figure 28B).
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8.2.2 Stimulation des voies cataboliques

8.2.2.1 Utilisation du glucose et des lipides

Afin de restaurer les réserves d’ATP, ’AMPK stimule activement le catabolisme des
macromolécules. Elle stimule par exemple ’utilisation du glucose en phosphorylant des cibles
impliquées dans le trafic des transporteurs de glucose tels que GLUTI1 et GLUT4 afin
d’augmenter I’'import de glucose dans les cellules (Wu et al., 2014). De plus, I’AMPK conduit
¢galement les cellules a utiliser leurs réserves en lipides, en stimulant des lipases telles que
ATGL (adipose triglycéride lipase) afin de générer des acides gras a partir des réserves de
triglycérides, qui sont ensuite importés dans les mitochondries et entrent la voie de la f3-

oxydation (Ahmadian et al., 2011).

8.2.2.2 Régulation de I'autophagie et la mitophagie

L’autophagie est un procédé par lequel les composants cellulaires ou cargos, tels que les
protéines, la macromolécules, les organites et les pathogénes sont recyclés par une machinerie
cellulaire spécialisée. Cette machinerie régit I’adressage des cargos a des structures
membranaires appelés autophagosomes, leur fusion avec les lysosomes (autophagolysosomes)
et leur dégradation (Bento et al., 2016). La machinerie de I’autophagie implique plusieurs
complexes multi-protéiques et I’AMPK régule plusieurs aspects de ce mécanisme.

L’autophagie sert principalement deux fonctions distinctes : le recyclage des molécules
vieillissantes ou endommagées, et la reconstitution des réserves d’énergie. Ces deux
mécanismes sont similaires dans leur exécution mais différent dans la maniéres dont ils sont
initiés. Alors que le recyclage des cargos est un procédé continu de la cellule, I’induction de
I’autophagie pendant des périodes de stress énergétique implique une voie régie par la
perception des nutriments et contrélée par mTORCI1. Lors d’un manque de nutriments,
mTORCI1 est inactivé, enlevant la phosphorylation inhibitrice sur ULK1 (Ser757) (Unc-51 like
autophagy activating kinase), une kinase essentielle a I’induction de ’autophagie (Kim et al.,
2011). mTORCI1 phosphoryle également et inhibe d’autres composants du mécanisme de
I’autophagie tels que ATG14L (ou Barkor) et ATG13, une protéine interagissant avec ULK1
(Park et al., 2016; Puente et al., 2016). Quand activé, ULK1 phosphoryle plusieurs protéines
impliquées dans 1’exécution de 1’autophagie, tels que FIP200, ATG101 (Egan et al., 2015),
ATGI13 (Joo et al., 2011) et Beclin-1 (Russell et al., 2013).
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L’AMPK controle 1’autophagie a diverse étapes. Premi¢rement, I’AMPK phosphoryle
directement le régulateur amont de mTOR, TSC2, aux résidus Thr1227 et Ser1345 (Inoki et al.,
2003), et la sous-unité RAPTOR de mTORCI sur les résidus Ser722 et Ser792 (Gwinn et al.,
2008). Chacune de ces phosphorylations participent a réduire I’activité de mTOR en condition
de stress énergétique. L’AMPK active ULK1 en le phosphorylant sur au moins quatre résidus :
Ser467, Ser555, Thr574 et Ser637 (Egan et al., 2011). L’activation de ULK1 par I’AMPK joue
un role essentiel dans le recyclage des mitochondries, appelée mitophagie. En particulier, il a
¢été montré que la phosphorylation de ULK1 en Ser555 régule le recrutement de ULK1 aux
mitochondries pendant la mitophagie (Tian et al., 2015).

8.2.3 AMPK et biogénese des mitochondries

La biogénese mitochondriale a lieu en réponse d’une forte dépense énergétique afin de
produire plus d’ATP. Elle se déroule via la croissance et la division des mitochondries
préexistantes. Ainsi la masse mitochondriale augmente. La biogénése des mitochondries
requiere la hausse des protéines mitochondriales ainsi que de la production et le transfert des
lipides, pour subvenir a I’augmentation des membranes internes et externes (Zhang and Xu,
2016). La régulation de ’AMPK sur ce mécanisme passe principalement par I’activation de
PGCI1 a (peroxisome proliferator-activated receptor-y co-activator 1 a) (Wu et al., 1999), un
régulateur majeur de la biogénese mitochondriale. L’AMPK active PGCla en le phosphorylant
notamment aux résidus Thr177 et Ser538 (Jéager et al., 2007).
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| RESULTATS

1 Objectifs du travail de these

A mon arrivée au laboratoire, un certain nombre d’aspects de la physiopathologie de I’AF
ont été caractérisés grace aux ¢tudes notamment sur les tissus de patients, les modeles de levures
déplétées en frataxine et modeles murins conditionnels (voir introduction, partie 5). Cependant,
les données concernant la neurophysiopathologie sont moins claires. Notamment, les
mécanismes associées a la perte de la frataxine dans les neurones proprioceptifs de DRG ne
sont pas connus. En cause, la faible quantité de ces cellules au sein du DRG et leur difficulté
d’accessibilité pour réaliser des analyses spécifiques. Le laboratoire a donc entrepris de générer
un modele de neurones de DRG de souris dans le but de répondre a plusieurs questions :

- Peut-ont retrouver les éléments caractéristiques de I’AF dans ces cellules : perte des Fe-
S, perte d’activité mitochondriale et dérégulation du métabolisme du fer, avec
accumulation de fer mitochondrial ?

- Existe-il une sensibilité au stress oxydant dans ce type cellulaire ?

- Comment expliquer la sensibilité spécifique des neurones proprioceptifs a la perte de la
frataxine, un gene d’expression ubiquitaire ?

- Quelles sont les voies moléculaires dérégulées suite a la déplétion en frataxine dans les
neurones proprioceptifs ?

Le travail de thése a donc pour but de caractériser le modele développé, et répondre a ces

questions.

En parallele, le modéle sera utilisé pour développer une approche de criblage de molécules

thérapeutiques.
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2 Publication du chapitre « Griso and Puccio, 2020 »

2.1 Sujet traité dans la publication

Le papier présenté est « Primary Cultures of Pure Embryonic Dorsal Root Ganglia
Sensory Neurons as a New Cellular Model for Friedreich’s Ataxia ». Il s’agit d’un protocole
détaillé des cultures primaires de neurones de DRG et 1’établissement du modele de déplétion
de la frataxine dans ces cultures. Cette publication est un chapitre du livre « Trinucleotide
Repeats: Methods and Protocols », édité par Guy-Franck Richard, et publi¢ en 2020 par

Humana, New York.

2.2 Publication

117



®

Check for
apter

Primary Cultures of Pure Embryonic Dorsal Root Ganglia
Sensory Neurons as a New Cellular Model for Friedreich’s
Ataxia

Olivier Griso and Heéléne Puccio

Abstract

Peripheral neuropathies can have various origins, from genetic to acquired causes, and affect altogether a
large group of people in the world. Current available therapies aim at helping the disease symptoms but
not to correct or stop the development of the disease. Primary neuronal cultures represent an essential tool
in the study of events related to peripheral neuropathies as they allow to isolate the affected cell types, often
originating in complex tissues in which they account for only a few percentage of cells. They provide a
powerful system to identifying or testing compounds with potential therapeutic effect in the treatment of
those diseases. Friedreich’s ataxia is an autosomal recessive neurodegenerative disorder, which is character-
ized by a progressive spinocerebellar and sensory ataxia. Proprioceptive neurons of the dorsal root ganglia
(DRG) are the primary affected cells. The disease is triggered by a mutation in the gene FXN which leads
to a reduction of the frataxin protein. In order to study the neurophysiopathology of the disecase at the
cellular and molecular levels, we have established a model of primary cultures of DRG sensory neurons in
which we induce the loss of the frataxin protein. With such a model we can alleviate the issues related to
the complexity of DRG tissues and low amount of sensory neuron material in adult mouse. Hereby, we
provide a protocol of detailed and optimized methods to obtain high yield of healthy mouse DRG sensory
neuron in culture.

Key words Dorsal root ganglia, Primary cultures, Sensory neurons, Friedreich’s ataxia, AAV vectors

1 Introduction

Dorsal root ganglia (DRQG) sensory neuron cell cultures are an
important tool for studies aiming at unveiling pathophysiological
mechanisms underlying peripheral nervous system (PNS) diseases
also known as peripheral neuropathies [ 1 ]. They also represent a reli-
able system to identify and validate new compounds with potential
therapeutic effect to design treatment strategies for these diseases.
The PNS includes the sensory, motor and autonomic nerves located
outside the brain and spinal cord [2]. Although every component of

Guy-Franck Richard (ed.), Trinucleotide Repeats: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 2056,
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9784-8_15, © Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2020
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the PNS can be affected in peripheral neuropathies, the sensory neu-
rons are often the primary and more severely affected sites, and the
causes of peripheral neuropathies can be genetic or acquired [1].
They include diabetes associated neuropathy [3], viral infections
such as human immunodeficiency virus (HIV) (such as distal sym-
metric polyneuropathy or DSP, antiretroviral toxic neuropathy or
ATN) [4], autoimmune conditions (such as chronic inflammatory
demyelinating polyneuropathy or CIDP) [5], hereditary demyelin-
ating neuropathies (such as Charcot Marie Tooth disease type 1A or
CMTIA) [6], or toxic chemotherapeutic agents (following antineo-
plastic therapy for example) [7]. They also include genetically
acquired neurodegenerative disorder such as Friedreich’s ataxia.

Friedreich’s ataxia (FA) is an autosomal recessive neurodegen-
erative disorder, characterized by a progressive spinocerebellar and
sensory ataxia associating hypertrophic cardiomyopathy [8, 9]. At
the neurologic levels, the primary affected sites include proprio-
ceptive neurons of the dorsal root ganglia (DRG), the spinal cord
and the dentate nucleus of the cerebellum [10, 11]. The major
FA-causing mutation corresponds to a GAA expansion in the first
intron of the FXN gene, which leads to the reduced expression of
frataxin, a mitochondrial protein involved in iron-sulfur (Fe-S)
cluster biosynthesis [12]. Varying from 60 to 1700 repeats, the
expansion causes a decreased transcription of the gene, most prob-
ably via locus heterochromatinization [13]. The patients express
only between 5% and 30% of the normal levels [14].

The events of the physiopathology of FA are well described in
heart tissue from patients [15], or cardiomyocytes from cardiac-
specific mouse models [16], due to the large size of the cardiac
tissue, the high number of affected cell in this tissue, giving a high
quantity of material for cellular and biochemical analysis. The dit-
ficulty in studying neuronal phenotype at the cellular and molecu-
lar level is that affected cells are isolated and diluted in complex
tissues comprising several cell types. DRG comprises specialized
neuronal subtypes with unique molecular characteristics, including
small diameter nociceptive neurons (TrkA+), larger diameter mech-
anoreceptive neurons (TrkB* and /or TrkC*) and large propriocep-
tive neurons (TrkCr). Sensory neurons only represent 15% of the
total DRG cells, the other being glial cells [2]. Molecular biology
and biochemical approaches such as Western blot, qQPCR and enzy-
matic activity measurements normally used to evaluate Fe-S defi-
ciency, cellular iron dysregulation and mitochondrial activity
impairments are not easily applicable in this context, especially due
to low material quantity available in DRG neurons [ 17]. Therefore,
data concerning FA neurophysiopathology are limited. Thus, the
mechanisms underlying the neurodegeneration and in particular
the tissue-specificity in FA are still unknown.

Many efforts have been made in generating partial depletion
models with a reduction of frataxin levels closer to what is observed
in patients. Several GAA repeat expansion-based mouse models
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were generated [ 18, 19], as it is the causative mutation of FA [20].
However, none of them show a robust phenotype, contrarily to the
clear, severe and reproducible phenotypes observed in the condi-
tional models (full deletion) [16, 17,21, 22]. This is mainly due to
the fact that GAA repeat expansions are very unstable through cell
divisions, and only 200 GAA repeats could be inserted in an
attempt to reproduce the transcription decrease seen in FA patients
(KIKO model, YG8R and YG22R models [18, 19]).

We have recently established a new neurologic cellular model
of Friedreich’s ataxia based on mouse primary cultures of DRG
sensory neurons from the conditional model that allows the full
depletion of frataxin. As the full KO is lethal for any dividing cell,
it has to be induced after embryonic development. In this model,
frataxin deletion is induced by infecting the cells by AAV9 vectors
bearing the Cre recombinase gene, allowing to excise an essential
exon from the FXN gene, leading to a total frataxin deficiency
(Fig. 1). The following chapter contains our protocol for mouse
DRG primary cultures of pure sensory neurons. Although our
model consists of full knock out following AAV vectors expression,
this protocol can be applied to every mouse model including the
GAA repeat expansion-based model.

Q
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Fig. 1 DRG sensory neuron primary cultures as a model of Friedreich’s ataxia. (@) Dorsal root ganglia (DRG) are
collected on E13.5 mouse embryo, dissociated, and the cell suspension it plated. Following cell attachment to
the bottom of the plate, infection with an AAV9 viral vector is performed. Once the viral genome is delivered
into the cell, the Cre recombinase is expressed, excising the exon 4 of the gene FXN. Western blot (b) and gPCR
(c) results confirming depletion of frataxin both at the protein and the mRNA levels in cells infected with an
AAV9-CreGFP vector. The reminiscent expression corresponds to noninfected cells. The AAV9-GFP infected
cells correspond to the wild type (WT). sxp < 0.001 (student test); scalebar = 200 pm
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2 Materials

2.1 Coating of Cell
Culture Systems

2.2 Media
Preparation

O 0 N O\ Ul R W

—_
—— O

12.

13.

. Tissue culture dish 35 x 10 mm style.

. Multidish PS 4 well nunclon round.

. Nunclon 4-Well x ImL MultiDish cell culture dish.
. 13 mm sterile coverslips.

. Poly-L-lysine hydrobromide.

(a) Solution A: 0.1 mg/mL in ultrapure water.

(b) Solution B: 0.01 mg/mL in ultrapure water.

. Collagen Type 1.

(a) Solution C: 0.67 mg/mL in ultrapure water with 1,/500
acetic acid dilution.

. Laminin: 3.3 pg/mL in ultrapure water (solution D).
. Matrigel™ HESC QUALIFIED MATRIX: 1/40 diluted in

C-medium (solution E).

. Glacial acetic acid.
10.
11.
12.
13.

Ammonium hydroxide.

Sterile gauze compresses.

Standard height, nunclon delta treated square BioAssay dish.
Parafilm® M.

. Minimum essential medium.

. Neurobasal™-A medium, no p-glucose, no sodium pyruvate.
. B-27™ supplement (50x), serum free.

. Fetal Bovin serum.

. L-Glutamine 100x.

. D-Glucose.

. Nerve growth factor 2.5S.

. Penicillin /Streptomycin 100x.

. 5-fluoro-2'-deoxyuridine.

. Uridine.

. C-medium: 430 mL. MEM, 50 mL FBS, 5 mL P/S (100x),

5 mL r-glutamine (100x), 2 g of p-glucose in 10 mL. MEM
(4 g/L final), 50 nM NGF.

NB medium: 470 mL Neurobasal without Glucose and pyru-
vate, 5 mL P/S (100x), 5 mL r-glutamine (100x), 2 g of
D-glucose in 10 mL MEM (4 g/L final), 50 nM NGF.

Antimitotic cocktail 1000x: 5 mL. MEM, FUdR 12.3 mg,

Uridine 12.2 mg. Dilute it to a 100x solution in MEM (solu-
tion F), aliquot and store at —80 °C.



2.3 Dissection

2.4 AAV Infections

2.4.1 Purified
Recombinant AAV9 Viral
Vectors
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1. Zeiss SEMI 305 stereo microscope.
2. Leibovitz’s L-15 medium.
3. Intruments for dissection of mouse embryos:
(a) Vannas-Tiibingen spring scissors.
(b) Dumont #58 forceps.
(c) Classical instruments for mouse dissection.
. Tissue culture dish 35 x 10 mm Style.
. Tissue culture dish 100 x 20 mm Style.
. Trypsin (2.5%o), no phenol red: solution G.

N O\ Ul W

. Agitating block heater.

The vectors are produced in the IGBMC in-house viral vector pro-
duction facility. They are produced following the “helper-free”
method, which is based on the adenovirus-free transient cotrans-
fection of all elements that are required for AAV production in
host cells such as HEK293 cells: an AAV2 I'TR-containing plasmid
carrying the gene of interest, a plasmid that carries the AAV2 Rep-
Cap and a plasmid that provides the helper genes isolated from
adenovirus. Before production, the gene of interest must be
inserted into a pAAV vector. Commonly, the vector must bear a
fluorescent reporter such as an eGFP in order to identity infected
cells. The titer should not be lower than 1 x 102 GU/mL, as the
vectors have to be diluted at 9 x 10° GU/mL in the culture
medium and ideally not less than 100 fold.

3 Methods

3.1 Coating of Gell
Culture Dishes

3.1.1 Coating of 35 mm
Petri Dishes

1. In 35 x 10 mm petri dishes, dispense 2 mL of poly-L-lysine
(solution B).

. Incubate for 30 min at room temperature (RT).
. Aspirate the solution and replace by 2 mL of ultrapure water.

. Subsequently, replace by 2 mL of ultrapure water.

[S2 N NS I )

. Remove completely the water from the petri dish at leave it to
dry under the hood, for 1.5 h at RT.

. Dispense 2 mL of collagen (solution C).
. Incubate for 15 min at RT.
. Angle the dish and aspirate the collagen (se¢ Note 1).

O 0 N O

. Close the dishes and place them in a large square dish.

10. Place a compress in the center of the large plate, dispense
1 mL of ammonium hydroxide on it and close immediately
the large dish
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3.1.2 Coating of 13 mm
Coverslips (Must

Be Prepared the Day
Before the Dissection)

3.2 Mouse
Dissection

and Isolation

of Embryonic DRGs

11.
12.

13.
14.

[N

O 0 N O O W

Incubate for 15 min at RT.

Open the dish, discard the compress and open all the 35 mm
dishes.

Leave to dry overnight (ON) at RT under the working hood.

The next morning, close the dishes and keep them sealed with
parafilm at 4 °C until use. The coated dishes can be kept up to
one month in the fridge.

. Dispense 13 mm cover slides in 4-wells culture plate.
. Add 350 pL of poly-L-lysine (solution A). Make sure that the

solution covers the whole surface of the well.

. Incubate for 2 h at 37 °C.

. Wash twice 2 min with 500 pL ultrapure water.

. Replace by a laminin solution (solution D).

. Incubate overnight at 37 °C.

. The next morning, replace by 350 pL of Matrigel (solution E).
. Incubate for 1 h at RT.

. Incubate for 1 h at 37 °C.

10.

Replace by 350 pL of C-medium until cells are ready to be
plated.

The mice are sacrificed at E13.5 of embryonic development. Each
step of the following protocol must be done in a sterile environ-
ment: under the hood or next to Bunsen burner.

1.
2.

Sacrifice the female.

Put the mouse on the back, open the womb on the median line
to let appear the organs.

. Using the forceps, pinch the uterus in the middle, where both

sides are joining. Cut and take away both sides of the uterus.
Pay attention not to damage the embryos within the uterin
horns.

. Put the uterus in a sterile 10 cm petri dish containing 10 mL

of sterile cold LL15 medium.

. Remove the embryos from the uterus by opening it slowly on

the median line, always paying attention not to touch the
embryos and letting the yolk intact.

. Isolate every embryo within their placenta, and put each one

of them in a 35 mm petri dish containing 1 mL of cold L15
medium. Keep the dishes on ice.
The following steps have to be repeated for every embryo

. Take out the embryo from the placenta.



3.3 DRGs Primary
Gulture Establishment

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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. Place the embryo on the side. Maintain its position with a for-

ceps in one hand, use iris scissors with the other hand to remove
the head, then cut in a vertical line in between the dorsal and
the ventral part, in order to remove all the visceral organs, the
limb, and the extremity of the tail.

. Using Dumont #5 forceps in both hands, put the embryo on

its dorsal part, and remove the remaining visceral organs,
which should allow to expose the vertebrae.

Rotate the embryo horizontally, and maintain it with one for-
ceps holding the sides of the embryo. With the other forceps,
open slowly the vertebrae being careful not to cut too deep
(with the risk of cutting the DRGs). Always maintain the
embryo stable with the other hand. When all the vertebrae are
incised, you will be able to remove them as a lid and let the
spinal cord appear.

Rotate the embryo, with the cervical part on top. Put one for-
ceps against the spinal cord, and the other one against the close
tissues. This will allow you to stretch the tissue, and start to
expose the DRGs.

Once you have stretched the tissues all along the spinal cord on
both sides, put back the embryo on the horizontal state.

Softly pull out the spinal cord, while tightly maintaining the
embryo down. If it does not come at once, pull it out in several
small steps, in order not to damage the cord. Be careful not to
go to fast, which will cause some DRG to stay inside the
embryo. It is though still possible to “fish” the remaining
DRGs after the spinal cord has been removed.

Put the spinal cord with the DRGs in a new 35 mm dish filled
with 1 mL cold L15 medium.

Carefully detach each DRG from the spinal cords, and get rid
of the remaining tissues, keeping only the DRGs in the plate.

With a micropipette, transfer the medium containing the
DRGs in a 2 mL microtube. Be careful, the DRGs can stick to
the sides of the micropipette tips. Try to make 1 tube for 10
embryos. The steps of the dissection are pictured in Fig. 2.

. Right after the dissection, centrifuge the tube containing the

DRGs at 800 x g for 1 min.

. Remove the medium and replace it by 1 mL Trypsin

(Solution G).

. Incubate for 35 min at 37 °C under soft agitation (400 rpm on

the block heater).

. Under the hood, transtfer the Trypsin solution containing the

DRG in a 15 mL Falcon tube containing 1 mL FBS.
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Fig. 2 Pictured steps of mouse E13.5 embryonic dorsal root ganglia dissection. After being removed from the
mother, the uterus is placed in a large petri dish containing medium [1]. The uterus is opened, the embryos
appear in their placenta [2] and are placed in a small petri dish containing medium [3]. The embryo is
removed from its placenta, and placed on its side [4]. The head and visceral organs are successively removed
[5, 6]. Embryo back on the dorsal part, the remaining viscera are removed [7]. Vertebrae are incised and
removed, letting appear the spinal cord [8—10]. The tissue surrounding DRG localization is stretched, on both
sides and all along the spinal cord [11]. The spinal cord is gently pulled out [12] and placed in a small petri
dish containing medium [13]. The DRGs are removed from the spinal cord, and the rest of the spinal cord is
removed from the dish



3.4 AAV Infections
and Gulture Protocol

10.

11.

12.

13.

14.
15.

12.

13.

14.
15.

l6.
17.
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. Wash the trypsin tube with 1 mL of C-medium in order to col-

lect all the DRGs/cells in the 2 mL tube. Put this 1 mL in the
15 mL Falcon tube.

. Centrifuge at 800 x g for 10 min.
. Remove the supernatant and add 150 pL (volume for 10

embryos) of C-medium.

. Very gently, triturate the pellet with a 200 pL tip to dissociate

the DRG cells.

. In order to prevent damaging the cells, centrifuge the pellet

500 x g for 10 s and transfer the supernatant containing the
cells to a 50 mL Falcon tube containing 2 mL. C-medium.

Add another 150 pL. of C-medium and continue the tritura-
tion/centrifugation steps until the pellet is dissociated. It is
normal that a part of the pellet never dissociates. It contains
mainly connective tissues and can be discarded.

Count the cells and adjust the concentration to 500,000
cells/mL.

For 35 mm petri dishes

With a 10 mL pipette, dispense 1 mL of the cell suspension in
the precoated 35 mm petri dish (see Note 2).

Once the suspension is correctly spread in the dish, perform 2
up-and-downs to increase the uniformity of the seeding (see
Note 2).

Put the dishes at 37 °C 5% CO,.

After 2 h, angle the dishes to spread the medium on the whole
surface of the dish.

For 13 mm coverslips

Remove completely the medium from the newly Matrigel-
coated coverslips.

With the aspirator pipette on, place the coverslips in the center
of the well (see Note 3).

Let it to dry for 10 min under the hood.

Gently dispense 100 pL of cell suspension on the coverslip,
taking care not to spread the medium outside of the slide.

Place the cells at 37 °C 5% CO,.
1 h 30 after, add 250 pL of C-medium in the wells.

. On the day of plating (around 4 /5 h after plating), transfer the

cells in a P2 cell culture laboratory.

2. Dilute the AAV vectors in C-medium to 9 x 10° GC/mL.

. Remove the medium from the dish, and replace it by 1 mL

(300 pL for coverslips) of diluted AAV vectors.
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4. Incubate at 37 °C 5% CO, overnight.

5. The next morning, replace the medium by 1.5 mL (350 pL for
coverslips) of C-medium + antimitotic (solution F).

6. Two days after, replace the medium by 1.5 mL (350 pL for
coverslips) of NB medium.

7. Replace the medium every 2 or 3 days by 1.5 mL /350 pLL NB
medium until the culture is ready to be harvested (see Note 4).

4 Notes

On a general basis, primary neurons are challenging subtypes to
culture and maintain ex vivo, and DRG sensory neurons are among
the most difficult subtypes to handle. In our lab we have developed
a reproducible protocol that enables to establish homogenous and
healthy DRG sensory cultures (Fig. 3). With the right hints and
tips, this protocol allows any researcher to keep DRG sensory neu-
rons in cultures from several weeks to months. Due to their exces-
sively long processes DRG neurons organize in large and complex
networks. This specificity leads to a culture structured as one single
layer of connected cells. The uniformity of the collagen coating and
seeding of cells are key players of the culture quality and survival.

1. Collagen coating: when the collagen is removed after 15 min
incubation, the experimenter must make sure that no drop of
collagen remains on the bottom of the dish. These drops lead
to area of excessive collagen deposition, hence nonuniform
attachments of the cells to the plate. To avoid this, the aspira-

Fig. 3 DRG sensory neuron primary cultures are NF200-positive neuron culture. Primary cultures of mouse
DRG sensory neurons were fixed at 15 days, and stained by immunofluorescence with primary antibody
against either Neurofilament 200 kDa (NF200; ab4680, Abcam) (a) or NeuN (266004, Synaptic Systems) (h),
and a fluorescent secondary against guinnea pig (A11073, Molecular Probes) or chicken (703-545-155,
Jackson ImmunoResearch) IgG. (c) Bright field image of culture. Every cell is positive for both NF200 and
NeuN, indicating that the culture is purely neuronal, and composed of large sensory neuron cell types (NF200-
positive). Scalebars = 50 pm
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tion must be kept on for one second after the collagen solution
was fully removed. Holding the aspiration for more than one
second will make the opposite effect which is that too much
collagen is removed, inducing a nonefficient coating and
attachment of the cells to the plate.

. Cell density and seeding homogenization, 35 mm petri dish:
the quality of the culture almost essentially depends on the
density of the cells and their correct spreading of the dish. As
DRG sensory neuron are likely to organize in networks, cell
bodies will aggregate in small groups (in general from 2 to 6).
The cells attach to the bottom of the dish initially as single
cells. After a few hours in culture, they will tend to move from
their initial docking point to join surrounding cells. If cells are
not evenly spread, some isolated cells will not be able to join a
group which will cause them to die. In order to prevent that,
the cell suspension density has to be optimized regarding the
support. In this protocol we provide optimized densities for
35 mm petri dish and 13 mm coverslips (500,000 cells/mL,
1 mL or 100 pL). In addition, when the suspension is depos-
ited on the petri dish, the medium has to be spread on the
maximal area of the dish without touching the edges and the
experimenter must perform 2 or 3 up and downs. It is very
important that the medium does not touch the sides of the
dish. If it is the case, the suspension must be taken back and
the petri dish discarded. Moreover, once the cells are spread,
the plate must be placed at 37 °C within a few minutes. Hence,
keeping the cells at RT for more than 15 min will cause them
to aggregate in the center of the plate, which will increase the
density at the center.

. Betore going on with the cell deposition, the experimenter
must let the coverslip to dry and place it in the center of the
well. In order to do that, the medium must be fully removed
and the coverslip must be moved to the center with the aspira-
tion pipette. This step will remove the medium from under-
neath the slide and hence stick it to the bottom. If the well is
not completely dried and the cover in the center, the cell sus-
pension will spread outside the coverslip causing the cells to
spread on the corners of the well. This time, it is not necessary
to perform up-and-downs as only 100 pL of suspension is
deposited as one step.

. In order to keep the culture attached through the multiple
medium changes, attention should be taken not to let the cul-
ture dry out. In order to prevent that, a bit of medium has to
be left in the dish at every change (approximately 200 pL,
enough to cover the extremities of the culture). In addition,
the medium must be gently and slowly disposed.
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| RESULTATS

3 Manuscrit « Frataxin depletion leads to decreased soma size and
activation of AMPK metabolic pathway in DRG sensory neurons »

3.1 Sujet traité dans le manuscrit

Le manuscrit suivant présente la caractérisation du modéle de neurones de DRG déplétés
en frataxine qui a été développé pour mon projet de thése. Les résultats de cette étude montrent
que le modéle reproduit les caractéristiques moléculaires et biochimiques associées a la
physiopathologie de ’AF. De maniére intéressante, les neurones déplétés en frataxine ne
montrent pas de survie altérée, mais un défaut de croissance résultant en une baisse de la taille
des soma comparé¢ au contrdle. Il est également décrit dans cette étude que le modele présente
une activation de la voie de signalisation de I’AMPK, liée a la taille des cellules. Enfin,
I’expression de la frataxine humaine (hFXN) dans les cellules a été capable de restaurer les
phénotypes principaux associés au modele. Plus particuliérement, la taille des soma corrélait

avec les niveaux d’expression de hFXN.
Ce manuscrit sera soumis prochainement. Le journal de soumission n’a pas encore été

choisi.

3.2 Manuscrit
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Frataxin depletion leads to decreased soma size and activation of AMPK
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Abstract

Friedreich ataxia (FA) is a rare mitochondrial disease characterized by a progressive
sensory and spinocerebellar ataxia associating cardiomyopathy and increased incidence of
diabetes. FA is caused by reduced levels of frataxin (FXN), an essential mitochondrial protein
involved in the biosynthesis of iron-sulfur (Fe-S) clusters. The sensory ataxia results from the
loss of large proprioceptive neurons of the dorsal root ganglia (DRG). The specific sensitivity
of DRG sensory neurons to FXN depletion as well as the molecular pathways involved remain
elusive. We have generated a new cellular model of primary mouse DRG sensory neurons
depleted for FXN, that recapitulates all the features of FA physiopathology. Although survival
was not affected, complete FXN depletion induced growth deficits of the sensory neurons.
Interestingly, our results suggest that the decreased cell size was caused by an activation of the
AMPK pathway. Moreover, all phenotypes, including the grow defect, were rescued in a dose-
dependent manner with exogeneous expression of human FXN. Finally, this new cellular model

will be extremely helpful to identify pathways/compounds that allow to bypass frataxin.
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Introduction

Friedreich’s Ataxia (FA) is an early-onset neurodegenerative disease characterized by a
progressive sensory and spinocerebellar ataxia associated to a hypertrophic cardiomyopathy
and increased incidence of diabetes mellitus (Delatycki and Corben, 2012; Harding, 1981;
Pandolfo, 2009). The sensory ataxia primarily results from the loss of the large (proprioceptive)
neurons of the Dorsal Root Ganglia (DRG) (Koeppen and Mazurkiewicz, 2013; Koeppen et al.,
2016; Pandolfo, 2009). Although analysis of patients necropsies revealed a specific loss of the
largest DRG neurons and a general decrease of the size of cell bodies and associated fibers, it
is not clear whether these observation are the results of an atrophy or hypoplasia of the neuronal
tissue (Koeppen et al., 2017). The main FA-causing mutation corresponds to an expansion of
GAA repeats within the first intron of the frataxin gene (FXN) (Campuzano et al., 1996). GAA
expansion leads to decreased frataxin (FXN) transcription due to heterochromatinization of the
locus and formation of unusual DNA structures (Gottesfeld, 2019). Patients express only 5-
30% of normal FXN levels (Pandolfo, 2009). GAA length correlates with severity of FRDA
symptoms and inversely with age of onset and FXN levels (De Michele et al., 1998; Long et
al., 2017). FXN is a mitochondrial protein involved in the biogenesis of Iron-Sulfur (Fe-S)
clusters, in which it acts as an activator of the cluster synthesis rate (Colin et al., 2013; Fox et
al., 2015, 2019; Parent et al., 2015; Patra and Barondeau, 2019). Total loss of frataxin is
embryonic lethal in mice, and fibroblast cells depleted in frataxin become senescent, most likely
as a consequence of impaired cell division (Calmels et al., 2009; Cossée et al., 2000). Studies
on patients tissues as well as FA cell and animals models revealed that frataxin depletion leads
to loss of Fe-S synthesis, associated to mitochondrial dysfunction and iron metabolism
dysregulation (Martelli et al., 2012a, 2012b; Perdomini et al., 2013; Puccio et al., 2001). An
increased sensitivity to oxidative stress is also reported in several models (Delatycki and
Bidichandani, 2019; Martelli et al., 2012b).

Although pathophysiology of FA at the cellular level is rather well characterized, the link
between frataxin deficiency and specific proprioceptive neuron dysfunction still remain elusive.
Low availability of DRG cells, and small proportions of proprioceptive neurons in this tissue
have made the study of FA neurophysiopathology difficult to tackle in these cells. Animal
models are well suited to study FA development and physiopathology at tissue level (Piguet et
al., 2018; Puccio et al., 2001; Simon et al., 2004) and serve as tools to validate therapeutical
approaches (Chiang et al., 2020; Gerard et al., 2014; Perdomini et al., 2014; Piguet et al., 2018;
Salami et al., 2020; Vyas et al., 2012). A recently generated conditional mouse model with a

proprioceptive-specific FXN depletion confirmed the involvement of these cells in the
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incidence of the sensory ataxia, and was used as a tool to test an innovative gene therapy
approach (Piguet et al., 2018). In order to study the effects of frataxin depletion specifically in
DRG sensory neurons, cellular models offer a higher degree of resolution (Abeti et al., 2016;
Mollé et al., 2017).

To study the physiopathology of DRG sensory neurons depleted for FXN, we have
developed a new model based on the primary cultures of mouse DRG sensory neurons with full
depletion of the frataxin gene. Phenotyping experiments revealed that the cells recapitulate the
main molecular features associated with FA such as Fe-S clusters deficiency, mitochondrial
activity impairments, mitochondrial iron accumulation and increased oxidative stress.
Surprisingly, the neurons were able to grow and survive with a complete absence of frataxin
for several weeks without severe signs of degeneration. However, DRG neurons depleted for
frataxin showed a reduced soma size compared to controls. Furthermore, AMPK pathway was
activated in frataxin-deficient cells, a signaling pathway likely responsible for the growth
defects associated with the model. Finally, re-expression of frataxin in a dose-dependent
fashion in the mutant cells through transduction with AAV9-hFXN vectors showed that DRG

sensory neurons cell size depends on frataxin levels.

Material & Methods

Establishment of a mouse primary DRG sensory neurons culture, infections and
treatments.

Culture. Cultures were established following our recently published protocol (Griso and
Puccio, 2020). 96-well plates were coated with Poly-L-lysine (0.1 mg/mL ; P5899, Merck),
laminin (3.3 ug/mL ; 23017-015, ThermoFisher Scientific) and Matrigel (1/40 ; 354277,
Corning BV) following the published protocol. Cells were seeded at a density of 7500
cells/well, and incubated for 20 min at RT before transferring the plates at 37°C, 5% CO2. All
steps were performed according to the published protocol.

Infections. For AAV infections, medium was replaced by a solution of AAV diluted in NB
medium at concentration of 9x10° vg/mL (if not indicated differently), and cells were incubated
at 37°C, 5% CO2 overnight (ON). AAV enriched medium was fully replaced by fresh medium.
Infections with AAV9-empty or AAV9-CreGFP was performed the day of dissection, 3 hours
after seeding. Infections by AAV9-CAG-hFXN-HA (Piguet et al., 2018), was performed at DIV
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7. The viral vectors were produced and purified in the IGBMC in-house viral vector production
facility, following the helper-free method.

Treatments. Cells were treated either with AICAR (0.01 to 5 mM) (A9978, Sigma-Aldrich) or
Rapamycin (1 to 10 nM) (R8781, Sigma-Aldrich) from DIV8 to the day of the measurement or
harvest. Medium was replaced with fresh chemicals every 3 to 4 days. For glycolysis bypassing
culture, conditions cells were incubated from 7 dpi in glucose-free NB (with 11966025, Gibco,

as Neurobasal) with low glucose (5 mM) or galactose only (10 mM).

Immunofluorescence experiments

DRG neurons cultures were fixed for 15 minutes in 2% PFA (50980487, Fisher Scientific)
diluted in Phosphate-buffered Saline with Magnesium and Calcium (PBS + Salts, PBSS)
(21300074, ThermoFisher). Lumbar mouse DRG were collected on adult mouse and fixed for
lh in 4% PFA, embedded in Shandon Cryomatrix resin (6769006, ThermoFisher) and
snapfrozen in isopentane chilled on dry ice. Cryosections of 8 um were then used to perform
immunofluorescence experiments. The following staining protocol was common to DRG cell
culture and DRG tissue sections. Cells were permeabilized using 0.2% Triton X-100 diluted in
PBSS, for 10 min. Cells were then washed three times 5 min in PBSS, and blocking was
performed for 1h with a solution of 1% BSA + 5% NGS in PBS + Salts with 0.1% Tween-20
(PBSST). Cells were then incubated ON at 4°C with the primary antibodies (Table S1) diluted
in 1% BSA + PBSST. Cells were then washed 3 times 5 min in PBSST, and incubated for 30
min with the secondary antibodies (1/2000) with DAPI (1/1000), diluted in 1% BSA + PBSST,
for 30 min at room temperature (RT). For actin staining, Rhodamine Phalloidin (1/2000, PHDR,
tebu-bio) was added to the secondary antibody solution. Cells were then washed twice 5 min in
PBSST and twice 5 min in PBSS. Excess liquid was removed, and the coverslips were mounted
on a polarized slide with using Aqua-Poly/Mount (18606, Polysciences), and incubated at RT

for 48h in the dark. Pvalb-positive soma area of Pvalb-Cre mouse were measured using ImageJ.
Electronic Microscopy

DRG neurons cultures were fixed for 15 minutes in 2.5% PFA (50980487, Fisher
Scientific) + 2.5% glutaraldehyde and sodium cacodylate 0.1M (pH = 7.2). Samples were then

processed as previously described (Perdomini et al., 2014; Puccio et al., 2001).

Protein extract and Western Blots
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Cells were collected and pelleted at 6000 x g for 1 min. Pellets were resuspended in RIPA
Lysis Buffer and incubated in the ice for 20 minutes. Cellular membranes were pelleted for 10
min at 11.000 x g, 4°C. Supernatant was collected and protein concentration measured by
Bradford Assay. Desired quantity of total protein (generally Spg/sample/gel) was pre-stained
by QuickStain Protein Labelling Kit (RPN4000, Amersham) following manufacturer’s
instructions (30 min incubation at RT). Proteins were then mixed with loading buffer and boiled
for 5 min, loaded on polyacrylamide gels and separated by electrophoresis. Proteins were then
tank-transferred on a nitrocellulose membrane. After transfer, total protein fluorescence was
acquired on an Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences). Membranes were then
blocked for 1h in Tris-buffered saline (TBS) + 5% BSA. Membranes were then incubated with
primary antibodies (Table S2) diluted in TBS + 0.1% Tween-20 (TBST) ON at 4°C.
Membranes were washed three times in TBST for 10 min at RT, then incubated with secondary
antibody (1/10.000 to 1/20.000) diluted in TBST for 45 min at RT. Membranes were washed
three times in TBST for 10 min at RT, and then revealed using SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (34096, ThermoFisher), on the Amersham Imager 600.

SDH activity

Proteins were extracted, quantified by Bradford, and SDH activity measure performed as
previously described (Puccio et al., 2001), using an amount of 10 pg of proteins per
measurement. One unit defines the amount of SDH needed to generate 1.0 pumol of

Dichlorophenolindophenol (DCPIP) per min (pH 7.2 ; 25°C).

Seahorse Analysis

Mitochondrial activity was performed using a Seahorse Analyser XFe96 (Agilent) and
the Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit (103015-100, Agilent). For this analysis, 5000 cells
were seeded in each well of the compatible 96-well plates (101085-004, Agilent), and analysis
was performed after 15 days in culture. Protocol was followed as manufacturer’s instruction,
with concentrations of the inhibitors optimized to 2 uM Oligomycin, 0.5 uM FCCP and 0.5 uM
of Rotenone/Antimycin A. Mixing steps (Wave Controller 2.4) were reduced to 20 seconds to

prevent detaching of the cells from the bottom of the well.

Survival, Size, Mitochondrial mass, MitoSOX and TMRM measurements
Analysis of size, mitochondrial mass and oxidative stress were acquired in cells seeded

in black 96-well plates (655090, Greiner). The day of the analysis, cells were stained with
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Hoechst (1 ug/mL; 94403, Merck), Mitotracker Green FM (50 nM; M7514, ThermoFisher) and
MitoSOX (2.5 uM; M36008, ThermoFisher) or TMRM (200 nM, 134361, Invitrogen) diluted
in NB culture medium, for 3h at 37°C, 5% CO2. For oxidative treatments, cells were incubated
with 10 uM H>O; for 30 min at 37°C 5% CO2 before staining. Cells were then washed twice
in PBS + Salts, fixed in 2% PFA for 15 min, and washed twice with PBS + Salts. Fluorescence
was then acquired on a high content reader (Thermofisher Cellomics Arrayscan XTi), and
images were analyzed by the Cellomics HCS Studio software. Signal intensity, and area of
every cell was acquired independently, through cell segmentation. Soma were segmented and
area measured using Hoechst staining, as the soma show a reflection of the staining sufficient

to be segmented. Hoechst segmentation was also used to count cells.

Mitochondrial Iron Measurement with RPA

Mitochondrial iron was measured in cells seeded in black 96-well plates (655090,
Greiner), using RPA probe. The day of the analysis, cells were stained with Hoechst (1 ug/mL;
94403, Merck), and RPA (2.5 uM; SQX-RPA, Axxora) in NB medium for 10 min at 37°C, and
washed three times in PBS + Salts. Fluorescence was then acquired on a high content reader
(Thermofisher Cellomics Arrayscan XTi), and images were analyzed by the Cellomics HCS
Studio software. Signal intensity of every cell was acquired independently through cell

segmentation.

ATP measurements
ATP levels were measured using fluorometric (MAK190, Sigma-Aldrich), following
manufacturer’s instruction. Amount of total protein loaded was optimized to 10

ug/sample/well.

Reverse transcription and real time Quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA was extracted from frozen DRG cultures pellets using TRIzol reagent
(15596026, ThermoFisher), according to the manufacturer’s protocol, and treated with DNAse
1(4716728001, Roche). cDNA was generated by reverse transcriptase using the SuperScript [V
Kit (18091050, Invitrogen), following the manufacturer’s protocol. Quantitative RT-PCR was
performed using the SYBR Green I Master mix (04887352001, Roche) and Light Cycler 480
(Roche) with primers listed in Table S3. Gene expression were always normalized to GAPDH

expression, and then in percent of CT.
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Statistical Analyses

All data are presented as mean + SD. Statistical analysis was carried out using GraphPad
Prism software (La Jolla, USA). Student’s t tests were used to compare group, one-way
ANOVA (Kruskal-Wallis test) was used to compare 3 or more groups. Two-way ANOVA with
Geisser Greenhouse Correction was used to compare size combined to genotypes and classes
of cell size/time points. A value of p < 0.05 was considered as significant. Replicates (n) were
considered as biological replicates as they correspond to independent cultures issued from a

pool of mouse embryos. Figures show representative results of several experiments.

Results
Frataxin-depleted DRG sensory neurons recapitulate FA molecular and cellular features

To decipher the consequences of frataxin deficiency in sensory neurons, we established
a new sensory neuronal model for FA based on the primary cultures of mouse DRG sensory
neurons carrying the frataxin conditional allele (Griso and Puccio, 2020). The DRG were
harvested at embryonic stage E13.5 and after dissociation and seeding, the cells were infected
with an AAV9-CreGFP vector (KO) or with an empty AAV vector as a control (CT) (Fig. 1A).
In order to remove glial cells to obtain a neuronal culture, treatment with an anti-mitotic agent
was performed (Fig. S1). Infection with the AAV9-CreGFP vector allowed excision of exon 4
of Fxn, resulting in the full depletion of frataxin in >95% of the cells (Fig. 1B).
Immunofluorescence experiments revealed that all the neurons showed positive staining for the
large neurofilament (NF200), a marker of the large sensory neurons of the DRG
(mechanoreceptive and proprioceptive), as well as for parvalbumine, a marker specific to
proprioceptive neurons (Fig. 1C). Additionally, all cells were positive for TrkC, a marker of
both mechanoreceptive and proprioceptive neurons (Fig. SIB, C) A significant proportion of
the cells were also positive for the nociceptive specific marker calcitonin gene-related peptide
(CGRP) (Fig. 1D). Expression of these markers was found to be stable from 7 to 25 dpi (Fig.
1) and no difference between CT and KO could be identified (Fig. 1 C-D, bottom panels; Fig.
S1C). These surprising and somehow conflicting data suggest that although DRG cells are
collected after neuron differentiation into the sensory subtypes (Marmigere and Ernfors, 2007),
the culture conditions did not allow maintenance of exclusive differentiation characteristics,
giving rise to  hybrid subtypes of DRG sensory neurons, potentially incorporating
characteristics from nociceptive, mechanoreceptive and proprioceptive neurons.

To characterize the frataxin-depleted sensory neurons, FA-associated phenotypes such as

Fe-S biosynthesis deficits, iron metabolism dysregulation, mitochondrial activity and oxidative
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stress were measured. Activity of the Fe-S enzyme Succinate Dehydrogenase (SDH) was found
to be progressively decreased from 15 to 21 days post infection (dpi) reaching 49.2 + 5.6% of
the CT (Fig. 2A). In addition, a substantial decrease in mitochondrial (Fig. 2B) and cytosolic
(Fig. S2A) Fe-S enzymes was observed by western blot at 21 dpi, in line with previously
reported instability of the apo-proteins or complexes in the absence of Fe-S (Guillon et al.,
2009; Perdomini et al., 2014). In support, mRNA levels for SDH were found to be unchanged
between CT and KO cells at 21 dpi (Fig. S2B).

Mitochondrial activity was assessed in living cells through the Seahorse Biosciences®
technology. Mitochondria from KO sensory neurons showed a reduced basal respiration rate
and respiratory capacity compared to the CT (Fig. 2C). In conditions of impaired mitochondrial
respiratory capacity, glycolysis is often activated to overcome loss of ATP production
(Chaudhry and Varacallo, 2020). KO cells revealed some evidences of increased glycolysis
such as acidification of the culture medium (TeSlaa and Teitell, 2014) (Fig. S3A) and increased
expression of glycolysis specific genes (Fig. S3B). Inhibiting glycolysis using restrictive carbon
sources culture conditions resulted in increased mitochondrial mass (Fig. 2D), most likely as a
compensation for loss of mitochondrial activity. Accordingly, several mitochondrial proteins
as well as transcriptional factors involved in mitochondrial biogenesis were found to be
increased at the translational and/or transcriptional levels (Fig. S3C-D). At the ultrastructural
level, KO cells contained giant mitochondria with abnormal structures including collapsed
cristae (Figure 2E).

A direct consequence of Fe-S deficit is the dysregulation of iron metabolism through the
Fe-S-dependent activation of the Iron Responsive Element (IRE)-binding Protein IRPI,
(Rouault and Maio, 2017). An increase of transferrin receptor 1 (TFR1) and a decrease of
ferritin light chain (FRTL) was observed in KO cells at 21 dpi (Fig. 2F). As increased
mitochondrial iron content is another hallmark of the FA disease, we sought to investigate this
parameter in the KO cells. Mitochondrial iron content was measured using the fluorescent
mitochondrial iron indicator RPA, which signal depends on labile iron content (Petrat et al.,
2002). RPA signal was found to be decreased in the KO cells at 30 dpi, indicating that labile
mitochondrial iron content was increased (Fig. 2G).

Dysfunction in the mitochondrial electron transport chain is often correlated to increased
generation of reactive oxygen species (ROS) (Cui et al., 2011). A variety of FA models present
an increased sensitivity to oxidative stress (reviewed in Delatycki and Bidichandani, 2019). We
sought to analyze this parameter in the model focusing on mitochondrial specific oxidative

stress, using the MitoSOX probe. As generally described for FA, an increase in sensitivity to

139



RESULTATS

exogenous stress was measured at early time point (15 dpi, Fig. 2H). At later stages, KO sensory
neurons exhibited an endogenous mitochondrial oxidative stress (21 and 30 dpi, Fig. 2H).
Hence, MitoSOX signal was increased by 2-fold compared to CT without additional oxidative
treatment.

Altogether, these data indicate that the model recapitulates FA biochemical and cellular
features, and validate its use in the investigation of new pathways affected in the absence of

frataxin in DRG sensory neurons.

Frataxin depletion affects soma size without affecting survival of mouse DRG sensory
neurons

In order to determine whether frataxin deficiency leads to increased cell death in the KO
cells, we measured the survival of neurons through time. Interestingly, no difference was found
between KO and CT, even at the latest stages of culture (Fig. 3A). Additionally, culturing the
neurons in glycolysis inhibitory conditions did not significantly affect survival of the KO cells
(Fig. S3E). Although cell number was not decreased, a significant difference in soma growth
dynamics between KO and CT neurons was observed. From 7 to 15 dpi, both CT and KO cells
showed a similar soma growth (Fig. 3B). Although CT soma continued to grow until 21 dpi,
KO growth stagnated, and eventually showed a slight decrease at 30 dpi (Fig. 3B). Indeed, there
was a 1.3-fold soma area difference between CT and KO at 21 dpi (CT = 865 £ 54 pm?; KO =
658 + 53 um?), and 1.5-fold difference at 30 dpi (CT= 860 + 20 um?; KO = 558 + 21 um?) (Fig.
3B). Analyzing cells individually revealed a decrease in frequency of large soma size cells in
the total cell population. As the number of cells did not vary between KO and CT, these results
are suggestive of a shift in the size of the cells rather than a specific loss of large neurons (Fig.
3C). Interestingly, in the conditional Pvalb mouse model, bearing a full frataxin depletion
specifically in Pvalb expressing cells (Piguet et al., 2018), a slight but significant decrease in
the soma size of Pvalb+ neurons in the DRG was observed at 9.5 weeks of age, suggesting that

a size defect phenotype might be relevant in vivo (Fig. 3D).

AMPK pathway is activated in the model

The AMP-activated protein kinase (AMPK) signaling pathway acts as a regulator of cell
growth, as well as a regulator of metabolism and autophagy (Mihaylova and Shaw, 2011).
AMPK senses cellular energy status to maintain energy homeostasis, and is mainly activated
by decreased cellular ATP levels. Due to strong attenuation of mitochondrial activity in the

model, resulting in low ATP levels (Fig. 4A), we hypothesized that AMPK pathway could play
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arole in the growth defects observed in the KO neurons. Western blot analysis of AMPKo and
its downstream targets revealed an overall activation of the pathway at 21 dpi in the KO neurons
(Fig. 4B). Indeed, the phospho-AMPKa-Thr172 activation mark was found to be increased by
1.7-fold, when the inhibition mark phospho-AMPKa-Ser485 was decreased by 1.6-fold in KO
(Fig 4B). Phosphorylation of three downstream targets of AMPK (ACC, ULKI1 and Raptor)
were significantly increased in the KO (Fig. 4B). In particular, autophagy regulator ULK1
phosphorylation at Serine 555 was highly increased (2.4-fold), as well as its downstream target
Beclin-1 phosphorylated at Serine 15 (Fig. S4). Interestingly, chemical activation of the AMPK
pathway with AICAR treatment induced a decreased soma size in CT cells while worsening the
phenotype in the KO (Fig. 4C and S5A). Indeed, treatment with 0.1 and 0.5 mM AICAR
reduced CT soma size to 92 + 1% and 72 + 4% of untreated cells, respectively, when KO were
reduced to 90 + 2% and 62 + 2% of untreated KO cells (Fig 4.C).

AMPK mediates its activity on cell growth through suppression of the mammalian target
of rapamycin complex 1 (mTORC1) pathway (Kim et Guan, 2019). mTOR controls cell growth
by promoting anabolic processes, such as protein, lipid and nucleotide synthesis, and
suppressing catabolic processes, such as autophagy (Kim et Guan, 2019). AMPK directly
phosphorylates Raptor (regulatory associated protein of mTOR), thus blocking the ability of
mTORCI1 to phosphorylate its downstream substrates (Mihaylova and Shaw, 2011).
Phosphorylation of Raptor at Ser792 was found to be increased in the KO neurons by 1.7-fold
(Fig. 4B). Given these results, we sought to investigate mTOR pathway. Phosphorylation of the
mTOR downstream target P70S6K was found to be decreased on several residues (Fig. 4D).
Indeed, phosphorylation was decreased by 1.3-fold at residue Threonine 389 and 421, and by
1.6-fold at residue Serine 371, suggesting an inhibition of the mTOR/S6K axis (Fig. 4D).
Chemical inhibition of mTOR pathway was achieved through Rapamycin treatment and was
sufficient to decrease soma size of CT cells and to worsen the phenotype in the KO (Fig 4E).
Indeed, treatment with 1 and 10 nM of rapamycin reduced CT soma size to 90 + 3% and 83 +
2% of untreated cells, respectively, when KO were reduced to 84 + 4% and 80 + 2% (Fig 4.E).

DRG sensory neurons soma size correlates with frataxin levels

In order to control frataxin levels in KO cells, DRG neurons were transduced with
increasing concentrations of an AAV vector expressing HA-tagged human frataxin (AAV9-
CAG-hFXN-HA). Anti-HA staining revealed that frataxin expression increased in a dose-
dependent manner (Fig. 5A-B). Interstingly, the FA-phenotype (Fe-S deficits (Fig. 5B),
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mitochondrial oxidative stress (Fig. 5C) and mitochondrial health as measured by TMRM
staining (Fig. 5D)) were gradually rescued with increasing frataxin expression. Furthermore,
activation of the AMPK and mTOR pathways were also gradually prevented (Fig. SE).
Furthermore, increasing frataxin levels in KO cells was able to rescue the soma size deficits in
a dose dependent manner (Fig. 5F). Interestingly, expression of hFXN in CT neurons also
increased soma size (Fig. S5F). Altogether, these results show a correlation between frataxin
levels, FA-related phenotypes, AMPK/mTOR activation and the size of DRG sensory neurons.
These data contribute to demonstrate a very interesting link between frataxin levels and growth
of DRG sensory neurons, which will be of great importance in understanding the mechanisms
of the development of FA and variability between patients depending the severity of the

mutation.

Discussion

Our study has led to the development of a new neuronal model of Friedreich’s Ataxia by
establishing primary cultures of mouse DRG sensory neurons with a complete removal of
frataxin expression. Frataxin-deficient sensory neurons showed clear and reproducible
phenotypes recapitulating many of the FA-specific features. Indeed, KO neurons had an early
and progressive Fe-S synthesis deficit, dysregulation of iron metabolism with mitochondrial
iron accumulation and a marked mitochondrial phenotype: decreased mitochondrial activity,
increased mitochondrial mass and oxidative stress. These observations bring evidence that FXN
depletion induces similar dysregulations to what is already known in other cell types such as
cardiomyocytes (Al-Mahdawi et al., 2006; Chandran et al., 2017; Puccio et al., 2001). By this
study we bring a clear evidence that full FXN depletion does primarily induce a deficit of Fe-S
synthesis followed by a late mitochondrial iron accumulation in the DRG sensory neurons. This
study also revealed that KO neurons not only show a sensitivity to oxidative stress but also have
an endogenous oxidative stress at the mitochondrial level. These data echoes to results
described in DRG sensory neurons from a GAA-based FA mouse model (Molla et al., 2017).
Mitochondrial mass was also increased although we have no real evidence to determine if KO
cells increase their living mitochondrial pool to compensate for loss of activity, or have a
difficulty to clear defective mitochondria through mitophagy.

Defects of mitochondrial activity drove the cells to rely on glycolysis pathway to
compensate for energy production. Interestingly, DRG sensory neurons were able to survive

with a complete lack of frataxin for several weeks, even when depriving the cells from glucose
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as the main energy source. These results reveal that frataxin expression is not essential for DRG
sensory neurons survival in the time scale used in our study. These data are in agreement with
a recent study that showed in a conditional mouse (Pvalb cKO) that proprioceptive neurons
were surviving full FXN depletion in vivo, contrasting with Purkinje cells which were more
sensitive to frataxin loss (Piguet et al., 2018). Our results bring a clear evidence of the contrast
that exists between mitotic and post-mitotic cells regarding frataxin essentiality. Although
difficult to translate to human, a potential resistance of proprioceptive neurons to FXN
depletion would be a key component in the development of therapeutic approaches targeting
the sensory neuropathy. Indeed, this could mean that a flexibility exists between the beginning
of the ataxia and the loss of the neurons, that would offer a window of action for the treatment
to act and prevent the degeneration of these cells.

Our study also demonstrates that mouse DRG sensory neurons have a growth deficit when
cultured in the absence of FXN. Indeed, KO cells soma showed an inability to develop at a size
similar to that of the control. As a secondary effect, KO cells started to shrink, a phenotype that
might be attributed to an eventual slow degeneration of the cells. Interestingly, the growth
deficit directly correlates with the levels of FXN expression, as expression of hFXN rescued
KO soma size in a dose-dependent manner, although no mechanistic connection could be
established during our study. This is, to our knowledge, the first report of a decreased cell size
in DRG sensory neurons in conditions of FXN depletion. Although difficult to apply to human,
our results reinforce the hypothesis of a developmental component in FA. It is possible that
proprioceptive neurons growing with reduced levels of FXN would have difficulties to reach a
size suitable for proper function, as these cells are the largest of the DRG. When extrapolated
to FXN levels correlation, our results could help understanding the genotype to phenotype
correlation observed in patients, being that the most severe phenotypes are associated to the
lowest levels of FXN expression. The hypothesis would be that the lower the levels of frataxin,
the more difficult it would be for proprioceptive neurons to reach the required size and function
normally.

Through our study, we were able to link FXN depletion with the signaling pathway of the
AMP-activated protein kinase (AMPK), a regulator of cell growth, metabolism and autophagy.
Our data showed clear evidences of AMPK pathway activation in the KO cells that were
rescued by expression of hFXN. Chemical activation of AMPK signaling was sufficient to
induce a growth defect in the CT cells. Accordingly, signaling of AMPK downstream target
mTOR was reduced in KO cells, and chemical inactivation of mTOR activity was sufficient to

reproduce a soma growth deficit in the control. Together, these data suggest that AMPK
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signaling plays a role in the determination of neuron soma size. Our study did not allow to
establish a direct link between FXN depletion and AMPK activation, and it is likely that several
components act in a synergistic way to induce this regulation. Indeed, AMPK is often activated
in conditions of low metabolism in order to activate catabolic processes rather than anabolic
energy consuming pathways (Mihaylova and Shaw, 2011). In particular, AMPK activation can
lead not only to activation of autophagy, but also to mitochondrial biogenesis, glucose uptake,
glycolysis and fatty acid oxidation (Mihaylova and Shaw, 2011). Low ATP availability in KO
cells could be sufficient to trigger AMPK activation, which would result in the increased
mitochondrial mass and glycolysis observed in the KO. AMPK was also shown be activated in
conditions of oxidative stress (reviewed in Wu et al., 2014), which could also be the case in our
model.

One of the weakness of the model is the hybrid nature of the sensory neurons in culture.
Clearly, the culture conditions are not optimal to maintain the proper differentiation state of
mature DRG cells. It would be of interest in the future to explore other culture conditions to
obtain cultures that are more physiological, such as using a combination of different
neurotrophic factors, co-culturing with glial cells or perform organotypic cultures to maintain
architecture of the DRG and help keep the specification of the cells. A second weakness is that
we are working with a full depletion of frataxin in order to increase disease progression and
expose clearly frataxin-deficient phenotypes in a time scale suitable for primary cell culture,
rather than low levels of frataxin as it occurs in patient. An alternative model rescuing this two
weaknesses would be the use of DRG sensory neurons models derived from patients induced-
pluripotent stem cells (IPSC). A recently published study presented a new model of that kind
that recapitulates DRG neurons specification and patients-associated partial frataxin depletion
(Dionisi et al., 2020). Indeed, this study presented the generation of DRG cultures comprising
the three subtypes of sensory neurons with well-defined specification.

One strength of this model is the reproducibility of the FA-related phenotypes and clear
dynamics between CT and KO. Combined with the ability of the model to be cultured in
medium scale culture systems such as 96-well plates, this model would be a suitable platform
to perform medium to high content screening of therapeutic compounds. In particular, due to
high resistance of DRG neurons to full FXN depletion, it would be possible to investigate
molecules for their ability to bypass FXN activity. Finding a compound that would be able to
replace frataxin activity counts among the most promising therapeutic strategies that have to be

developed to cure Friedreich’s Ataxia.
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Figure 1: Establishment of a DRG sensory neurons model depleted for frataxin

(A) Summary steps of DRG sensory neuron model establishment. Dorsal Root Ganglia (DRG) are
collected from E13.5 mouse embryos, enzymatically digested and cells are plated. On the same
day, seeded cells are infected with an AAV9-CreGFP to perform Fxn exon 4 excision and total
inhibition of frataxin expression. The cells are then treated with antimitotic to remove glial cells from
the culture. (B) Frataxin levels are fully depleted in knock out (KO) cells. (C, D) Control (CT) cells
are stained at 7, 15 or 25 days post infection (dpi) by immunofluorescence with antibodies against
neurofilament heavy (NF200, C), parvalbumine (Pvalb, C), calcitonin gene related peptide (CGRP,
D) and NeuN. At 25 dpi, staining between CT and KO cells are compared. Scale bars: 100 um.
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Figure 2: The model recapitulates FA-associated biochemical and cellular features.

(A) Succinate Dehydrogenase (SDH) enzymatic activity is acquired by spectrophotometry, at 15
and 21 dpi. n = 3-5. (B) Protein levels of mitochondrial Fe-S enzymes in the absence of frataxin at
21 dpi. ACO2 = Aconitase; FECH = ferrochelatase; SDHb = Succinate Dehydrogenase B (Complex
II); NDUFS3 = Complex I; FXN = frataxin (C) Mitochondrial respiration measured by Seahorse®
through measure of Oxygen Consumption Rate (OCR) following addition of different inhibitors. The
FCCP treatment reveals mitochondrial maximal respiration which is markedly impaired in FXN
depleted DRG sensory neurons. Right panels indicate quantifications of basal respiration and
respiration capacity. Rot/AA = Rotenone/Antimycin A. n = 5 (D) Total mitochondrial mass measured
at 21 dpi by Mitotracker Green FM. Dots indicate averaged RFU (Relative Fluorescence Units)
values from every cell of one well (96-well plates, about 300 cells/well). Cells were treated with
glycolysis inhibitory conditions from 7 dpi (5 mM glucose, 10 mM galactose). (E) Analysis by
electron microscopy of DRG cells from CT and KO. m, mitochondria; e, endosome; a,
autophagosome; L, lipids. Scale bars: 1 ym. (F) Protein levels of iron metabolism markers TFR1
and FRTL in the absence of frataxin at 21 dpi. TFR1 = transferrin receptor 1; FRTL = ferritin light
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chain (G) Mitochondrial iron measured at 30 dpi by RPA (RPA signal is quenched by labile iron
pool). n = 20 wells. Dots indicate averaged FRU values from every cell of one well (96-well plates,
about 300 cells/well). (H) Mitochondrial oxidative stress assessed by MitoSOX. MitoSOX
fluorescence was acquired at 15, 21 and 30 dpi in DRG neurons, and normalized to Mitotracker
Green FM. Data at 15 dpi show H20:2 treated samples (10 uM) as well as non-treated. Dots indicate
averaged MitoSOX/MitoGreen ratios from every cell of one well (96-well plates, about 300
cells/well). (B, F) QS = QuickStain, indicates a snapshot from QuickStain staining (total protein
levels). QS images show representative staining. (A, C, D, G, H) *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
****n<0.0001 (Student t-test). Error bars indicate SD.
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Figure 3: DRG sensory neurons show similar survival but decreased soma size in the
absence of frataxin

(A) Cell viability by counting the number of cells in a well from a 96-well plate, at 21, 25 and 30 dpi.
n = 6 wells (B) DRG neuron soma area measured in 96-well plates at different time points. Dots
indicate averaged areas from every cell of one well (96-well plates, about 300 cells/well). n = 8-10
wells. (C) Cells ranked by soma areas and frequency of each group calculated (% of cells between
N and N-1 size value). n = 6 wells (about 300 cells/well). (D) Soma area distribution of Pvalb+ cells
of lumbar DRG from 9.5 weeks old Pvalb-Cre mice. (B, C, D) Two-way ANOVA with Geisser
Greenhouse Correction ***p<0.001; ****p<0.0001. Error bars indicate SD.
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Figure 4: AMPK/mTOR pathways play a role in the growth of DRG sensory neurons

(A) ATP levels of CT and KO neurons at 30 dpi (concentration in measure well in nM). (B) Western
Blot of phosphorylated and total proteins of AMPK pathway. Right panel indicates quantification of
the Western Blot. QS staining used as a loading control for quantification. (C) CT and KO cells
treated for 14 days with 0.01, 0.1 or 0.5 mM of AICAR, and soma area measured at 21 days. n =
5-10 wells (about 300 cells/well). (D) Western Blot of phosphorylated and total proteins of mTOR
pathway. Bottom panel indicates quantification of the Western Blot. QS staining used as a loading
control for quantification. (E) CT and KO cells treated for 14 days with 1 or 10 nM of rapamycin,
and soma area measured at 21 days. n = 8-10 wells (about 300 cells/well). (B, D) QS = QuickStain,
indicates a snapshot from QuickStain staining (total protein levels). QS images show representative
staining. (A, B, D) Student t-test, (C, E) One-way ANOVA followed by Tukey for multiple
comparison. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. Error bars indicate SD.
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Figure 5: Dose-dependent control of KO phenotypes through hFXN expression
(A) Immunohistochemistry for HA-hFXN. R indicates Rescue by hFXN-HA. R1 = 3.6 x10” vg/mL ;
R2 = 1.8 x10% vg/mL ; R3 = 9 x10% vg/mL ; R4 = 4.5 x10° vg/mL of AAV9-CAG-hFXN-HA. (B)
Western Blot for Fe-S enzymes SDH and NDUFS3 following expression of hFXN-HA. Note, anti-
FXN antibody (clone 4F9) has an extensively higher affinity for hFXN than mouse FXN (mFXN).
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Bottom panel indicates quantification of the Western Blot. QS staining used as a loading control for
quantification. (C) MitoSOX signal following increase in frataxin expression. (D) Mitochondrial
health measured by TMRM, following increase in frataxin expression. (C, D). Dots indicate
averaged RFU from every cell of one well (96-well plates, about 300 cells/well). n = 4 wells. (E)
Western Blot of phosphorylated and total proteins of AMPK and mTOR downstream targets,
following increase in frataxin expression. Bottom panel indicates quantification of the Western Blot.
QS staining used as a loading control for quantification. (F) DRG neuron soma area measured in
96-well plates at 21 dpi, following increase in frataxin expression. Dots indicate averaged areas
from every cell of one well (96-well plates, about 300 cells/well). n = 4 wells. (B, F) QS = QuickStain,
indicates a snapshot from QuickStain staining (total protein levels). QS images show representative
staining. (C, D, F) Two-way ANOVA with Geisser Greenhouse Correction ***p<0.001; ****p<0.0001.

Error bars indicate SD.
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Figure S$1

(A) Staining of actin (Phalloidin) and NeuN at 4, 7 and 10 DIV in CT cells. Glial cells are removed
from the culture following antimitotic agent treatment. (B) CT cells stained at 7, 15 or 25 days post

infection (dpi) by immunofluorescence with antibodies against TrkC and NeuN. At 25 dpi, staining

DIV7 |
DIV25

DIV15

between CT and KO cells are compared. Scale bars: 100 ym.
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Figure S2
(A) Western Blot for ABCE1 cytosolic Fe-S protein at 21 dpi. (B) mRNA levels by RT-gPCR of SDH

at 21 dpi. QS = QuickStain, indicates a snapshot from QuickStain staining (total protein levels). QS

image show representative staining. Error bars indicate SD.
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Figure S3

(A) Color of DRG neuron culture media in CT and KO neurons at 21, 25 and 30 dpi. (B) mRNA
levels by RT-gPCR of Lactate Dehydrogenase B (LDHb) and Glucose transporter 1 (Glut1) at 21
dpi. n = 9. (C) Western Blot of mitochondrial markers Glucose-regulated protein 75 (GRP75),
Prohibitin (Phb) and Transcription Factor A Mitochondrial (TFAM) at 30 dpi. Actin was used as a
loading control. (D) mRNA levels by RT-gPCR of genes from mitochondrial proteome and
mitochondrial biogenesis (CYCS = Cytochrome C, somatic; VDAC2 = Voltage Dependent Anion
Channel 2; TOM20 = Translocase of Outer Membrane 20 kDa; PGC1a = Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha; NRF1 = Nuclear Respiratory Factor 1). (E) Total
mitochondrial mass measured at 21 dpi by Mitotracker Green FM. Dots indicate averaged RFU
(relative fluorescence units) values from every cell of one well (96-well plates, about 300 cells/well).
Cells were treated with glycolysis inhibitory conditions from 7 dpi (5 mM glucose, 10 mM galactose).
(B, D, E) Student t-test. ns = non-significant; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. Error bars
indicate SD.
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Figure S4
(A) Western Blot of ULK1, Beclin and phosphorylated residues at Serine 555 and Serine 15,
respectively. Right panel shows quantification of phospho-Beclin Ser15 relative to total Beclin. Actin

was used as a loading control for quantifications. Student t-test. **p<0.01. Error bars indicate SD.
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(A) Western Blot of phosphorylated and total proteins of AMPK pathway at 21 dpi following 96h
treatment with different concentrations of AICAR. Right panel indicates quantification of the
Western Blot. QS staining was used as a loading control for quantifications. (B) Western Blot of
phosphorylated and total proteins of mTOR pathway, following 96h treatment with different

concentrations of rapamycin. Actin was used as a loading control.
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Antibody Reference Dilution

CGRP 24112, Immunostar 1/1000

HA ab130275, Abcam 1/1000

NeuN 266 004, Synaptic Systems 1/500

NF200 ab4680, Abcam 1/1000

Pvalb PV 27, Swant 1/2000

TrkC AF1404, R&D Systems 1/500
Table S1 : List of antibodies used in immunofluorescence experiments

Antibody Reference Dilution
ABCE1 ab32270, Abcam 1/1000
ACC 3676, CST 1/2000
ACO2 R2377-IGBMC, Home made 1/2000
Actin 3700, CST 1/1000
AMPKa 5831, CST 1/2000
Beclin 3495, CST 1/1000
FECH R2381-IGBMC, Home made 1/2000
FRTL ab69090, Abcam 1/1000
FXN Clone 4F9, Home made 1/5000
GRP75 sc-133137, SCBT 1/1000
mTOR 2983, CST 1/1000
NDUFS3 439200, Invitrogen 1/2000
p-ACC-Ser79 11818, CST 1/2000
p-AMPKa-Ser485 4185, CST 1/1000
p-AMPKa-Thr172 50081, CST 1/1000
p-Beclin-Ser15 13825, CST 1/1000
p-mTOR-Ser2448 5536, CST 1/1000
p-P70S6K-Ser371 9208, CST 1/500
p-P70S6K-Thr389 9234, CST 1/500
p-P70S6K-Thr421 9204, CST 1/1000
p-Raptor-Ser792 2083, CST 1/1000
p-ULK1-Ser555 5869, CST 1/1000
P70S6K 9202, CST 1/2000
Phb ab28172, Abcam 1/1000
Raptor 2280, CST 1/1000
SDH ab14714, Abcam 1/2000
TFAM ab131607, Abcam 1/1000
TFR1 ab84036, Abcam 1/2000
ULK1 8054, CST 1/1000

Table S2 : List of antibodies used is Western blot experiments
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Gene Fd-Primer Rv-Primer

CYCS GAACGTTCGTGGTGTTGACC CCCAGGTGATGCCTTTGTTCT
GAPDH GTGGACCTGACCTGCCGTCT CTGTAGCCAAATTCGTTGTC
GLUT1 TACGGGGTCTTAAGTGCGTC CGGCCCGTCACCTTCTTG
GRP75 GACAAGGATGCCCAAGGTTC GGTAAAGACGCCTCCCAGAG

LDHB TGGTGGACAGTGCCTATGAAG CATTGAGGATGCACGGGAGA

NRF1 ATGTCCGCACAGAAGAGCAA TGTACCAACCTGGATGAGCG
PGC1A GCAGGTCGAACGAAACTGAC CTTGCTCTTGGTGGAAGCAG
SDHb TGGTGGAACGGAGACAAGTA TGGCAGCGGTAGACAGAGAA

TFAM ATAGGCACCGTATTGCGTGA AGTTTTGCATCTGGGTGTTTAGC
TOM20 TGGGCTTTCCAAGTTACCTGA TGGTCCACACCCTTCTCGTA
VDAC2 CTGTGTACCGGTATGCCCAC GAAAATTCCACACCGCTGCAT

Table S3 : List of primers used in RT-gPCR experiments
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4 Résultats complémentaires du projet

4.1 Etude du réle du métabolisme de I'acide lipoique dans la taille des
neurones du modele

Comme discuté en introduction, le métabolisme de ’acide lipoique (LA) est impacté dans
I’AF, di a la présence d’une enzyme a Fe-S (LIAS) au sein la chaine de biosyntheése du LA
chez les mammiferes. L’activité de LIAS peut étre évaluée indirectement par Western Blot en
utilisant un anticorps contre ’acide lipoique, et en comparant avec les niveaux totaux des
protéines, indépendamment de la présence de LA. Dans les neurones sensitifs de DRG de souris
en culture, ’absence de frataxine impacte fortement le chargement du LA aux protéines
acceptrices, probablement a cause d’une baisse de Fe-S sur LIAS (Figure 29). Par ailleurs, nous
voyons aussi une forte diminution de la LIAS. De par le role essentiel de ces enzymes dans le
métabolisme énergétique et notamment dans le catabolisme des acides aminés (glycine, acides
aminés branchés, lysine), j’ai émis I’hypothése que le déficit en LA pourrait jouer un réle
important dans la diminution de la croissance des cellules KO. J’ai donc cherché a mettre en
place des outils moléculaires me permettant de traiter cette hypothése. L’enjeu était de réussir
a établir un mod¢le dans lequel il était possible de réactiver le chargement du LA afin d’étudier

I’impact de cette voie sur la croissance des cellules du modele.

CT KO

kDa

LA (PDH) | Ss— 75
LA (KGDH) | s |55
PDC-E2 - 75
LIAS | s s v 42

N 15

Qs | 1 1 B B e

Figure 29 : Biosynthése de I’acide lipoique dans les neurones sensitifs

Analyse par Western blot des niveaux de I'acide lipoique lié aux sous unités E2 de PDH et KGDH,

PDC-E2 (totale), ainsi que de LIAS a 21 dpi, en présence ou en absence de frataxine dans les
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neurones sensitifs de DRG. QS = QuickStain, marque les protéines totales et est utilisé comme

contréle de chargement. L'image montrée ici est représentative pour 'ensemble des protéines.

4.1.1 Meétabolisme des acides aminés en rapport avec LA dans le modele

La mesure de la Glycine et des acides aminés branchés (BCAA) dans le modéle m’a
permis de mettre en évidence leur augmentation, en accord avec des mesures réalisées dans les
cardiomyocytes de souris délétés en frataxine (modéle MCK-Cre-FXN*") (travail non publié
de Brahim Belbellaa, ancien postdoc du laboratoire). En effet, & 30 dpi, on remarque que les
niveaux de ces acides aminés sont augmentés dans les neurones KO par rapport au WT (Figure
30A), pouvant indiquer d’un défaut de leur dégradation et d’une baisse d’activité des enzymes
a LA. Par ailleurs, les niveaux protéiques de deux geénes associés au métabolisme des acides
aminés sont augmentés en absence en frataxine (Figure 30B). Ces deux génes font partie du
métabolisme de syntheése de novo de la sérine. L hypothese est que la glycine s’accumulant car
ne pouvant plus étre utilisée par le GCS, est convertie en sérine par le mécanisme de synthése

de novo de la sérine.
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Figure 30 : Métabolisme des acides aminés dans le modéle

(A) Mesure des acides aminés branchés (BCAA) (n = 3) et de la Glycine (n = 9) en présence (CT)
ou absence de frataxine (KO), a 30 dpi. (B) Niveaux protéiques (30 dpi) de PSAT1 et PHGDH
(biosynthése de novo de la sérine) * = bande aspécifique. (A) BCAA, n =3 ; Glycine, n = 9. *p<0,05

**** p<0.0001, student t-test. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.
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4.1.2 Développement et test du systeme mtlLplA

Chez les eucaryotes, il n’est pas décrit de mécanisme d’assimilation du LA
environnemental (voir introduction). Un traitement au LA exogéne ne permettrait donc pas de
restaurer le chargement aux protéines réceptrices. J’ai donc développé un plasmide (pAAV-
mtLplA) me permettant d’exprimer la protéine bactérienne LplA (responsable de la capacité
d’assimilation de LA exogene chez les bactéries), et de 1’adresser aux mitochondries (Figure
31A). En parallele, une construction similaire exprimant un mutant catalytique de LplA,
mtLplA-S221P a également été développée (Figure 31A). Le mutant catalytique est issue d’une
étude décrivant une réduction de 2 a 10% d’activité de I’enzyme en présence de la mutation
(Hermes and Cronan, 2009). Apres expression transitoire dans des HEK, deux bandes dont les
tailles correspondent au précurseur mtLplA ainsi qu’a une version clivée, sont détectées par
western blot avec un anticorps contre la LplA, suggérant un bon import dans les mitochondries

(Figure 31B).

<
N
évQ &
KN
&
AN
SIJF
MTS LpIA (E. Coli) thpIA . «<— Non mature (42 kDa)
«— Mature (38 kDa)
MTS LplA-5221P AAV9
AAV9 ‘
Cellules HEK

Figure 31 : Description et expression du systéme mtLplA

(A) Schématisation des constructions utilisées dans le systéeme. MTS = Mitochondrial Targeting
Sequence. (B) Détection de I'expression de la mtLplA aprés transfection transitoire dans des

cellules HEK par western blot avec un anticorps anti-LplA. NT = non transfecté.

En collaboration avec Valentine Mosbach, postdoc dans 1’équipe, j’ai d’abord testé la
transfection du plasmide dans un modele AF de fibroblastes présentant un déficit en chargement
du LA (clone ID3, Calmels et al., 2009b). L’expression de mtLplA permet d’augmenter
sensiblement le chargement en LA sur la PDH et KGDH, et cela sans ajout de LA exogene
(Figure 32). Cela s’explique par la possibilité¢ que le sérum (composition connue incomplete)
contienne du LA en basal. Le mutant LplA-S221P ne permet pas cette augmentation (Figure

32). On remarque étonnamment une augmentation du chargement du LA en présence d’un
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traitement en LA unique (100 uM), suggérant qu’un mécanisme d’assimilation du LA pourrait

exister dans ces cellules, bien que moins efficace que I’activité de LplA.

pAAV-mtLplA-

PAAV-GFP  pAAV-mtLplA  S221P
LA(100uM) — — + + — — + + — — + +
LA (KGDH) ———d -

PDC-E2 U e e St g G & W Sl

’ ""-HO‘H“I"‘
I FEEE

Figure 32 : Test du systéme mtLplA dans des fibroblastes de souris

Qs

Des fibroblastes de souris (clones ID3) exprimant une version mutée de la frataxine (I1154F)
(Calmels et al., 2009), ont été transfectés par un vecteur pAAV-GFP (contréle), pAAV-mtLplA ou
pAAV-mtLplA-S221P en combinaison avec un traitement a I'acide lipoique (LA). Les niveaux de

LA, de PDC-E2, ainsi que de LplA sont mesurés.

Apres production des vecteurs AAVI-mtLplA et AAVI-mtLplA-S221P, j’ai pu tester le
fonctionnement du systeme dans le modele de neurones de DRG. Pour toutes les expériences
réalisées en utilisant ce systéme dans les neurones, le principe sera le méme : les cellules sont
infectées a 7 dpi par les vecteurs AAV9-mtLplA ou AAVI-mtLplA-S221P (avant début des
phénotypes), et le traitement a 1’acide lipoique commence a 8 dpi et est maintenu sur toute la
durée de la culture. L’expression de mtLplA et de sa version mutée ne sont pas toxiques aux
neurones (Figure 33A). L’expression de mtLplA permet de restaurer complétement le
chargement du LA aux niveaux du KO a partir de 10 uM (Figure 33B). Sans ajout de LA, la
restauration est nette mais toujours partielle. Cela est dii a la présence de LA dans le milieu de
culture (4,5 nM final). En revanche, le mutant LplA-S221P ne permet pas une inhibition totale
de I’activité en présence de 10 ou 100 uM de LA. En effet, cette mutation ne permet qu’une
réduction partielle de I’activité de LplA-S221P, expliquant pourquoi le chargement du LA est

aussi efficacement effectué avec le mutant a haute concentrations en LA.
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Figure 33 : Test du systéme mtLplA dans les cultures de neurones de DRG

Les neurones de DRG WT ou KO en culture ont été infectés a 7 dpi par un vecteur AAV9-mtLplA
ou AAV9-mtLplA-S221P en combinaison avec un traitement au LA. (A) Evaluation de la survie a
29 dpi. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type. (B) Les niveaux de LA, de PDC-E2, ainsi

que de LplA sont mesurés par Western Blot.
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Figure 34 : Mesure de la taille du soma des neurones en présence du systéme mtLplA

L’aire des soma des neurones de DRG du systeme est mesurée a 21 ou 25 dpi. Chaque point
correspond a la moyenne des valeurs de toutes les cellules d’'un puits d’'une plaque 96 puits
(environ 200-300 cellules). One-way ANOVA, suivi de comparaisons multiples par Tukey. ns = non
significatif *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001. n = 6. Les barres d’erreur correspondent a
I'écart type.

4.1.3 Etude de I'impact de I'expression de mtLplA sur la taille des cellules

Apres avoir validé Iefficacité de I’enzyme mtLplA a restaurer le chargement de I’acide
lipoique dans les neurones KO, j’ai cherché a explorer mon hypothése : ce systéme permet-il
de restaurer la taille des neurones ? A 21 dpi, ’expression de mtLplA avec 10 uM de LA
restaure partiellement la taille des neurones KO (Figure 34A, panneau de gauche). Combiné a
100 uM de LA, la taille des neurones est similaire a celle du WT (Figure 34A, panneau de

droite). De maniére surprenante, le traitement LA 100 uM corrige a lui seul la moyenne de la
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taille des soma (Figure 34A, panneau de droite). Un effet plus léger mais significatif est
¢galement observé a 10 uM, ou les cellules uniquement traitées au LA ou en combinaison avec
la mtLplA-S221P sont plus petites qu’en mtLplA + LA, mais plus larges que dans le KO
(Figure 34A, panneau de gauche). Ceci est plus évident lorsqu’on décompose les résultats en
données cellule par cellule (Figure 35A, C). En effet, on remarque que la condition mtLplA +
LA améliore la présence des cellules les plus grandes (>1200 um?), tandis que le LA seul
augmente la moyenne de la taille des cellules, mais en jouant plus sur les cellules moyennes
(800-1200 pm?) (Figure 35). A 25 dpi, les dynamiques entre les conditions sont conservées

(Figure 34B et 35B, D). Néanmoins, la restauration de la taille est moins nette, démontrant

potentiellement un effet limitant dans le temps.
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Figure 35 : Distribution des cellules selon leur taille aprés expression de mtLplA et
traitement au LA a 21 dpi et 25 dpi
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Les données issues de I'expérience présentée en Figure 6 sont détaillées afin de classer les
cellules en fonction de leur taille. Chaque valeur correspond au pourcentage de cellules a 21 (A,
C) ou 25 dpi (B, D) comprises entre les tailles du point a I'abscisse et du point précédent. Les
valeurs du contrdle et du KO sont les mémes a 21 dpi entre 10 uM (A) et 100 uM (B) et a 25 dpi
entre 10 uM (C) et 100 uM (D). Les valeurs correspondent a la moyenne de 6 puits d’une plaque
96 puits (environ 200-300 cellules). Two-way ANOVA. ns = non significatif *p<0.05 **p<0.01

***p<0.001 ****p<0.0001. n = 6. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

Globalement ces expériences ne permettent pas de conclure si le chargement de LA sur
les enzymes cibles est responsable du déficit de taille des neurones. Bien qu’il y ait un effet
positif, il ne semble pas qu’il y ait de corrélation directe. En support de cette observation, la
condition mtLplA seule, qui est capable de restaurer en partie le chargement de LA sur les
enzymes cibles (Figure 33B), ne montre aucune tendance amélioratrice quant a la taille des
cellules. Néanmoins un effet trés intéressant de 1’acide lipoique seul et a fortes concentrations

a pu €tre mis en évidence, et doit étre étudié plus en profondeur.

4.1.4 Recherche d’un lien entre acide lipoique et restauration de la taille

Afin de comprendre les raisons pour lesquelles les différents traitements évoqués
précédemment permettent une restauration de la taille des cellules, plusieurs parametres ont été

étudiés en utilisant le systéme.

168



RESULTATS

R

71T 1
= 3000 jﬂ 3000 : ns o WT
2 s y L i s KO
@
2 4 % 47 A KO +LplA
-"é 2000 - v % 2000 v % T v KO+LA
25 dpi _g S % & KO +LplA+LA
é %‘:]7 () *% < ns O KO + LpIA'8221 P + LA
g 1000 1000 —— -
§ *kkk *%
[
(v}
(O]
=
0 0
_ 4000 N . 4000
TJ *% *kk
e ~T ] ]
(] * *kkk NS *%x%% *
(&]
} 3000 III hﬁ*:* 3000 III ﬁvﬁﬁ
= [ [ ]
. 2 !
29 dpl g 2000 2000
- O
é (] A % o [ A V; < P
(7] o % Qo 0 %
2 i3
S 1000 1000 2
C *kk * | IS — * ns
8 *k%kk *
=
0 0
10 yM 100 pM

Figure 36 : Mesure du stress oxydant mitochondrial aprés expression de mtLplA et

traitement au LA

Le stress oxydant mitochondrial (MitoSOX) est mesuré a 21 ou 25 dpi. Chaque point correspond
a la moyenne des valeurs de toutes les cellules d’un puits d’une plaque 96 puits (environ 200-300
cellules). One-way ANOVA, suivi de comparaisons multiples par Tukey. ns = non significatif
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001. n = 6. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

4.1.4.1 Impact sur le stress oxydant mitochondrial

Afin d’étudier I’état du stress oxydant mitochondrial en présence du systeme mtLplA
combiné ou non au LA, les mémes conditions ont été utilisées. L’étude de ce parameétre est
intéressante car 1’acide lipoique est connu pour étre un fort antioxydant. On peut observer que
la différence entre WT et KO est respectée par rapport aux résultats obtenus précédemment

(voir manuscrit), et est progressivement augmentée de 25 a 29 dpi (Figure 36). A 25 dpi, seules
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les conditions pour lesquelles mtLplA est exprimée permettent une rescue du signal MitoSOX.
Par cette premicre observation plusieurs réponses sont apportées : il semble que la perte de
taille des cellules ne dépende pas du stress oxydant mitochondrial, et la rescue de la taille
apportée par LA seul ne semble pas passer par une baisse du stress oxydant mitochondrial. En
revanche, ces résultats suggerent que le stress correle directement avec le chargement du LA
aux enzymes cibles. En effet, ’expression seule de LplA permet un sauvetage primaire du
stress, plus fort en combinant avec LA a 10 ou 100 uM. Concernant le mutant catalytique, on
semble observer un effet intermédiaire pouvant témoigner d’une activité catalytique fortement
affectée mais non éteinte. A 29 dpi, I’effet apporté par I’expression de mtLplA est conserve, a
la différence que I’effet de sauvetage est bien meilleur, avec aucune différence significative
avec le CT lorsque la mtLplA est exprimée en présence de LA. Il est difficile de tirer de
conclusion quand a ces observations, qui nécessitent un renouvellement de 1’expérience afin
d’étre confirmées, puisque seule une expérience biologique a été effectué. Concernant le
traitement unique LA, on observe cette fois ci un sauvetage significatif du stress oxydant a 29

dpi, qui pourrait €tre attribué a une exposition prolongée a ses propriétés antioxydantes.

4.1.4.2 Impact sur le métabolisme des acides aminés

WT

KO

KO + LA

KO + LplA

KO + LplA + LA 100 pM
KO + LplA* + LA 100 uM

ol N N N J

Tg%{p %Q

Glycine concentration (pg/ug prot)
N

0 30 dpi

Figure 37 : Mesure des niveaux de glycine aprés expression de mtLplA et traitement au LA

Mesure de la glycine a 30 dpi. One-way ANOVA, suivi de comparaisons multiples par Tukey.

*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. n = 5 Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

I1 est nécessaire de vérifier que la restauration du chargement des enzymes a LA permet
bien de complémenter les déficits du métabolisme des acides aminés. D’une part pour valider

I’utilisation du systéme, et d’autre part pour comprendre si les déficits de taille sont liées a ce
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métabolisme. J’ai donc mesur¢ les niveaux de glycine dans toutes les conditions du systéme, a
30 dpi (Figure 37). La différence entre WT et KO est conservée bien que les niveaux absolus
de glycine différent des données obtenues précédemment (Figure 30A). Etonnamment, aucune
des conditions ne permet un sauvetage méme partiel de la dégradation de la glycine. Au
contraire, il semble que les niveaux de glycine sont accentués en présence de mtLplA combinée
au LA (Figure 37). Ces résultats peuvent avoir plusieurs explications. Premiérement, il est
possible que la restauration du chargement de LA sur la proteine H (ou GCSH, voir
introduction) ne soit pas aussi efficace que pour les enzymes PDH et KGDH, étant les seules
que je suis en mesure de mesurer par Western Blot. En effet, je n’ai pas réussi a observer de
bandes aux poids moléculaires des autres enzymes a LA, en utilisant I’anticorps contre LA.
Ensuite, il est possible que ’effet du systéme soit limitant dans le temps et qu’une réparation
du mécanisme de dégradation des acides aminés ne puissent étre détectée a des temps aussi
tardifs que 30 dpi. Il est également envisageable que le kit utilisé pour la mesure de la glycine
n’offre pas la sensibilité nécessaire pour détecter I’effet recherché. Enfin, il n’est pas exclu que
I’augmentation de glycine observée tire son explication dans des mécanismes alternatifs qui
viendraient masquer I’effet seul de mtLplA que j’ai cherché a mettre en évidence. Quoi qu’il
en soit, cette expérience ne permet pas de valider I’efficacit¢ du systéme a restaurer la
dégradation de la glycine, et devra faire 1’objet de mesures plus précises telles qu’une mesure
de glycine, BCAA et de la lysine par spectrométrie de masse ainsi que d’un suivi dans le temps.

Cependant on remarque que les niveaux protéiques des deux genes présentés plus tot
comme marqueurs du métabolisme de la sérine chez I’AF, PSAT1 et PHGDH, sont
partiellement restaurés en présence LplA associée ou non au LA (Figure 38). Ces observations
suggerent malgré tout que le systéme posséde une certaine efficacité dans la restauration des

enzymes a LA associées au métabolisme des acides aminés.
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Figure 38 : Mesure des niveaux de PHGDH et PSAT1 aprés expression de mtLplA et
traitement au LA

Analyse par Western Blot des niveaux de PSAT1 et PHGDH. Le marquage QuickStain (QS) est
utilisé pour la quantification. Les niveaux dans chaque condition sont exprimés en pourcentage de
la moyenne des contrdles. One-way ANOVA, suivi de comparaisons multiples par Tukey. *p<0.05

**p<0.01. n = 3. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

4.1.4.3 Impact sur la production d’ATP

La mesure de I’ATP en présence du systeme LplA +/- LA a plusieurs intéréts. Tout
d’abord, en regard des données concernant 1’activation de I’AMPK dans le mod¢le (voir
manuscrit), il est logique de penser que le déficit en taille correle avec le manque d’ATP dans
les neurones. Il est donc important de savoir si la rescue de la taille décrite précédemment passe
a travers le rétablissement de la production d’énergie. Quelques soient les conditions, nous
voyons aucune évidence d’un quelconque effet sur la production de I’ATP (Figure 39). Ce
résultat peut suggérer de maniére intéressante que la rescue de la taille observée précédemment

ne passe pas par le rétablissement de la production d’énergie. Une nouvelle fois, il est possible
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que regarder ce paramétre a 30 dpi masque un effet plus évident a des temps inférieurs. Cette

expérience devra donc étre répétée en respectant un suivi temporel.

800
o
o WT
600 ® KO
B KO+LA
= A KO +LplA
E ‘ A KO +LplA+LA100 uM
o 400 O KO + LplA* + LA 100 pM
< o
200 ,P % ;
w
[}
0 30 dpi

Figure 39 : Mesure des niveaux d’ATP apreés expression de mtLplA et traitement au LA

Mesure de 'ATP a 30 dpi.

4.1.4.4 Impact sur la voie de '’AMPK

Les niveaux protéiques des différentes marques de phosphorylation des cibles de I’AMPK
en présence du systeme mtLplA ont ét€¢ mesurées (Figure 40). Ces données montrent que
I’expression de mtLplA seule ou associée au LA permettent de restaurer les niveaux des
marques a ceux du WT. Une tendance similaire bien que plus légere est observée pour le
traitement & 100 uM de LA seul. L’exploration de cette voie plus en détail en présence du
systéme devrait permettre de comprendre si le rétablissement de la taille mesuré passe par

I’AMPK.
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Figure 40 : Quantification des niveaux protéiques des phosphorylations des cibles de

I’AMPK aprés expression de mtLplA et traitement au LA

Analyse par Western Blot. Les niveaux des résidus phosphorylés ont été normalisés par rapport

aux niveaux des protéines totales correspondantes, puis sur les niveaux protéiques totaux (QS),

et exprimés en pourcentage d’'un des contrdles. One-way ANOVA, suivi de comparaisons multiples
par Tukey. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001. n = 3. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

4.1.4.5

Impact sur la voie de mTOR

Afin de déterminer si la rescue de la taille passe par une activation de mTOR, les cellules

en présence du systetme LplA +/- LA ont été traitées a la rapamycine (Figure 41), les cellules
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voient leur taille diminuées dans toutes les conditions. Cependant, la rescue est totalement
inhibée et toutes les conditions du systéme trouvent une taille du soma identique a celle du KO
seul. Ces résultats pointent vers une rescue mTOR dépendante. En effet, si la rescue était
totalement indépendante de la voie mTOR, des dynamiques devraient, apres traitement a la
rapamycine, étre conservées entre le KO et les conditions LplA + LA ou LA 100 uM, ce qui

n’est pas le cas.

Rapamycine
o WT

s T 1nM 10 nM o KO
€ ® KO +LpA
= 1000 % * ® KO+LA100uM
F;J : KO + LplA + LA 100 uM
< *
8 800 |
@ T4
© +
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2 $s71
S £ f
= 400

Figure 41 : Mesure de la taille des cellules en présence du systéme mtLplA, aprés inhibition
de la voie mTOR/P70S6K

Les neurones de DRG WT ou KO en culture ont été infectés a 7 dpi par un vecteur AAV9-mtLplA
en combinaison avec un traitement au LA. Les cellules ont été traitées a la rapamycine a partir de
8 dpi et sur toute la durée de la culture. L’aire des soma a été mesurée a 25 dpi. Chaque point
correspond a la moyenne des valeurs de toutes les cellules d’'un puits d’'une plaque 96 puits
(environ 200-300 cellules). One-way ANOVA, suivi de comparaisons multiples par Tukey. n= 4

*p<0.05. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

4.1.5 Développement d’un systeme alternatif a interférence a ARN

Afin de pouvoir investiguer par un autre moyen I’implication du métabolisme de I’acide
lipoique dans le déficit de taille observé chez les neurones sensitifs déficient en frataxine, j’ai
généré un vecteur permettant I’expression de shRNA dirigés contre le gene LIAS (pAAV-
shLIAS-930), et ainsi reproduire dans des cellules WT, une inhibition spécifique de la voie de
synthése de 1’acide lipoique. L’infection avec I’AAV9-shLIAS-930 diminue fortement
I’expression de LIAS et la présence de LA sur PDH et KGDH (Figure 42A) démontrant que
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1I’on reproduit bien le déficit de biosynthése de I’acide lipoique, de fagon plus forte que dans le
KO. Jai ensuite procédé a la mesure du soma des cellules aprés une infection avec AAV9-
shLIAS-930 (Figure 42B). On peut observer que le shLIAS provoque une baisse de la taille
des cellules intermédiaire a celui du KO. Ces observations montrent que 1’activité de LIAS

n’est responsable qu’en partie du déficit de taille observé dans le modele.
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Figure 42 : Test des shLIAS-930 et impact sur la taille des cellules

Neurones de DRG en culture WT, KO ou infectés a 2 DIV par un vecteur AAV9-shLIAS-930. (A)
Analyse par Western blot des niveaux de I'acide lipoique lié aux sous unités E2 de PDH et KGDH,
PDC-E2 (totale), ainsi que de LIAS a 21 dpi. QS = QuickStain, marque les protéines totales et est
utilisé comme contréle de chargement. (B) Mesure de la taille des cellules a 21 dpi chez le WT,
KO ou WT avec shLIAS-930. Chaque point correspond a une moyenne de 150 cellules. Un test

ANOVA (Kruskal-Wallis) a été réalisé. ***p<0,001. Les barres d’erreur correspondent a I'écart type.

4.1.6 Impact de I’Acide lipoique sur les centres Fe-S

De maniére intéressante, le traitement de 100 pM est capable d’augmenter légerement les
niveaux de la protéine NDFUS3 (Figure 43). Ces résultats font écho a la 1égere augmentation
du chargement du LA mesurée sur PDH et KGDH en présence de LA a 100 uM (Figure 33B
et 40). Il est possible que la capacité antioxydante de LA puisse étre a ’origine d’une

stabilisation des centres Fe-S dans les neurones (voir discussion).
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Analyse par western blot des niveaux de NDUFS3 dans les cultures de neurones a 21 dpi aprés

traitement du KO avec 100 uM de LA. QS = QuickStain, marque les protéines totales et est utilisé

comme contrdle de chargement. *p<0,01 one-way ANOVA.

177



RESULTATS

4.2 P62 et Autophagie

L’autophagie fais 1’objet de plusieurs investigations dans le cadre de I’ataxie de
Friedreich. En effet, des études sur des différents modeles relatent de variations de I’autophagie
associée a la perte de la frataxine (revu en introduction). Cependant, il n’existe pas de consensus
entre les différents modéles a I’heure actuelle. Certains résultats pronent une activation de
I’autophagie apres déplétion en frataxine, quand d’autres semblent indiquer la présence d’un
blocage du flux autophagique, traduit par I’accumulation de vésicules d’autophagie visibles en
analysant 1’ultrastructure des cellules en microscopie électronique, ou bien par I’augmentation
de clusters marqués par différents récepteurs de 1’autophagie ou protéines cargo. Ces protéines
marquent les cargos intracellulaires destinés a étre dégradés, afin qu’ils soient reconnus et pris
en charge par ’autophagosome (Hamacher-Brady and Brady, 2016). L’accumulation de ces
protéines au niveau protéique peut étre le signe d’un blocage du processus de 1’autophagie, tout
comme d’une activation (Klionsky et al., 2016). Il n’est donc pas simple de faire un lien direct
entre les niveaux de ces protéines et un éventuel blocage, car une baisse de niveau peut
¢galement traduire d’une activation de I’autophagie, dans la situation ou plus de cargos sont
dégradés. I1 d’ailleurs également possible que 1’autophagie soit activée sans qu’une fluctuation
des niveaux de ces protéines soient relevée sous des conditions normales. L’utilisation
d’inhibiteurs de I’autophagie est couramment utilisée pour évaluer 1’état du flux autophagique
indirectement par le niveau des protéines cargos (Klionsky et al., 2016). La protéine 1 du
séquestosome (SQSTM1), connue également sous le nom de P62, a pour fonction de fixer
I’ubiquitine aux cargos destinés a I’autophagosome (Hamacher-Brady and Brady, 2016). Ses

niveaux sont augmentés dans plusieurs modeles de 1’AF.
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Figure 44 : Récepteurs de I'autophagie et autophagosome a 21 dpi et 30 dpi

Niveaux protéiques de P62, NIX, OPTN, LC3 | et Il a 21 dpi (A) ou P62, NBR1, NIX, OPTN, LC3 |
et Il a 30 dpi (B), en présence ou en absence de frataxine dans les neurones sensitifs de DRG.
Les niveaux protéiques sont normalisés sur les niveaux d’actine, et exprimés en pourcentage d’un
des contréles. *p<0.05 **p<0.01 ****p<0.0001 ns = non significatif, student t-test. n = 6.

Dans notre modéele de neurones de DRG déplétés en frataxine, les niveaux protéiques de
P62 est augmentée par rapport au controle deés 21 dpi (Figure 44A). De maniére intéressante,
le niveau d’autres protéines cargo telles que NBR1, NIX ou OPTN est inférieur dans les cellules
KO a 30 dpi (Figure 44B). En corrélation, les niveaux du marqueur de 1’autophagosome LC3-
II sont diminués dans le KO a 21 et 30 dpi (Figure 44A et B). En observant les vésicules P62-
positives a 21 dpi par immunofluorescence, on ne remarque pas de différence globale de leur

taille ni de leur nombre en absence de frataxine (Figure 45A). De maniére intéressante on
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observe a 30 dpi une relocalisation nucléaire de P62 pour la majorité des cellules KO, alors que

ce phénotype est complétement absent chez les cellules WT (Figure 45A et B).
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Figure 45 : Vésicules P62-positives entre WT et KO
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(A) Marquage de P62 par immunofluorescence a 21 ou 30 dpi, sur des cellules WT ou KO. L’'image
en haut a droite donne I'exemple de cellules présentant une translocation nucléaire de P62. Barres
d’échelle 30 um. (B) Quantification des cellules présentant une translocation de P62 dans le noyau,

n = 4 expériences, 100 cellules/expérience. ****p<0.0001, student t-test.

Cette relocalisation semble étre activée dans les cellules les plus affectées par la perte de
frataxine. L’activation artificielle de 1’autophagie par traitement a la torine (inhibiteur de
mTORC1) ne permet pas d’augmenter globalement les niveaux de P62 et de LC3-II (Figure
46), ni la taille des vésicules P62-positives (Figure 47), bien qu’une quantification fine soit
nécessaire pour confirmer ces observations. Ces résultats semblent indiquer que 1’autophagie
associée a P62 ne montre pas de blocage sévere. En support de ces résultats, les données de
microscopie électronique ne montrent pas un enrichissement en vacuoles d’autophagie en
absence de frataxine dans ce modele (Figure 48). Afin de déterminer si I’augmentation de P62
traduit d’une augmentation de [’autophagie, il est nécessaire de bloquer 1’autophagie
chimiquement. Une activation de I’autophagie se traduit alors par I’augmentation des niveaux

des protéines cargo et de leurs vésicules associés, due a I’accumulation de cargos non dégradés
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Figure 46 : Niveaux de LC3-ll et P62 aprés blocage de I’autophagie

Niveaux protéiques et quantifications de P62, LC3 | et Il a 30 dpi, a 21 dpi, aprés traitement a la
Bafilomycine A1 et/ou Torine 1, sur des cellules WT (A) ou KO (B). Les niveaux protéiques sont
normalisés sur les protéiques totaux (QuickStain), et exprimés en pourcentage d’un des contrbles
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001, student t-test. n = 3.

(Klionsky et al., 2016). Lorsqu’on traite les cellules a la bafilomycine, on observe une
augmentation générale du nombre de vésicules P62-positives sans augmentation de leur taille
(Figure 47). La comparaison entre WT et KO ne montre pas de différence, ce qui est le cas
¢galement au niveaux protéiques (Figure 46). Activer |’autophagie conjointement a un blocage,
permet de révéler s’il existe une différence basale des niveaux d’autophagie. Si 1’autophagie
est déja recrutée a son maximum en basal, les niveaux des protéines cargos et de LC3-II ne
devraient pas augmenter en présence de 1’activateur. En immunofluorescence, I’expérience ne
nous a pas permis de mettre en évidence une augmentation subséquente de 1’autophagie que ce

soit pour le WT ou le KO (Figure 47). Quand on regarde les niveaux de P62 et de LC3-II par
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Figure 47 : Vésicules P62-positives aprés blocage de I'autophagie

21 dpi

(A) Marquage de P62 par immunofluorescence a 21 dpi, sans (panneaux de gauche) ou avec
traitement a la Torine seule, Bafilomycine A1 seule ou associée a la Torine 1 (panneau de droite).

Barres d’échelle 50 uym.

Western Blot, on remarque qu’ils sont augmentés dans le WT par rapport au blocage seul
(Figure 46). Chez les cellules KO les niveaux ne varient pas entre les deux conditions (Figure
46). Ces observations, en lien avec les niveaux diminués des autres protéines cargos dans les
conditions basales, suggerent que le flux autophagique est globalement augment¢ et est a son
maximum a I’état basal dans le KO. Afin d’investiguer cette éventuelle sur-activation, les
niveaux des protéines régulatrices de I’autophagie ont été évalués. Suite a une phosphorylation
par I’AMPK, la protéine ULK1 active a son tour Beclin-1 en la phosphorylant, activant ainsi
I’initiation de I’autophagie (Kim et al., 2011). On remarque que les niveaux de p-ULK1 Ser555
ainsi que de p-Beclin-1 Serl5 sont augmentés dans le KO (Figure 49), concordant avec une

activation de 1’autophagie dans 1’ensemble, probablement par le biais de I’ AMPK.
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Figure 48 : Ultrastructure des neurones de DRG

L'ultrastructure des neurones de DRG est visualisée par microscopie électronique. m =

mitochondrie, e = endosome, a = autophagosome, L = lipides ; Barres d’échelle 1 ym.
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Figure 49 : Activation de I'autophagie par ULK1 a 30 dpi

Niveaux protéiques de ULK1, phospho-ULK1 Ser555, Beclin et phospho-Beclin Ser15 a 30 dpi, en
présence ou en absence de frataxine dans les neurones sensitifs de DRG. Les niveaux protéiques
sont normalisés sur les niveaux d’actine, et exprimés en pourcentage d’un des contrbles. **p<0,01
****p<0,0001, student t-test.
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Etant donné le profil atypique de P62 en comparaison des autres protéines cargos, on peut
se demander si 1’autophagie est réellement responsable de I’augmentation des niveaux de P62.
Le role de P62 n’est pas exclusif a I’autophagie, et son expression intervient souvent dans la
réponse des cellules a divers stress (Sanchez-Martin et al., 2019). L’augmentation de
I’expression de P62 dans le modéle au niveau transcriptionnel évoque une activation de P62
associée au stress plutdt qu’a un blocage de 1’autophagie (Figure 50). Son expression est
controlée par différents activateurs de transcription tels que NRF2 (réponse au stress oxydant),
ATF4/CHOP (manque de nutriments et réponse aux protéines mal repliées ou UPR) et NFxB
(inflammation) (Sdnchez-Martin et al., 2019), qui sont trois facteurs régulant des mécanismes
décrits dans certains modeles de I’AF . L’expression de NRF2, ATF4 et CHOP (Figure S0A)
et les niveaux transcriptionnels (Figure 50B) et traductionnels (Figure 50C) de certaines de
leurs cibles sont augmentés dans le KO, suggérant une activation des mécanismes qui leurs sont
associés. En revanche, I’expression de NFkB ne varie pas (Figure 50A). L’activation de ces
facteurs de transcriptions et de leurs cibles semble pencher pour une augmentation de P62

associé au stress, qu’il soit dii au stress oxydant ou a une déprivation en nutriments.
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Figure 50 : Niveaux transcriptionnels et traductionnels de génes du stress associés a P62

Niveaux d’expression de P62, des facteurs de transcription NRF2, ATF4 et NFkB (A) ainsi que
certaines cibles de ATF4 et NRF2 (B) a 21 dpi par RT-gPCR, et normalisés sur I'expression de la
GAPDH, puis exprimés en pourcentage de I'un des controles. (C) Analyse par Western Blot des
niveaux protéiques de cibles de NRF2. CAT, Catalase ; GR, Glutahtione Réductase ; SOD2,
Superoxyde Dismutase 2. Les niveaux sont normalisés sur I'Actine et exprimés en pourcentage de
la moyenne des contrdles. *p<0.05 **p<0.01 ****p<0.0001, student t-test. (A-B)n=3-9. (C)n=6
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4.3 Développement d’une approche de criblage pharmacologique

4.3.1 Avant-propos

Comme discuté en Introduction, nous n’avons pu relever de criblage pharmacologique
pour I’AF développés sur des modeles de neurones sensitifs de DRG dans la littérature. Tester
I’efficacité de molécules thérapeutiques directement dans ce type cellulaire pourrait permettre
d’augmenter les chances d’isoler celles ayant une activité dans ces cellules, primairement
affectées dans I’AF. De plus, notre modele constitue le premier systeme cellulaire a ce jour
permettant une délétion totale de la frataxine sans perte de viabilité. Ce paramétre est treés
important car jusqu’a maintenant, tous les modeles cellulaires en absence compléte de frataxine
ne sont pas viables, di a I’importance de la frataxine pour la division des cellules. L’intérét est
donc de pouvoir identifier des molécules permettant de remplacer ou bypasser 1’activité de la
frataxine. Pour ces raisons, et pour le défi du challenge, j’ai décidé de développer une approche

de criblage pharmacologique sur le mod¢le que nous avons développé.

4.3.2 Mise au point des conditions de culture

La premiere étape du projet était de mettre au point les conditions de cultures optimales
pour permettre la culture et le maintien pendant plusieurs semaines des neurones sensitifs dans
des supports de culture compatibles avec un criblage moyen débit : plaques 96 ou 384 puits. Le
principal probleme de ces cultures est I’accumulation des cellules a la périphérie du puits créant
ainsi un anneau de cellules qui s’¢largit avec le temps et provoque le décollement progressif de
la culture (Figure 51). Plusieurs facteurs peuvent conduire a la formation de cet anneau. Le
premier est la disposition des cellules en périphérie du puits des I’étape de seeding. Cela est
provoqué quand les cellules sont incubées a 37°C directement apres avoir déposé les cellules
dans les puits. Les mouvements de convection provoqués par le réchauffement du milieu
induisent des courants au sein du puits conduisant les cellules a se déposer a la périphérie du
puits. Afin de palier a ce probléme et permettre un ensemencement uniforme sur toute la surface
de puits, les cellules doivent étre incubées a température ambiante (20 min) avant d’étre
transférées dans I’incubateur. La deuxieéme raison est le revétement ou coating des plaques de
cultures. Plusieurs conditions ont été testées afin de permettre une culture stable au fil des

semaines et empécher le décollement des cellules (Figure 51). La troisiéme raison, la densité
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Figure 51 : Comportement des cultures en 96 puits en fonction du coating des plaques (DIV 20)

Marquage des cultures au Hoechst en plaque 96 puits, acquisition sur le lecteur high-content.

Compilation des 25 champs d’un puits 96 puits par Cellomics HCS Studio. Barres d’échelle : 1 mm.

de seeding des cellules, est celle qui nous a été la plus difficile de contrdler. Le choix de la
densité est déterminant car une densité trop importante provoque €galement la formation de
I’anneau et le décollement des cultures (Figure 52). En effet, les cellules ont tendance a migrer
pour se rapprocher les unes des autres au cours du temps. Lorsque les cellules sont trop denses,
elles vont avoir tendance a s’accumuler en périphérie ou elles sont le plus proche initialement.
Un effet domino s’ensuit attirant toujours plus de cellules dans 1’anneau en formation. De
manicre intéressante, si on augmente la quantité totale de cellules par puit, la densité des cellules
au milieu du puit reste similaire, mais I’épaisseur de I’anneau augmente.

I1 est donc nécessaire de pouvoir compter les cellules avec précision apres la dissection.
Cependant, un degré de variabilité est inévitable et provient de deux paramétres : la viabilité
des cellules au moment du seeding, et la proportion de cellules gliales dans la suspension
cellulaire. La viabilité peut étre estimée par FACS, ou grace un compteur automatique type
Countess II (ThermoFisher) (Figure 53). L’utilisation du compteur est préférée car plus rapide.
Nous avons donc choisi de se baser sur un comptage du nombre de cellules viables plutot que
du nombre total de cellules. Nous avions pensé que la proportion de cellules gliales pourrait
étre estimée en regardant le profil des cellules en FACS ou sur le compteur de cellules, mais
nous avons vu que les cellules segmentent en un seul cluster de cellules, et non en plusieurs
populations (Figure 53A). Nous avons donc essayé¢ de séparer les cellules sur gradient de phase,

afin d’isoler les neurones et pouvoir augmenter notre controle de la densité finale en neurones
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Figure 52: Comportement des cultures en 96 puits en fonction de la densité cellulaire (DIV 15)

Marquage des cultures au Hoechst en plaque 96 puits, acquisition sur le lecteur high-content.
Compilation des 25 champs d’un puits 96 puits par Cellomics HCS Studio. La formation de 'anneau

de cellules corréle avec la densité cellulaire. Barres d’échelle : 1 mm.

dans le puits. Malheureusement, les protocoles d’isolation testés (gradients de Percoll ou BSA)
se sont révélés toxiques pour les cellules, qui meurent dans les jours suivant le seeding (Figure
54).

La solution choisie pour répondre a ces contraintes a été de d’établir une fourchette de
densités auxquelles les cultures sont stables, correspondant a 6000-9000 cellules par puits.
Ainsi, en se plagant a 7500 cellules par puits, on réduit le risque d’obtenir des cultures trop ou

pas assez denses, malgré la variabilité entre les dissections.
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Figure 53: Profil morphomeétrique et viabilité de la suspension cellulaire

(A) Analyse par FACS de la morphologie des cellules, aprés digestion des DRG disséqués. Profil
de dispersion latérale (SSC = side scatter, dépend de 'hnomogénéité optique des cellules) en
fonction de la dispersion frontale (FSC = forward scatter, dépend de la taille) des cellules. (B) Taille

et viabilité des cellules de la suspension, mesurée par le Countess Il (capture d’écran logiciel).

Sans gradient Percoll Avec gradient de Percoll

DIV1

DIV3

Figure 54: Essai d’isolation des neurones par gradient de Percoll

Photos des cultures de neurones de DRG au jour 1 et 3 in vitro (DIV), avec ou sans isolation des
neurones par gradient de Percoll. Barres d’échelle : 100 um.
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4.3.3 Développement du readout

Pour ce projet, nous avons choisi une stratégie de criblage a haut contenu en utilisant
I’imagerie par fluorescence comme essai. Cette stratégie nous permet d’évaluer plusieurs
parametres en paralléles en utilisant des sondes fluorescentes de plusieurs couleurs. En bleu,
nous avons le Hoechst, marqueur nucléaire nous permettant a la fois de segmenter le noyau des
cellules, ainsi que leurs corps cellulaire (Figure 55). En vert, nous avons le Mitotracker Green
FM (MTG), seule sonde permettant de marquer la masse mitochondriale totale
(indépendamment de leur état de santé). En rouge, nous avions le choix entre plusieurs sondes,
toutes permettant d’évaluer des caractéristiques AF-spécifiques : le Tetramethylrhodamine,
Methyl Ester (TMRM) (Potentiel de membrane de la mitochondrie, donc indicatif de I’activité
mitochondriale), le MitoSOX (MTS, stress oxydant mitochondrial) et le Rhodamine B-[(1,10-
phenanthroline-5-yl)-aminocarbonyl]benzyl ester (RPA) (fer mitochondrial). De plus, nous
avons également essay¢ une sonde indicatrice du stress oxydant cytoplasmique et émettant dans

I’infrarouge, le CellROX.

Figure 55: Segmentation du corps cellulaire grace au Hoechst

Marquage des cultures au Hoechst en plaque 96 puits, acquisition sur le lecteur high-content. Les
corps cellulaires sont segmentés par le logiciel Cellomics HCS Studio. Barre d’échelle = 100 pm ;

20 um (encart).
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Afin d’acquérir le signal, un anneau ou collar est automatiquement dessiné autour du
noyau de chaque cellule (Figure 56). Seul le signal provenant de cet anneau est considéré dans
la mesure, afin d’éliminer tout biais lié¢ a la taille des cellules. La segmentation des cellules,
I’acquisition des signaux dans les différentes longueurs d’ondes et 1’analyse des intensités sont
réalisées de manicre automatique grace a un lecteur high-content (ThermoFisher Cellomics
Arrayscan XTi) et au logiciel Cellomics HCS Studio, disponibles a la plateforme de criblage
de 'IGBMC.

Figure 56 : Segmentation des noyaux et création d’un anneau ou collar (exemple du TMRM)

Marquage au Hoechst (panneaux de gauche) et TMRM (panneaux de droite), Les noyaux sont
segmentés et un anneau est créé, zone dans laquelle l'intensité de la fluorescence sera mesurée

(panneaux du bas). Barre d’échelle = 150 ym ; 20 um (encart).
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Figure 57: Evaluation de cinq différentes sondes fluorescentes
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Suivi dans le temps de I'évolution de l'intensité du TMRM (A, B) et du Mitosox (C, D) a deux

concentrations. Les cellules sont incubées dans du milieu de culture aprés avoir rincé chaque

sonde. (E) Test du RPA (fer mitochondrial) et du CellROX (F) (stress oxydant cytosolique) comme

potentiel readouts. Plusieurs concentrations sont testées, en application d’'une durée de trois

heures d’incubation aprés marquage. (G) Suivi dans le temps de I'évolution de l'intensité du MTG.

Les expériences sont réalisées a 21 dpi. Les barres d’erreur indiquent I'écart type.
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Chacune des sondes précédemment citées a été testée selon sa capacité a différentier le
contrdle du KO, a différentes concentrations et apres différents temps de marquage (et a
différents temps de culture). En effet, nous avons remarqué pour le TMRM, le MTS et le MTG
que le signal met plusieurs heures a se stabiliser (Figure 57). Dans le cas du TMRM comme
du MTS, il faut attendre un minimum de 1h afin d’observer la différence entre le controle et le
KO. Pour le MTG, c’est moins clair, étant donné la faible différence entre les deux conditions
au temps choisi. Le RPA et le CellROX ne donnent aucune différence entre WT et KO au temps
choisi, et n’ont donc pas été retenus. En revanche le TMRM et le MTS, donnent tous deux des
différences intéressantes et ont donc été retenus pour I’optimisation des conditions en vue
d’augmenter les Z’ factors. Toutefois, émettant tous deux dans le orange/rouge, ils ne peuvent

étre combinés.

4.3.4 Controle positif, facteurs Z' et puissance des readouts

Un ¢élément essentiel au développement d’un readout est la possibilité d’utiliser un
controle positif, qui doit permettre de rétablir partiellement ou totalement les phénotypes, afin
de pouvoir valider que nous sommes en mesure de détecter 1’effet d’un Ait. 1l est souvent
complexe de mettre au point un contrdle positif quand on est a la recherche de toute molécule
permettant de résoudre les phénotypes étudiés. Nous avons choisi d’utiliser la surexpression de
la frataxine humaine hFXN, en infectant nos cultures a 7 dpi avec un AAV9-CAG-hFXN-HA,
déja utilisé par le passé dans le développement préclinique de thérapie génique au sein du
laboratoire (Perdomini et al., 2014; Piguet et al., 2018). Ce systeme a déja été présenté dans le
manuscrit (voir Figure 5 du manuscrit). La surexpression de hFXN permet pour chaque readout
(taille, TMRM et MTS) de corriger la différence entre contrdle et KO de maniére dose
dépendante (Figure 58). Ces expériences permettent de valider que les essais développés

peuvent détecter un sauvetage des phénotypes.
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Figure 58 : Rescue des phénotypes par hFXN

Mesure de l'aire du soma (A), du MitoSOX (B) et du TMRM (C) dans des neurones de DRG infectés
par des concentrations croissantes de vecteur AAV9-CAG-hFXN-HA. MOI = Multiplicity Of Infection

(nombre de génomes viraux par cellule). Les barres d’erreur indiquent I'écart type. n = 4.

Afin de déterminer la reproductibilité de notre essai, nous avons procédé au calcul de
I’indicateur de confiance Z’. Cet indicateur doit étre compris entre 0.5 et 1 afin de garantir le
pouvoir de I’essai a évaluer I’effet d’une molécule sur ’amélioration des parametres analysés
lors du criblage. Nous avons donc calculé Z’ concernant les 3 readouts sélectionnées a ce stade,
a savoir I’aire du soma, I’activité mitochondriale par TMRM et le stress oxydant mitochondrial
par MitoSOX. Deux méthodes de quantification sont comparées, et seront complémentaires
lors du criblage. Une approche « globale » en considérant la moyenne de toutes les cellules
(panneaux de gauche, Figure 59), ou une approche cellule par cellule, ou les cellules sont
classées selon leur taille ou intensité de fluorescence des différentes sondes. Le pourcentage de

cellules présentes dans les différentes classes est ensuite calculé. Les classes pour lesquelles la
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Figure 59 : Calcul des facteurs Z’

Calcul des facteurs Z’ pour la taille du soma (A), le Mitosox (B) ainsi que le TMRM (C), basé sur
I'analyse des différences entre 15 puits WT et 15 puits KO. Les panneaux de gauche indiquent les
moyennes d’aire ou signal par puits. Les panneaux de droite correspondent a I'analyse cellule par
cellule : les cellules sont classées en fonction de leur aire ou signal, et les pourcentages de cellules
dans chaque classe est comparé. Sont montrées ici les classes pour lesquelles la résolution entre
le WT et le KO est la meilleure, sans que I'un ou 'autre ne présente de valeur nulle. ****p<0.0001

(Student t-test). n = 15. Les barres d’erreur indiquent I'écart type.
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résolution entre WT et KO est la meilleure, sans toutefois avoir de valeurs nulles sont présentées
(panneaux de droite, Figure 59). De mani¢re générale, I’approche cellule par cellule permet
d’augmenter la différence entre WT et KO car elle ne prend en compte soit que les cellules les
plus affectées (pour le MTS), soit les cellules les plus saines (TMRM et taille). Elle ne peut en
aucun cas remplacer I’approche globale car il est possible qu’elle omette une rescue faible mais
significative. Les deux approches doivent donc se complémenter. Les deux approches
permettent d’obtenir des Z’ supérieurs a 0.5 concernant la taille et le MTS (Figure 59). Pour le
TMRM, seule I’approche par cellule le permet.

Enfin, il est nécessaire de calculer la « puissance » de chaque readout, c’est a dire la
sensibilité¢ de 1’essai a pouvoir détecter une rescue des phénotypes, pour un nombre donné de
réplicats. Les résultats, présentés en Tableau 6, indiquent qu’avec 3 réplicats (nombre choisi
pour le criblage), les readouts taille et MitoSOX peuvent détecter une rescue de 20% minimum,

contre 30% minimum pour le TMRM. Globalement, ces résultats sont tres satisfaisant.

Puissance pour 3 réplicats
% de Rescue

MitoSOX TMRM Taille
10% 0,4 0,27 0,38
15% 0,66 0,46 0,63
20% 0,86 0,66 0,83
30% 0,99 0,91 0,98
40% 0,99 0,99 0,99
50% 0,99 0,99 0,99

Tableau 6 : Calcul de puissances pour 3 réplicats
Calcul des puissances par le logiciel G*Power. Une valeur au-dessus de 0,8 (vert) signifie que le

nombre de réplicats est suffisant pour attester de la marge de rescue associée.

4.3.5 Choix des readouts

Le TMRM et le MTS ayant des spectres d’émission se chevauchant, il est nécessaire de
choisir entre les deux. En regard des résultats de calcul de Z’ et de puissance, le MTS semble
étre plus reproductible et plus sensible que le TMRM, méme si les valeurs obtenues en TMRM
sont également satisfaisantes. Un ¢lément clé nous a cependant permis de faire notre choix : le
TMRM doit impérativement étre lu sur cellules vivantes, contrairement au MTS, qui peut étre

Iu sur cellules vivantes comme fixées. Travailler sur cellules fixées est essentiel dans un
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criblage car cela permet d’avoir un controle trés précis des timings, et ne pas étre perturbé par
le temps d’acquisition des différentes plaques. Toutes les plaques peuvent étre fixées le jour
choisi, et la lecture étalée sur plusieurs jours voire plusieurs semaines. Nous avons donc préféré
poursuivre avec le MTS pour le criblage, en gardant le TMRM comme readout secondaire,

dans le cadre de I’étape de validation des hits.

4.3.6 Pilote

4.3.6.1 Présentation

Pour le pilote, 54 drogues ont été sélectionnées de la banque Selleckchem-Prestwick de 1443
composés FDA-approved qui sera utilisée pour le criblage. Ces drogues ont été sélectionnées par
prédiction d’un effet potentiel basé sur la littérature ou les résultats sur le mode¢le.

Ces 54 molécules comprennent :

- 16 molécules agissant sur les voies de ’AMPK, mTOR, Akt (protein kinase B) et MAPK
(Mitogen-activated protein kinase)

- 4 activateurs/inhibiteurs de 1’autophagie

- 8 antioxydants or activateurs de NRF2

- 10 molécules agissant dans les métabolismes des acides aminés et du folate

- 4 molécules agissant dans 1’inflammation

- 11 molécules a effet divers : neuro-protecteurs, stabilisateurs du cytosquelette, promoteurs de
la biosynthése de 1’héme et chélateurs de fer.

- Acide lipoique (100 uM)

Pour les 54 drogues, une seule plaque source ou « mére » est nécessaire. Une plaque source
correspond a 3 plaques filles, correspondant a 3 réplicats pour chaque drogue. Chaque plaque est
composée de 60 puits utilisables car un effet de bord significatif a été relevé. 3 puits sont utilisés pour
les cellules KO non traitées, et 3 puits pour le contréle non traité. La présence de ces 6 puits sur chaque
plaque est requise notamment pour normaliser les phénotypes entre les plaques tout au long du criblage.
Les 54 puits restants seront donc utilisés pour les drogues. Deux concentrations de chaque drogue seront
testées : 0.5 et 2.5 pM, donnant 6 plaques au total pour le pilote.

Les cellules sont cultivées en présence des drogues a partir de 7 dpi, dge auquel le sérum et les
agents anti-mitotiques sont complétement absents du milieu de culture. A 25 dpi, les plaques sont
marquées au MitoSOX, Hoechst et Mitotracker Green, fixées, et lues sur le Thermofisher Cellomics

Arrayscan XTi.
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4.3.6.2 Essais

Au total trois essais de pilote ont été entrepris, qui se sont tous soldés par un échec. Le premier
pilote a été lancé trop tot, avant d’avoir complétement réussi a maitriser le comptage des cellules au
seeding. 1l en a résulté une densité inhabituellement trop élevée, qui a causé des décollements aléatoires
des cellules sur toutes les plaques. Cet échec nous a permis de nous rendre compte que nous devions
étre capables de maitriser parfaitement nos comptages. Nous sommes donc passés sur un compteur
automatique en tenant compte de la viabilité des cellules. Apres avoir mis au point ces comptages, nous
avons entrepris de lancer un nouveau pilote. Cependant a la méme période, le stock de facteurs NGF a
été renouvelé. Ayant commandé¢ ’aliquot précédent 3 ans auparavant, le méme numéro de lot n’était
plus disponible. Nous nous sommes rendus compte, trop tard, que le nouveau lot ne convenait pas du
tout, car les cellules restaient petites dans le contrdle comme dans le KO, et nous observions beaucoup
de mort cellulaire. Il nous aura fallu de nombreuses semaines pour mettre en évident qu’il s’agissait bien
du NGF, et tester un nouveau lot. Arrivés en février 2020, nous étions préts a relancer un pilote mais
nous avons di repousser a cause de la crise sanitaire du Covid-19. Apres la crise, il nous a fallu 1 mois
pour avoir de nouveau des cultures, et nous avons immédiatement relancé un pilote, en juin 2020. Hélas,
la malchance fut une nouvelle fois a nos co6tés. En effet I’incubateur du robot & subit 3 coupures de
courant sur la durée de la culture. Avec aucun systéme de sauvetage fonctionnel, les cellules ont passé
en tout trois week-ends a température ambiante et & mauvaises concentrations en CO,. Ajouté a cela,
nous suspectons une erreur dans la préparation des plaques de drogues qui ont provoqué une
concentration trop importante en DMSO dans le milieu de culture. Finalement arrivés fin juin nous
aurions pu relancer un pilote mais une rupture de stock sur la Poly-L-lysine, essentielle au coating des
plaques, nous a empéché de relancer des cultures. Poursuivant mon travail de thése en qualité de postdoc

pendant les trois mois suivant ma soutenance, le pilote sera relancé, suivi du criblage.
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Matériel et Méthodes

Dans cette section sont détaillés les protocoles utilisés pour les expériences ne figurant pas
dans le manuscrit « Frataxin depletion leads to decreased soma size and activation of AMPK

metabolic pathway in DRG sensory neurons ».

Infections
Infections par les vecteurs AAV9-CAG-hFXN-HA, AAV9-mtLplA et AAVI-mtLplA-
S221P est réalisée a 7 DIV. Infection par les vecteurs pAAV9-shLIAS-930 est réalisée a 2 DIV.

Test de mise en culture avec gradient Percoll

Lors du protocole de mise en culture (voir Griso and Puccio, 2020), la suspension
cellulaire obtenue apres trituration mécanique est centrifugée 5 min a 800 x g. Le culot est
resuspendu dans 12 mL d’une solution de Percoll a une densité finale de 1,05, dilué dans du
tampon HBSS (14025092, ThermoFisher). Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 20
minutes a 800 x g. Le culot est repris dans 5 mL de tampon HBSS et les cellules sont
centrifugées 10 min a 800 x g. Les cellules sont ensuite reprises dans 500 pL. de milieu C-média

(voir papier) et comptées avant ensemencement.

Traitements Autophagie
Les cellules sont traitées pendant 8h avec 1 uM de Torine 1 (4247/10, R&D systems), ou
100 nM Bafilomycine Al (B1793, Sigma) ou en combinaison. Les cellules sont ensuite

récoltées ou fixées selon 1’expérience.

Clonages
PAAV-mtLplA et pAAV-mtLplA-S221P

Le cDNA complet du gene bactérien LplA a été obtenu a partir d’ADN de la souche E.
Coli  TOP10, en utilisant des  oligonucléotides  spécifiques (Fd:  5°-
CACATTGCGCAAGAAATGCC3’; Rv: 5’ATGTCCACATTACGCCTGCT3’). La
séquence d’adressage mitochondrial (MTS) (issue de COXIV murin) a été rajoutée en 5’ du
fragment PCR, et le fragment PCR final a été cloné dans un vecteur pAAV-CMB (Stratagene),
donnant le vecteur pAAV-mtLplA. La mutation catalytique LplA-S221P (Hermes and Cronan,
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2009) a été obtenue en utilisant des oligonucléotides spécifiques (Fd:
5’ATGTCCACATTACGCCTGCT3’ ;Rv :

3’ TTTTCGCCCATTATGGCGAGCGCGTGGAAGCGGAAATCATCCCCCCGAACAA 5’)
a partir du vecteur pAAV-mtLplA, donnant le vecteur pAAV-mtLplA-S221P.

pAAV-shLIAS-930

Les shRNA spécifiques de LIAS ont été designés en utilisant I’outil RNAi Designer de

ThermoFisher.

Name | spacer Sens Boucle Antisens

shLIAS- | tgttt | GGTCCAGCCTGATGTTGTTTC | ttcaagaga | GAAACAACATCAGGCTGGACC

930 aaaaa | GGTCCAGCCTGATGTTGTTTC | tctettgaa | GAAACAACATCAGGCTGGACC

Les shRNA ont ensuite été clonés dans un vecteur pENTRIA (Invitrogen Life
Technologies) modifié contenant le promoteur U6. Les shRNA ont ensuite €té sous-clonés dans
les vecteurs pAAYV contenant une cassette CMV-eGFP et des séquences spécifiques AAV2 en

utilisant la technologie Gateway.

Transfection des fibroblastes murins et cellules HEK

Les cellules ont ét¢ seedées a raison de 50.000 cellules par puits d’une plaque 6 puits,
puis transfectées le lendemain sur 48h en utilisant le protocole classique de la Lipofectamine
2000 (11668027, ThermoFisher), et en utilisant 2 ug d’ADN total par puits d’une plaque 6

puits.

Mesures de la Glycine et des BCAA

Les niveaux de glycine et des acides amines branches (BCAA) ont été analyses en
utilisant des kits fluorométriques (Glycine ab211100, Abcam) ou colorimétriques (BCAA,
ab83374), en suivant les intructions du frabricant. La quantité de protéines totale utilisée par

mesure a été optimisée a 7,5 pg/échantillon/puits pour la glycine et 15 pg/échantillon/puits pour

les BCAA
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Marquage CellROX

Le protocole de marquage du CellROX est exactement le méme que pour le MitoSOX
(voir manuscrit), en utilisant 1 ou 5 uM de CellROX (C10422, Fisher Scientific) en
remplacement du MitoSOX.
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Anticorps Référence Dilution
CAT ab1877, Abcam 1/10.000
FXN Clone 4F9, Home made 1/5000
GR sc-133245, SCBT 1/1000
LA 437695, Calbiochem 1/5000
LC3 NB100-2220, Novus Biological 1/10.000
LIAS ab96302, Abcam 1/1000
LplA orb51462, Biorbyt 1/1000
NBR1 9891S, CST 1/1000
NIX 123968, CST 1/1000
OPTN 10837-1-AP, Proteintech 1/2000
P62 H00008878-M01, Abnova 1/1000
PDC-E2 sc-271352, SCBT 1/2000
PHGDH HPA021241, Sigma 1/1000
PSAT1 PA5-22124, Fisher Scientific 1/1000
SOD2 sc-137254, SCBT 1/1000
Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés en Western Blot
Géne Fd-Primer Rv-Primer
P62 AGCCAGAGGAACAGATGGAG GGGAGATGTGGGTATAGGGC
NRF2 TGCTCGGACTAGCCATTGCC AGCTCATAGTCCTTCTGTCGCTGA
ATF4 GGCCAAGCACTTGAAACCTC TCCTCCTTGCCGGTGTCTGA
NFKB1 AACTATGTGGGGCCTGCAAA GTTTGCAAAGCCAACCACCA
CHOP CCAGAATAACAGCCGGAACC ATCCTCATACCAGGCTTCCA
PSAT1 ACTACAAAGTGCAGGCTGGG TTGATCCATTCCAGGACCAT
MTHFD2 TGAAGA GCG AGAAGT GCT GA GAATGC TCC CTG GTGAGG TA
ASNS CGA CCAAAAGAAGCCTTCAG CCACTT GGG CAT CCAGTAAT
HMOX1 AGTTCAAACAGCTCTATCGTGCTC CTCTGACGAAGTGACGCCAT
GSTA2 TACATCGCCACCAAATATGACC TGCCCAATCATTTCAGTCAGA

Tableau 8 : Liste des oligonucléotides utilisés en qPCR

202




DISCUSSION




| DISCUSSION

1 Discussion et perspectives complémentaires au manuscrit «
Frataxin depletion leads to decreased soma size and activation of
AMPK metabolic pathway in DRG sensory neurons »

1.1 Discussion et perspectives directes :

La majorité des résultats présentés dans le manuscrit « DRG model » a déja été discutée
dans le papier. J’insisterai ici sur certains points non développés dans le manuscrit et apporterai
les perspectives directes et futures du projet.

La caractérisation des neurones sensitifs de DRG déplétés en frataxine a été 1’occasion
de mettre en lumiere un défaut de taille des cellules dans le modéle. Les résultats obtenus
suggerent qu’une activation de la voie de ’AMPK et une inhibition concomitante de la voie
mTOR sont responsables de cette différence de taille. Afin de confirmer cette hypothése, une
série d’expériences devra étre réalisée. Il est notamment nécessaire de poursuivre la modulation
de la voie de ’AMPK et en observer le résultat sur la taille des cellules. Comme démontré,
I’activation de I’AMPK, tout comme I’inhibition de mTOR, suffit a réduire la taille chez le
controle et augmenter le phénotype chez le KO. Cela est une bonne indication que ce
mécanisme peut étre responsable d’un défaut de taille dans ces cellules. En revanche, il ne
constitue pas la preuve qu’il s’agisse bien du mécanisme causal dans le cas de la perte de
frataxine. Pour prouver cela, il faudra d’abord reproduire le résultat en utilisant un autre
activateur de ’AMPK tel que le Compound 991 (AOB8150, Aobious). Ensuite, il faudra
réaliser les expériences réciproques a ce qui a déja €té fait. Est-ce qu’une inhibition spécifique
de ’AMPK et/ou une activation de mTOR permet de rétablir la taille des neurones KO ?
L’inhibition de I’AMPK peut étre réalisée en utilisant des composés chimiques tels que la
Dorsomorphine/Compound C. Cependant, cette molécule n’est pas exclusivement spécifique
de I’AMPK et inhibe 1’activité de plusieurs autres kinases dans la cellule (Dasgupta and Seibel,
2018). En effet, en I’ayant testé sur les cellules, j’ai remarqué une grande toxicité sans inhibition
de ’AMPK (résultats non montrés). Une stratégie alternative et plus spécifique de I’AMPK
constitue une inhibition de I’expression de la sous-unité alpha de ’AMPK par ARN a
interférence (Hill et al., 2016; Tangeman et al., 2012). Ayant déja travaillé avec des shRNA
dans mon mod¢le et en regard de la forte transductibilité de ces cellules par les AAV, cette
stratégie sera choisie. Toutefois, il est possible que I’inhibition de I’AMPK affecte grandement

la survie du KO, si ce mécanisme constitue la voie principale de maintien du métabolisme dans
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ces cellules. Concernant 1’activation de mTOR, trois activateurs ont pour le moment été testés
sans parvenir a une activation efficace de mTOR dans le mode¢le (résultats non présentés) :
I’insuline, IGF-1 et le MHY1485. En discutant lors de rencontres scientifiques, certains
chercheurs m’ont suggéré que le manque de cellules gliales dans mes cultures rendait
probablement difficile I’activation de mTOR dans les neurones sensitifs ; une piste a explorer.
Toutefois, un essai avec un autre activateur, la leucine, sera envisagé.

Moduler la voie de signalisation de I’AMPK sera ¢galement I’occasion de comprendre
quels sont les autres phénotypes du modeles causés par 1’activation de I’AMPK. En particulier,
il sera intéressant de savoir si I’activation de I’AMPK est a I’origine de 1’augmentation de la
masse mitochondriale que I’on observe chez le KO. Si cette augmentation est perdue lors de
I’inhibition de I’AMPK, cela suggérerait d’une part que I’AMPK en est responsable, et d’autre
part que cette augmentation de masse correspond bien a une activation de la biogénese
mitochondriale plutot qu’a un défaut de dégradation. Lors de ces investigations, des techniques
de quantification des mitochondries plus précises devront étre développées telles que la
quantification des génomes mitochondriaux (mtDNA/gDNA). L’AMPK stimule ¢galement
I’activation de la glycolyse en augmentant notamment 1’import de glucose dans les cellules
(Herzig and Shaw, 2018). L’activation de la glycolyse dans le modele devra d’abord étre
mesurée plus précisément grace a la technologie Seahorse ou en dosant I’activité de la lactate
déshydrogénase (LDH). Il est possible que ’activation de I’AMPK que je détecte dans le
modele soit entierement due aux besoins d’activation de la glycolyse chez le KO. Il est donc
primordial de vérifier également que I’on conserve cette activation dans des conditions de
culture glycolyse-restrictives telles que la culture en milieu galactose strict ou faible glucose.

Cette ¢tude a aussi été 1’occasion de démontrer un degré de réciprocité entre niveaux de
frataxine et taille des cellules. Si ces résultats venaient a étre confirmés, il s’agirait d’une
avancée majeure dans la compréhension du développement de I’AF et en particulier dans la
corrélation génotype/phénotype observée chez les patients. Pour ces raisons, il est nécessaire
de poursuivre les investigations et de les démontrer dans plusieurs systémes. En premier, il est
primordial de vérifier mes observations in vivo, en mesurant la taille des neurones positifs a la
Parvalbumine dans le modele Pvalb-Cre, a des temps inférieurs a ceux présentés dans le
manuscrit. En effet, en lien avec une hypothése développementale dans I’AF, il faut mesurer la
taille de ces cellules avant ou au tout début de I’apparition de 1’ataxie sensitive chez ces souris.
Pour cela je reproduirai I’expérience chez des souris de 5.5 a 7.5 semaines (Piguet et al., 2018).
Afin de poursuivre les études de corrélation entre taille et expression de la frataxine, les résultats

obtenus grace aux vecteurs AAV9-CAG-hFXN-HA devront étre reproduits en utilisant la
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frataxine recombinante TAT-FXN. Comme expliqué dans I’introduction, il s’agit d’une
frataxine synthétique associée a un systéme d’acheminement unique vers les mitochondries
(TAT, Trans-Activator of Transcription) (Vyas et al., 2012). Une version améliorée est
actuellement en essai clinique (phase I) (NCT04176991) sous le nom de CTI-1601. Cette
molécule sera testée dans les cellules du modéle a des concentrations croissantes, et la taille des
soma sera mesurée. Un autre moyen d’aborder cette question, et de prouver son implication
dans le contexte génétique de I’AF, est d’utiliser des cultures de neurones de DRG dérivés de
patients. En effet, ces dernieres années les protocoles de différentiation de cellules IPS de
patients en neurones de DRG se sont améliorés et on commence a voir des modeles pertinents
apparaitre (Dionisi et al., 2020). Dans le cadre d’une collaboration avec Chiara Dionisi,
¢tudiante dans le laboratoire du Prof. Massimo Pandolfo, et responsable du développement de
ce modele, la taille des cellules dans les neurones proprioceptifs issus d’IPS de patients sera
mesurée. Cette moyenne de taille pourra ensuite étre corrélée avec la largeur de 1’expansion
GAA présente dans les différentes lignées de cellules.

Une méthode ultime de vérification de I’hypothése de défaut de taille chez les patients, et
la corrélation avec les niveaux de frataxine serait de pouvoir mesurer la taille des neurones du
DRG tout au long de la vie des patients, par des techniques telles que 1’imagerie a résonnance
magnétique (IRM). Il n’est a I’heure actuelle pas encore possible d’atteindre les niveaux de
résolution nécessaires pour des mesures si fines. En effet seules les données concernant les

DRG en entiers sont mesurables par IRM (revu dans Haberberger et al., 2019).

1.2 Perspectives a plus long terme

Comme discuté dans le manuscrit, un des points faibles de ce modéle est son manque de
spécification des différents types de neurones sensitifs. Plus précisément, je n’ai pas été en
mesure de déterminer la nature exacte des cellules de les cultures. Les cellules sont récupérées
chez ’embryon a un stade du développement post-différentiation des cellules du DRG
(Marmigere and Ernfors, 2007). Cependant, il est trés probable que 1’utilisation d’un facteur
neurotrophique unique, le NGF, sur toute la durée de la culture, perturbe le maintien de ces
sous-types dans le temps. En revanche, la présence de marqueurs de larges neurones tels que
NF200, Pvalb et TrkC suggerent tout de méme que les cellules du modele possédent certaines
caractéristiques propres a celles des larges neurones de DRG. Cependant, ce défaut nous

empéche pour le moment de réaliser des expériences de transcriptomique spécifiques telles que
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du single cell RNA seq, qui nous seraient pourtant essentielles a la compréhension des
mécanismes impliqués dans une sensibilité spécifique des neurones proprioceptifs a la perte de
la frataxine. L une des perspectives a long terme serait donc de mettre au point des conditions
de culture, et notamment la composition du milieu en facteurs neurotrophiques, propices au
maintien de la différentiation des cellules de DRG. Notamment, il sera nécessaire d’utiliser les
facteurs NT3 et BDNF, essentiels au développement des sous-types de neurones sensitifs
(Dionisi et al., 2020; Marmigére and Ernfors, 2007).

L’un des forces de ce modéle est son phénotype marqué et sa reproductibilité. De plus, il
est facilement transductible par les AAV. Ces caractéristiques en font une plateforme idéale
pour valider des cibles génétiques identifiées dans d’autres modé¢les plus physiologiques. En
particulier, un single cell RNA seq a été réalisé dans notre laboratoire (Diana Munoz, ancienne
postdoc du laboratoire) dans le but d’identifier des profils d’expressions spécifiques de chaque
sous-type de neurones de DRG et en particulier dans les neurones proprioceptifs en absence ou
en présence de frataxine. L’un des projets d’une nouvelle doctorante du laboratoire, Deepika
Chellapandi en collaboration avec Marie Paschaki (Maitre de conférence a I’'INMG), sera de
valider les genes identifiés dans cette expérience en inhibant notamment leur expression dans
mon modele par shRNA et observer si les cellules en sont plus ou moins sensibles a la perte de
frataxine.

L’un des aspects marquants de cette étude est la survie des neurones en absence de
frataxine. Malgré un métabolisme fortement diminu€, une production d’énergie fortement
altérée, les neurones parviennent a maintenir un métabolisme suffisant pour survivre. Les
cellules doivent donc passer par des réajustements métaboliques majeurs pour faire face a ce
déficit énergétique. Notamment, les neurones sans frataxine ne semblent pas séveérement
affectés par I’inhibition de la glycolyse en condition de galactose strictes. Méme si certains
réajustements passent probablement par 1’augmentation du pool mitochondrial, il doit exister
des mécanismes compensatoires efficaces et essentiels a leur survie. Méme s’il n’est pour
I’instant pas possible d’entreprendre des expériences de transcriptomique telles que le Single
Cell, il resterait en revanche intéressant de comparer les profils d’expression des cellules en
conditions de divers stress métaboliques, afin d’identifier quels sont les mécanismes
compensatoires qui sont responsables de la survie de ces cellules en absence de frataxine. En
effet, en identifiant ces mécanismes, on pourrait imaginer une stratégie thérapeutique visant a

les favoriser dans les cellules de patients.
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2 Discussion et perspectives, partie « métabolisme de I'acide
lipoique dans |a taille des neurones du modele »

Le but de ce projet était de comprendre les mécanismes responsables de la baisse de taille
observée dans les neurones de DRG en absence de frataxine. La perte de frataxine engendre des
bouleversements métaboliques dans de nombreuses voies. En cause primaire, les enzymes a Fe-
S sont réparties dans des mécanismes touchant toute la cellule. L’activité de I'une de ces
enzymes, LIAS, est a elle seule un point limitant dans le maintien de cinq voies majeures de la
production d’énergie et du métabolisme des acides aminés : dégradation de la glycine, des
acides aminés branchés (BCAA), de la lysine, production de 1’acétyl-CoA et fonctionnement
du Cycle de Krebs. Toutes ces voies nécessitent 'utilisation de ’acide lipoique (LA) pour
fonctionner, et LIAS est une enzyme essentielle au mécanisme de sa biosynthese. La perte
d’activité de LIAS joue donc un rdle majeur dans les déreglements métaboliques associés a
I’AF.

Un défaut de production de LA peut-étre induit par des mutations dans LIAS ou d’autres
enzymes de la voie de biosynthese, et est a I’origine de nombreux syndromes chez 1’humain.
La physiopathologie de ce défaut peut étre soit liée a la perte d’énergie engendrée par les
déficiences d’activités de PDH et a-KGDH, mais aussi a 1’accumulation de métabolites
neurotoxiques issus des défauts de dégradation des acides aminés (Mayr et al., 2014). C’est le
cas notamment de la maladie du sirop d’érable (MSUD, maple syrup urine disease) et de la
hyperglycémie sans cétose (NKH, nonketotic hyperglycinemia), causées par une ¢lévation des
niveaux de leucine et de glycine, respectivement (Baker et al., 2014; Burrage et al., 2014; Harty
et al., 2008; Mayr et al., 2011; Perry et al., 1975; Schadewaldt and Wendel, 1997).

J’ai émis I’hypothése que la déficience de I’enzyme LIAS pourrait jouer un roéle majeur
dans les défauts de tailles observés dans les neurones de DRG déficients en frataxine. J’ai donc
développé un systéme me permettant de contourner la synthése de novo de LA, et donc I’activité
de LIAS, en utilisant la capacité des bactéries a utiliser le LA environnemental, quand le
synthétiser n’est pas possible. Ce systeme est simple car il nécessite I’expression d’une seule
protéine, la Lipoyl Ligase A ou LplA, associée a une supplémentation en LA. Seule une étude
rapporte 1’utilisation de cette protéine dans un systéme non bactérien, ou son expression chez
la levure a rétabli la survie de souches de levures déplétées de 1’octanoyltransferase Lip2
(LIPT2) ou de I’amidotransferase Lip3 (LIPT1). A ma connaissance, aucune étude ne rapporte
I’utilisation de LplA pour complémenter la fonction de LIAS (Lip5 chez la levure) et dans un

mod¢ele mammifére. En combinant LplA a un signal d’adressage mitochondrial (MTS), et en
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I’exprimant dans les neurones de DRG déficient en frataxine, il était en théorie possible de
rétablir le chargement du LA sur les enzymes réceptrices sans avoir besoin de LIAS.

Le premier résultat a été de montrer que LplA associée a un MTS (mtLplA) pouvait étre
importée dans les mitochondries et étre active dans des cellules mammiféres. La détection de
LplA par Western Blot montre deux bandes de tailles correspondantes aux versions matures et
clivées de mtLplA, suggérant un import de LplA dans les mitochondries. Cependant des
techniques de purification de mitochondries par centrifugation différentielle ou
d’immunofluorescence pourrait étre réalisées pour le démontrer. J’ai pu montrer que cette
protéine était active a la fois dans des fibroblastes et des neurones de DRG de souris.
L’expression de LplA a pu restaurer le chargement du LA sur PDH et KGDH. L’activité était
d’autant plus amplifiée quand les cellules étaient supplémentées par des concentrations
croissantes de LA. La spécificité de I’activité¢ de LplA a été démontrée en exprimant le mutant
catalytique LplA-S221P, qui a montré une capacité inférieure a restaurer le chargement de LA.
De maniére intéressante, un traitement unique a 1’acide lipoique a également montré une
capacité, bien que faible, a augmenter le chargement. L’ existence d’un LA Salvage Pathway a
proprement parler chez les mammiféres n’a pas encore été prouvée a ce jour, bien qu’il existe
une enzyme montrant une homologie de 30% avec LplA. Cette enzyme, appelée LIPT1, joue
le role d’amidotransférase et ne catalyse qu’une des deux étapes réalisées par LplA : le transfert
du LA fixé sur ’AMP vers les enzymes de destination. Cependant quelques études rapportent
I’existence d’un Salvage pathway primaire et spécifique de certaines enzymes réceptrices. Les
chercheurs rapportent 1’existence d’un mécanisme faisant intervenir I’enzyme ACSMI1
(lipoate-activating enzyme Ac-CoA synthetase medium-chain family member 1) et LIPT1 afin
de lier le LA exogene de maniere spécifique sur PDH et KGDH (Paredes et al., 2018; Walden
et al., 2008). Cependant, une autre équipe de chercheurs souligne qu’il est peu probable que la
réaction puisse avoir lieu in vivo notamment car ACSMI1 peut seulement utiliser des
stéréoisomeres non naturels de ’acide lipoique, et que cette protéine utilise le GTP plutot que
I’ATP, rendant la formation d’un complexe lipoyl-AMP avec I’enzyme peu probable (Bailey
et al., 2018; Fujiwara et al., 2001). Difficile donc de pouvoir interpréter mes observations a ce
stade. Cependant, un de mes derniers résultats de thése a montré qu’un traitement de LA
montrait une tendance a restaurer une partie des niveaux des enzymes a Fe-S SDH et NDUFS3.
L’explication de ce phénoméne pourrait se trouver dans les propriétés anti-oxydantes de LA.
En effet il est connu que le stress oxydant peut déstabiliser les centres Fe-S (Vernis et al., 2017).
On peut donc supposer que des traitements antioxydants puissent indirectement empécher de

déstabiliser les clusters. L’amélioration du chargement pourrait alors passer a travers la
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restauration partielle de 1’activité de LIAS, da a la stabilisation de son cluster, plutoét que par
liaison du LA supplémenté.

Les résultats de mon étude ont montré que 1’expression de LplA pouvait limiter la perte
de taille des neurones de DRG, seulement lorsqu’elle était associée a une supplémentation en
LA. Notamment, ce traitement était efficace dans le maintien des cellules les plus larges. En
revanche, 1’effet s’estompe dans le temps et 1’écart avec le contrdle se creuse. De maniére tres
intéressante, j’ai pu remarquer que la majorité de cet effet semble étre a attribuer a ’acide
lipoique lui-méme. En effet, le traitement LA seul, ou combiné avec LplA-S221P a montré une
amélioration de la taille significative et proche, bien qu’inférieure, de celle de la LplA. A ce
stade il semble donc probable que I’effet positif observé sur la taille des neurones passe a travers
deux composantes : le traitement LA et I’activité de LplA. L’enjeu était ensuite de comprendre
quelles sont les raisons d’un tel effet. L’acide lipoique est connu pour étre un puissant
antioxydant (Solmonson and DeBerardinis, 2018). En regard des résultats concernant le stress
oxydant dans le mode¢le, 1’idée d’un effet du LA passant par une protection contre le stress
oxydant semble plausible. Je n’ai pas eu I’occasion d’étudier ’effet de LA sur le stress oxydant
général de la cellule, car je me suis concentré sur le stress oxydant mitochondrial lors de ma
thése. Les résultats des expériences ont montré que le traitement LA permettait d’améliorer le
stress chez le KO, mais uniquement a des temps ou I’amélioration de la taille des cellules n’était
plus aussi marquée. En revanche, en combinant avec LplA, le stress semble corrigé
antérieurement et a des niveaux similaires a ceux du controle. Si confirmés (cette expérience
n’a pu étre réalisée qu’une seule fois), les résultats montreraient d une part que le stress oxydant
mitochondrial n’est pas a I’origine du déficit de taille observé dans le modele, et d’autre part
que ce parameétre est partiellement ou entiérement dii aux défauts engendrés par la perte du
métabolisme du LA. Des expériences complémentaires devront étre réalisées afin d’apporter
des réponses a ces hypothéses. D une part, il est nécessaire de mesurer le stress oxydant général
dans les cellules et d’étudier I'impact de I’acide lipoique combiné ou non a LplA sur ce
phénotype. Pour cela, il existe des sondes fluorescentes dédiées telles que le CellROX, que j’ai
eu I’occasion de tester dans le développement du projet de criblage. L utilisation du DHR 123,
une sonde déja utilisée par notre laboratoire (Calmels et al., 2009) pourra également étre
envisagée. Une sélection d’antioxydants, tels que le N-Acétyl-Cystéine, devra également étre
testée dans sa capacité a restaurer la taille des cellules, afin de déterminer si 1’effet observé est
bien li¢ au stress ou a 1’acide lipoique spécifiquement. Il s’agira ensuite d’établir un lien entre

les antioxydants et la croissance des neurones.
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Outre D’effet neuro-protecteur rapportés des antioxydants (Enogieru et al., 2018;
Gugliandolo et al., 2017; Han et al., 2018; Miller et al., 2019), certains d’entre eux sont connus
pour moduler la voie de signalisation de I’AMPK. C’est notamment le cas du resvératrol (Diaz-
Gerevini et al., 2016; Li et al., 2018; Sajish and Schimmel, 2015), un polyphénol du raisin ayant
déja montré un effet bénéfique dans un essai clinique de I’ataxie de Friedreich (Yiuetal., 2015),
ainsi que sur des modeles murins d’autres ataxies (Ghorbani et al., 2018; Wu et al., 2017).
Concernant le LA, les résultats des études ne convergent pas tous vers les mémes observations :
certaines lui associent des propriétés activatrices (Kim et al., 2018; Wang et al., 2017), et
d’autres inhibitrices (Qiu et al., 2018; Zhou and Cheng, 2019). Durant mes travaux de these,
j’ai pu mettre en évidence un lien entre I’activation de ’AMPK et la taille des neurones. En
effet, activer chimiquement I’AMPK permettait de reproduire une perte de taille chez le
controle et augmenter le phénotype des KO. En ayant connaissance de ces données, il est
nécessaire de comprendre si le sauvetage de la taille par I’acide lipoique combiné ou non a LplA
passe par la modulation de I’AMPK. J’ai pu relever que 1I’expression de LplA seule ou associée
au LA permet de diminuer ’activation de I’AMPK observée chez le KO. Ce n’était pas le cas
du traitement LA seul. Ces résultats pourraient conforter 1’hypothése que chacun des
traitements agit de fagon différente, mais doivent faire 1’objet de plus amples investigations.
Notamment, il sera nécessaire d’activer ’AMPK en présence du systéme. Si cette activation
abolit totalement ’effet positif de I’une ou 1’autre des conditions, alors ceci indiquerait la
spécificité de I’AMPK dans le mécanisme de sauvetage de la taille. L’effet du traitement dont
I’action ne passe pas par I’AMPK devrait étre moins affecté par 1’activation de I’AMPK. Une
expérience apparentée a déja été réalisée, en bloquant la voie mTOR grace a la rapamycine.
Dans cette expérience, le traitement a la rapamycine a suffi a complétement abolir 1’effet de
LplA et/ou LA sur la taille des cellules. Cela suggere que la voie mTOR est requise pour 1’action
de sauvetage de la taille. Ces résultats devront étre reproduits et notamment en utilisant d’autres
inhibiteurs de la voie mTOR.

Afin de pouvoir continuer a investiguer ces questions en utilisant le systéme, il me faudra
confirmer que I’activité¢ de LplA permette bien le rétablissement de la fonction des enzymes
utilisant le LA comme cofacteur. Outre la mesure des niveaux de LA sur les protéines PDH et
KGDH, il sera nécessaire de mesurer leurs activités enzymatiques, tout comme celles des autres
enzymes a LA, telles que BCKDH (dégradation des BCAA) ou GCSH (clivage de la glycine).
I1 s’agira également de déterminer si les mécanismes en aval de ces enzymes sont restaurés. En
particulier, une mesure fine des niveaux de I’ensemble des acides aminés pris en charge par ces

enzymes devra étre réalisée par spectrométrie de masse. Une analyse similaire dans les
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cardiomyocytes des souris MCK-Cre a déja été réalisée dans notre équipe, en collaboration
avec la plateforme de spectrométrie du CHRU de Strasbourg (travaux non publiés de Brahim
Belbellaa). Un suivi dans le temps des niveaux des acides aminés devra étre envisagé. En effet,
les mesures de glycine que j’ai effectuées a des temps poussés de culture (30 dpi) n’a pu mettre
en évidence un rétablissement des niveaux de glycine par LplA. Si I’ensemble de ces
expériences permettent de valider 1’activité de LplA sur toutes les voies utilisant du LA, il
faudra ensuite déterminer la concentration d’acide lipoique minimale nécessaire au
fonctionnement de LplA pour induire une amélioration de la taille des cellules. En effet, toutes
mes expériences utilisent du LA a 10 ou 100 pM, des concentrations auxquelles le LA seul
permet d’améliorer la taille. Il me faut isoler I’activité de LplA afin de pouvoir identifier les
voies spécifiquement modulées apres rétablissement du chargement de LA aux enzymes. Pour
cela, un gradient de LA (de 0 a 10 uM) sera utilisé¢ en combinaison avec LplA en mesurant la
taille des cellules.

Afin d’ajouter une autre facon de démontrer un lien entre perte d’activité de LIAS et taille
des cellules, j’ai développé un shRNA dirigé contre LIAS (shLIAS-930) dans le but de
reproduire seulement une des branches de I’ AF, étant la perte d’activité de LIAS. L’expression
du shLIAS-930 a été capable d’inhiber I’expression de LIAS, réduisant fortement 1’activité de
synthése du LA. La mesure de la taille des neurones a révélé un phénotype intermédiaire entre
le contrdle et le KO. Ces résultats en accord avec les précédents, pronent 1’hypothése que les
défauts de taille sont partiellement plutot que totalement liés a 1’activité de LIAS. Cependant,
des expériences complémentaires devront étre réalisées. Par exemple, il serait utile d’utiliser
plusieurs shRNA d’efficacités différentes afin de contrdler plus finement I’expression de LIAS.
Un moyen alternatif et complémentaire serait d’exprimer a plusieurs niveaux un ARN messager
codant pour LIAS et portant des mutations silencieuses empéchant sa dégradation par les
shLIAS.

Le développement du systéeme LplA m’est trés utile dans le cadre de mon projet afin
d’étudier I’impact de ’acide lipoique sur la taille des neurones. Mais il s’agit également d’un
systéme innovant qui peut étre utile a de nombreuses thématiques de la recherche sur I’AF. Son
utilisation permet d’isoler deux grandes parties de I’AF : d’un c6té la perte des Fe-S, d’un autre
la perte spécifique de ’acide lipoique. Il peut donc étre utilisé dans la recherche de nouveaux
mécanismes de la physiopathologie de I’ AF afin de valider de quelle grande sous-partie ils sont
issus. Par exemple Valentine Mosbach, postdoc de notre laboratoire, travaille sur des lignées
de fibroblastes de souris totalement déplétés en frataxine, mais possédant une mutation dans la

protéine échafaud ISCU permettant la survie des cellules tout en montrant des caractéristiques
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moléculaires typiques de I’ AF (résultats non publiés). L hypothése est qu’une activité résiduelle
des Fe-S est suffisamment améliorée par la mutation sur ISCU et permet le fonctionnement des
mécanismes les plus essentiels a la division et survie des cellules. Elle projette d’établir des
lignées de fibroblastes de souris exprimant stablement la LplA afin d’alléger la cellule en besoin
de Fe-S pour la synthése du LA, et observer si la redistribution des clusters au sein de la cellule
en est affectée.

Les résultats trés encourageants concernant la capacité de I’acide lipoique a restaurer la
taille des cellules, et probablement le stress oxydant, mettent en lumiére un potentiel aspect
thérapeutique de cette molécule pour traiter I’AF. L’acide lipoique est déja mis a I’étude pour
sa capacité a améliorer la survie des neurones dans plusieurs neuropathologies. En cause, son
effet neuro-protecteur, antioxydant et sa capacité a passer la barriere hémato-encéphalique, de
par ses propriétés chimiques qui le rendent a la fois hydro- et liposolubles (Packer et al., 1997,
Salehi et al., 2019). Cette caractéristique fait également de lui un antioxydant « universel » car
il peut agir a I’intérieur comme a 1’extérieur des cellules (Salehi et al., 2019). L’utilisation de
I’acide lipoique a par exemple amélioré le phénotype neuro-cognitif de patients atteints de
schizophrénie (Sanders et al., 2017), et amélioré la capacité de marche de malades de la sclérose
en plaques (Loy et al., 2018). Un traitement au LA a également permis d’améliorer la mémoire
et I’apprentissage d’un modele de souris de la maladie d’ Alzheimer (Quinn et al., 2007). Outre
ses capacités de neuro-protection, le LA est connu pour sa capacité a augmenter 1’import de
sucre dans des tissus sensibles a ’insuline mais aussi insulino-résistants (Eason et al., 2002;
Ghibu et al., 2009). Cette propriét¢ en fait un candidat intéressant dans le traitement de
complications du diabete telles que la neuropathie diabétique. Un traitement au LA s’est montré
efficace dans la réduction des symptdmes neuropathiques et le controle des niveaux de
triglycérides dans plusieurs études cliniques (Agathos et al., 2018; Garcia-Alcala et al., 2015;
Sun et al., 2017; Ziegler et al., 2016). L’acide lipoique est également un chélateur de métaux
lourds (Goraca et al., 2011). De plus, une étude montre qu’un traitement au LA augmente
I’expression de la frataxine dans des cultures de neurones de DRG de rat, sans toutefois apporter
de lien mécanistique (Melli et al., 2008).

Pour toutes ces raisons, associées a mes résultats, il est intéressant de se poser la question
quant a un éventuel potentiel thérapeutique du LA chez I’AF. Cependant, certains aspects de la
pharmacocinétique de cette molécule pourraient freiner son utilisation a haute concentrations.
En effet, il a ét¢ montré que I’acide lipoique avait une biodisponibilité réduite a 30% quand
ingéré, de par notamment une dégradation hépatique, une solubilité réduite et une instabilité de

la molécule dans I’estomac (Salehi et al., 2019). Par conséquent, des formulations améliorées
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pouvant augmenter I’absorption du LA sont a 1’étude, et devraient éventuellement permettre
d’améliorer sa biodisponibilité et donc son activité thérapeutique (Salehi et al., 2019). I serait
toutefois intéressant de réaliser une étude préclinique dans le cadre de I’AF, en utilisant par
exemple le modele Pvalb-Cre, qui est celui reproduisant le mieux le développement de I’ataxie
sensitive associée a I’AF. Il serait intéressant de voir si une supplémentation chronique en acide
lipoique serait capable d’améliorer les phénotypes neurologiques tels que 1’ataxie sensitive de

Ces souris.

3 Discussion et perspectives, partie « Autophagie et P62 »

Les investigations sur 1’autophagie dans le modele ont été réalisées dans le but de
répondre a deux observations relevées dans les modeles de I’ AF, pointant ensemble un blocage
du flux autophagique : augmentation des niveaux du récepteur de I’autophagie P62 (ou
SQSTM1) et présence de vacuoles d’autophagies dans les cellules de certains mode¢les, en
particulier dans les DRG des souris Prp-Cre (Simon et al., 2004). Ayant également observé une
augmentation des niveaux de P62 dans le modele, j’ai cherché a mettre en évidence si cette
augmentation était en lien avec un blocage du flux autophagique dans les neurones de DRG en
absence de frataxine. Les résultats des expériences que j’ai réalisées n’ont pas pu mettre en
évidence de blocage important de I’autophagie en relation avec P62. Notamment je n’ai pas pu
relever de vacuoles d’autophagie chez le KO par microscopie électronique, ni mesurer une
accumulation accrue de P62 et LC3-II lors de I’activation de ’autophagie, montrant que le flux
autophagique est correctement géré dans le controle comme dans le KO. Les résultats montrent
cependant une activation générale de I’autophagie dans le KO pouvant étre attribuée a
I’activation de la voie de I’AMPK, caractérisée plus amplement dans le reste de mon projet de
these.

Afin de pouvoir conclure sur I’état du flux autophagique dans le modéle, des expériences
complémentaires sont nécessaires. Notamment, il est primordial de confirmer les résultats
obtenus par les traitements d’activation et/ou inhibition de I’autophagie, en utilisant d’autres
récepteurs de 1’autophagie. Il est possible que P62 ne soit dans ces cellules, pas le récepteur
principalement utilisé¢ dans le marquage des cargos destinés a I’autophagosome. Il s’agira donc
de reproduire ces expériences en marquant les cellules aux autres marqueurs tels que OPTN,

NBRI1 ou NIX. Les traitements d’activation n’ont dans I’ensemble pas montré une activation
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trés accrue de 1’autophagie. Il serait intéressant d’essayer d’autres molécules ainsi que de
réaliser une cinétique plus précise des étapes suivant le traitement. L’autophagie étant un
mécanisme dynamique, il est possible que les temps choisis pour mes expériences ne permettent
pas de mettre en lumiére des dérégulations fines de 1’autophagie dans le modéle. Les résultats
obtenus devront ¢galement faire 1’objet de quantifications fines.

J’ai pu mettre en évidence une translocation nucléaire et tardive de P62 dans la majorité
des cellules KO, sans toutefois pouvoir relever de mécanisme généralisé sur cette observation
dans la littérature. Des inclusions intranucléaires ont cependant été relevées dans le cervelet et
I’hippocampe de patients atteints de maladies neurodégénératives telles que la sclérose latérale
amyotrophique (SLA) et la dégénérescence lobaire frontotemporale (DLFT) liées a COORF72
(Al-Sarraj et al., 2011). La translocation de P62 dans le modele semble concerner les neurones
les plus affectés, et pourrait simplement résulter d’un artéfact de marquage di a une résorption
des noyaux.

L’expression de P62 est augmentée dans le modele ¢galement au niveau transcriptionnel,
évoquant une augmentation des niveaux de P62 associée au stress plutdt qu’a un blocage de
I’autophagie. En effet, ’expression de P62 est contrdlée par divers facteurs de transcription
dont I’expression des cibles sont également augmentées dans le modéle : NRF2 et ATF4
(Sanchez-Martin et al., 2019). NRF2 régule I’expression de genes de la réponse cellulaire au
stress oxydant tels que la superoxide dismutase-2 (SOD2), la catalase (CAT), glutathione
réductase (GR) et héme oxygénase-1 (HMOX-1) (Nguyen et al., 2009). Certaines de ces cibles
sont augmentées dans le modéle aux niveaux transcriptionnels (HMOX-1) et traductionnels
(SOD2, Catalase, GR), démontrant une activation de NRF2. ATF4 un facteur de transcription
activé en conditions de manque en nutriments et dans la réponse aux protéines mal repliées ou
UPR. Certaines cibles de ATF4 sont ¢galement activées dans le modeles aux niveaux
transcriptionnels (CHOP, PSAT1, MTHFD2, ASNS) et traductionnel (PSAT1), montrant une
activation de ATF4. Ces observations suggerent fortement que l’expression de P62 est
augmentée par des mécanismes similaires a I’ensemble de ces geénes. Cependant, des
expériences pourraient venir confirmer ce postulat. Par exemple, il est possible de réaliser une
immuno-précipitation de la chromatine associée a8 NRF2 ou ATF4 et mesurer les niveaux des
séquences de P62 retrouvées associées dans le contrdle et le KO.

Les résultats de la caractérisation du modele montrent une augmentation de la masse
mitochondriale de maniere générale. Il n’est pas clair a ce jour s’il s’agit d’une augmentation
de la masse mitochondriale active, ou d’un défaut d’élimination des mitochondries, et donc un

défaut du mécanisme de mitophagie. Les données de microscopie électronique apportent
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quelques indices : la taille des mitochondries est largement augmentée dans le KO, sans
toutefois relever de mitochondries entourées de double membrane synonyme d’un adressage a
I’autophagosome. S’agit-il d’un défaut de recrutement et de formation de I’autophagosome ?
S’agit-il d’un défaut de fission des mitochondries ? Ou la masse des mitochondries est-elle
augmentée afin de subvenir aux besoin énergétiques de la cellule ? L’ensemble de ces questions
devra étre traité dans la suite du projet. La question de 1’autophagie spécifique des
mitochondries, ou mitophagie, est une question qui initialement devait étre traitée dans mon
projet. Mais j’ai choisi de me concentrer sur d’autres mécanismes affectés dans le modele tels
que les défauts de taille des neurones KO, ce pourquoi je n’ai pas poursuivi 1’étude de la
mitophagie. Les données initiales montraient une augmentation des niveaux de PINKI1, une
kinase mitochondriale dont I’accumulation constitue une des premiéres étapes de 1’initiation de
la mitophagie par PINK1/Parkin (Grenier et al., 2013). Cependant, je n’ai pas €ét¢ en mesure de
reproduire ces résultats, en cause probablement le caractéere dynamique de ce mécanisme.
L’utilisation de traitements induisant la mitophagie est alors préconisée afin de mettre en
lumicre des blocages tels qu’ils ont été réalisés dans mon modele pour étudier I’autophagie dans
son ensemble. Je propose d’étudier le blocage de la mitophagie dans le mode¢le en utilisant une
sonde fluorescente dont la couleur change en fonction du pH (Mitophagy Detection Kit, MDO1,
Dojindo). Cette sonde permet de quantifier la part des mitochondries « libres » et les
mitochondries adressées a dégradation, au sein des lysosomes, ou le pH est plus acide et permet
la conversion de la longueur d’émission de la sonde. Une part augmentée de signal lysosomique
dans le KO indiquerait soit un blocage de la mitophagie, soit une activation de la mitophagie
au-dela de la capacité¢ du flux mitophagique des cellules. Activer la mitophagie grace par
exemple a un agent découplant tel que le FCCP, devrait permettre de trancher : si I’activation
n’augmente pas le nombre de mitochondries lysosomales, alors le flux n’est pas saturé et peut
augmenter son taux de dégradation. En revanche en cas de saturation du systéme, ou blocage,

’activation de la mitophagie devrait induire une accumulation de mitochondries lysosomales.
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4 Discussion et perspectives, partie « Développement d’une
approche de criblage pharmacologique »

La derniére partie de mon projet de these a été de mettre au point une stratégie de criblage
de molécules pharmacologiques sur le modéle de neurones de DRG déficients en frataxine.
Développer une approche de criblage n’est pas compatible avec tous les types de systémes.
Bien souvent, I’approche in vitro est préférée car hautement reproductible et miniaturisable.
Cette approche peut s’adapter a des criblages de trés haut débit et est la plus utilisée par les
industries pharmaceutiques. En seconde position, on retrouve les lignées de cellules
immortalisées : faciles a cultiver et disponibles en quantités illimitées, elles offrent également
la possibilité de réaliser des criblages de haut débit. Enfin, des systémes plus complexes tels
que les cultures primaires ou les petits organismes (drosophile, poisson zébre) peuvent servir a
faire des criblages de petit & moyen débit lorsqu’ils offrent une reproductibilité suffisante et
qu’un essai compatible avec I’automatisation peut étre développé. En constatant le phénotype
marqué du modele de neurones de DRG, j’ai imaginé développer une stratégie pour pouvoir y
cribler des molécules thérapeutiques. Cela avait plusieurs intérét puisqu’une telle stratégie n’a
jamais, a ma connaissance, ¢t¢ développée pour I’AF, et que la communauté scientifique
manque d’un systéme adéquat, sur le type cellulaire primairement affecté dans I’AF, et offrant
la possibilité de tester des molécules ayant une activé remplagant celle de la frataxine. En effet,
les cellules du modele montrent une forte résistance a la déplétion totale de frataxine, et jusqu’a
maintenant, le seul moyen de tester un remplacement de la frataxine dans un systéme cellulaire

était de prendre comme readout le maintien de la division cellulaire apres délétion de FXN.

4.1 Développement initial

4.1.1 Protocole de culture

Les étapes de développement du criblage ont été réalisés en étroite collaboration avec la
plateforme de criblage de 'IGBMC, et en particulier avec Amélie Weiss, ingénieure de la
plateforme. Le premier enjeu a été de mettre au point des conditions pour maintenir les neurones
du modéle en culture dans des plaques compatibles avec le criblage. Non seulement les
neurones doivent pouvoir s’attacher correctement au fond des puits, étre répartis de manicre

uniforme mais également rester stables tout au long de la culture. Dans le cas de ce modele, la
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culture doit pouvoir perdurer pendant 3 a 4 semaines afin de laisser le phénotype se développer
jusqu’a ’acquisition. Je suis parvenu a mettre au point un protocole de culture adéquat en
ajustant plusieurs parameétres tels que le revétement des puits, la technique de « seeding » et la
densité des cellules. Dans mon cas, la densité nécessaire s’est révélée assez faible : 7500
cellules « seedées » pour 200 a 300 neurones finaux apres 21 jours de culture, ce qui a été la
raison principale de mon choix de travailler avec des plaques 96 puits. En effet, en 384 puits le
nombre final de neurones, inférieur a 50, n’est pas suffisant pour atteindre une puissance
statistique satisfaisante. Cette faible densité apporte toutefois I’avantage de pouvoir réduire le
nombre d’animaux utilisés pour le criblage, ce qui est en général une des limitations des cultures

primaires.

4.1.2 Développement des essais

Apres avoir mis au point le protocole de culture, s’en est suivi le développement d’un
essai automatisé par imagerie. Parmi les phénotypes les plus marqués de mon mod¢le, quatre
¢taient compatibles avec de I’imagerie a haut contenu : la taille, le stress oxydant, I’activité
mitochondriale et le fer mitochondrial. En choisissant un marquage avec des sondes
fluorescentes, j’avais la possibilité¢ de mesurer un phénotype du modele par un protocole simple
et peu coliteux, en comparaison avec des expériences d’immunofluorescence. Si des sondes
avaient des spectres d’émission non chevauchants, il était possible de combiner la mesure de
plusieurs phénotypes. Des quatre, seules trois montraient une différence de dynamique
suffisamment marquée entre le controle et le KO, ce pourquoi la mesure du fer mitochondrial
comme readout primaire a €té écartée. Trois essais ont donc été développés : mesure de la taille,
de I’activité mitochondriale par TMRM et du stress oxydant mitochondrial par MitoSOX. En
paralléle, I’ajout d’un marqueur mitochondrial vert et indépendant de [Dactivité des
mitochondries est utilis¢ pour la normalisation par la masse mitochondriale. Plusieurs
parametres ont été optimisés afin d’obtenir un essai assez reproductible et observant les
meilleures dynamiques entre contrdle et KO : concentration des sondes, temps de marquage,
age des cellules au moment du marquage. Les phénotypes étant assez marqués dans le modele,
nous avons principalement di travailler sur la reproductibilit¢ de 1’essai, notamment en
automatisant le protocole. Il s’agissait d’augmenter au maximum le nombre de taches effectuées
par le robot de la plateforme, afin de réduire la variabilit¢ induite par le manipulateur.
Quasiment toutes les tiches ont pu étre effectuées par la machine outre la dissection et le
seeding des plaques. Les coatings, incubation des cellules, infections, changement des milieux,

marquages et lectures des plaques sont entierement réalisés par la machine. Cela nous a permis
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d’atteindre une reproductibilité suffisante pour obtenir les indices de confiances Z’ requis.
Ayant validé 'utilisation a la fois du TMRM et du MitoSOX, nous avons finalement décidé

d’écarter I'utilisation du TMRM qui nécessite une lecture sur cellules vivantes.

4.2 Difficultés

Alors que le développement initial du projet s’est dans 1’ensemble bien déroulé, nous
nous sommes ensuite heurtés a de nombreuses difficultés qui ont remis plusieurs fois en
question le projet, notamment a cause de pilotes échoués. Trois pilotes, trois échecs pour trois
raisons distinctes. Sur le premier pilote nous avons été victimes de contaminations, et nous
avons réalisé que notre fagon de compter les cellules au seeding n’était pas assez précise. Sur
le deuxiéme, le lot défectueux de facteurs de croissance. Sur le troisieme pilote, c’est une
combinaison de différents facteurs, avec notamment coupures de courant des incubateurs de la
plateforme et erreurs dans la préparation des solutions de drogues. Autant de raisons qui nous
ont forcé a nous adapter, a identifier I’origine des problémes et les corriger. Je n’ai donc pas été
en mesure de finalement valider I’utilisation de la stratégie de criblage avant la fin de la thése.
Mais ces échecs ont notamment permis d’identifier des problémes qui nous étaient encore
inconnus, et qu’il était nécessaire de savoir contourner pour pouvoir poursuivre avec plus de
confiance. Cela nous a aussi prouvé la difficulté de travailler avec des cellules aussi complexes
sur ce type d’expériences. En cause primaire la durée des cultures. Chaque expérience dure pres
d’un mois. Pourtant chaque semaine des cellules sont disponibles et doivent servir a lancer des
nouvelles cultures sans avoir eu les résultats des expériences lancées la semaine précédente, ce
qui complique beaucoup la tache. Ensuite, il existe une variabilité naturelle entre les dissections
qu’il nous est impossible de contrdle et que I’on doit prendre en compte dans notre stratégie.
Par exemple, d’une expérience a une autre, on peut avoir des variations dans les valeurs
absolues d’aire ou de stress oxydant. Cependant, les ratios entre contrdle et KO sont toujours
respectés. Afin de pouvoir constamment corriger cette variabilité, un groupe de contrdles et de
KO sont présent sur chaque plaque de culture, nous permettant de systématiquement normaliser

les mesures.

4.3 Perspectives directes

Malgré les difficultés que nous avons rencontrées, et pour avoir généré une grande

quantité de plaques tout au long de ma theése, notamment dans la caractérisation du modele, je
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suis convaincu que le systéme fonctionne et qu’il ne s’agit que de corriger les derniéres erreurs
pour enfin étre préts a démarrer. Il faudra dés que possible relancer un pilote, afin d’amener la
preuve de la faisabilité du criblage, et choisir la concentration des drogues. Afin de gagner du
temps, le pilote se fera sur une plaque de drogues issue de la banque finale du criblage, dans
laquelle I’'une des drogues, s’étant révélée particulicrement toxique lors des derniers pilotes,
sera remplacée par 100 uM d’acide lipoique, qui génére un effet positif déja caractérisé. Cela
nous servira de contrdle positif. Une fois ce pilote réalisé, il s’agira de démarrer le criblage de
la banque enticre. Il s’agit d’une collection de 1443 molécules approuvées par la FDA et
distribuée par Selleckchem. Nous avons choisi cette banque car elle est déja disponible a
I’IGBMC et nous servira de banque « preuve de concept ». En placant 54 drogues par plaque,
il nous faut compter au minimum 27 plaques « mére » soit 81 plaques au total en comptant 3
réplicats. En théorie, nous avons besoin d’une dizaine de souris gestantes au minimum pour
deux mois de manipulation. En fonction du retard pris, il faudra certainement rallonger ce délai
de quelques semaines voire quelques mois.

Apres le criblage, devra étre réalisée la validation des composés ayant été sélectionnés
pour leur effet positif sur la taille ou le stress oxydant. Les validations seront réalisées a 4
concentrations qui restent a déterminer. La validation primaire comprendra une seconde mesure
de la taille et du stress oxydant, suivie de la mesure de I’activité¢ mitochondriale par TMRM.
Les drogues passant cette seconde validation seront évaluées sur leur activité concernant la
biosynthese des Fe-S (Western Blot et activité SDH), le métabolisme du fer (RPA) et I’activité

des mitochondries mesurée par Seahorse.

4.4 Perspectives a long terme

Dans la mesure ou le criblage serait un succes, j’ai pour souhait que la technique puisse
étre accessible aux compagnies pharmaceutiques désirant cribler dans des cellules de DRG des
petites a moyennes banques de molécules pré-sélectionnées sur leur potentielle capacité a
bypasser la frataxine. Le systéme développé pourrait également avoir des applications pour la
recherche fondamentale sur I’AF. La possibilité de pouvoir cultiver des cellules sans frataxine
dans un systeme reproductible est un outil qui peut se révéler fondamental dans la mise en place
d’un criblage génétique de I’AF dans les neurones de DRG. Notamment, la haute capacité de
transduction des neurones de DRG par les AAV rend possible une inactivation d’une grande
quantité de genes par shRNA ou CRISPR/Cas9, afin d’identifier de nouvelles cibles génétiques
impliquées dans I’AF.
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Outre des applications a I’AF, les conditions de culture que j’ai mises en place pourraient
étre appliquées a la mise en place de criblage pour d’autre neuropathies périphériques. C’est le
cas par exemple des neuropathies diabétiques. Ces neuropathies affectent environ 60% des
patients diabétiques et sont majoritairement caractérisées par des polyneuropathies sensitives
(Leinninger et al., 2006). Elles représentent les complications tardives les plus communes des
patients atteints du diabéte de type I : prés de la totalité des patients en développent (Vinik et
al., 1992). Les neuropathies sensitives sont également les complications neurologiques les plus
communes associées a une infection au virus de I'immunodéficience humaine (VIH), affectant
un tiers des patients (Estanislao et al., 2004). Elles peuvent étre le résultat secondaire de
I’infection au VIH, tout comme étre causées par ’utilisation d’agent antirétroviraux, en
particulier les inhibiteurs de reverse transcriptase (Dalakas, 2001). D’autres manifestations de
neuropathies périphériques peuvent étre causées par des agents utilisés en chimiothérapie, tels
que le taxol et le cisplatine (Chaudhry et al., 1994). Elles se caractérisent principalement par la
dégénérescence axonale des fibres sensitive distantes ou sensorimotrices (Peltier and Russell,
2002). L’ensemble de ces manifestations cliniques touchent les neurones sensitifs, ce pourquoi
I’utilisation de techniques de criblage sur ce type cellulaire pourrait étre utile dans la découverte

de molécules d’intérét thérapeutique.
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5 Conclusion générale

En arrivant au laboratoire du Dr. Héléne Puccio en septembre 2015, 1’équipe venait tout
juste de mettre au point le protocole de culture des neurones de DRG, et optimisé les conditions
de transduction par les AAV9-CreGFP, afin d’obtenir une délétion efficace du gene de la
frataxine. Mon projet initial était de caractériser le modele en regardant les phénotypes typiques
de ’AF tout en développant la culture de ces cellules dans des puces microfluidiques afin de
mesurer le transport des mitochondries dans les axones. L hypothése était que les neurones
proprioceptifs étant parmi les plus longs du corps, un défaut de transport des mitochondries
associé a une forte réduction de leur activité pourrait expliquer la sensibilité spécifique de ces
cellules a la perte de frataxine. Nous avons mis au point ces conditions de culture avec Alain
Martelli, alors postdoc dans 1’équipe, mais il était impossible de les maintenir plus de 10 jours
sur les puces. A cet age, aucune différence entre contrdle et KO ne pouvait étre relevée. J’ai
compris plus tard que les cellules ne montrent encore aucun phénotype a 10 jours de culture.
Abandonnant I’idée de poursuivre les cultures sur puce microfluidique, j’ai démarré ma these,
en septembre 2016, avec pour objectif d’identifier les mécanismes spécifiques de la
dégénérescence des neurones proprioceptifs en absence de frataxine. Quatre ans plus tard cet
objectif n’est pas atteint, mais j’ai eu I’occasion de mettre en lumiére de nombreuses autres
caractéristiques de ces cellules. J’ai notamment pu démontrer que les neurones sensitifs de DRG
développent toutes les caractéristiques typiques de la physiopathologie de cellules totalement
déplétées en frataxine : perte des Fe-S, augmentation du fer mitochondrial et baisse de I’activité
des mitochondries. De plus j’ai identifi¢ de nouvelles caractéristiques telles qu’un stress
oxydant mitochondrial marqué et progressive, une augmentation de la masse mitochondriale et
une taille du soma réduite, le tout étant probablement li¢ a I’activation de I’AMPK, et dépendant
de I’expression de la frataxine. De plus, j’ai pu démontrer que ces cellules montrent une forte
résistance a la perte totale de frataxine, un résultat apportant beaucoup d’espoir quant au
développement d’approches thérapeutiques, et la possibilité d’un jour pouvoir peut étre inverser
une part de la progression des symptomes chez les patients.

Tout au long de ma these j’ai eu la chance de pouvoir réaliser de nombreuses expériences
différentes, parfois m’écartant trop de la question centrale du projet, et donc au dépens de
I’avancée générale du projet. Cependant, cette diversité m’a permis d’acquérir beaucoup
d’expérience et dans divers domaines. J’ai eu la chance de pouvoir voir se réaliser un projet qui
me tenait a cceur depuis le début de ma these : le développement d’un criblage de molécules

thérapeutiques sur le modg¢le.
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Développement et caractérisation d'un nouveau modele de neurones sensitifs
de I'ataxie de Friedreich : étude de la neurophysiopathologie et mise en place
d’un criblage pharmacologique

Résumé

L'ataxie de Friedreich (AF) est une maladie neurodégénérative rare autosomique récessive
provoquant une ataxie spinocérébelleuse et sensitive associée a une cardiomyopathie. Les neurones
sensitifs proprioceptifs des ganglions dorsaux rachidiens (DRG) sont primairement affectés. En cause,
une mutation du gene FXN provoquant la sous-production de la frataxine (FXN), une protéine
mitochondriale essentielle a la production des centres fer-soufre (Fe-S), cofacteurs essentiels pour la
cellule. Afin d'étudier la neurophysiopathologie de I’AF, un modele de culture primaire de neurones
sensitifs déficient en FXN a été développé. Le travail de these a permis de caractériser le modele et
identifier de nouvelles voies affectées dans ces cellules en absence de FXN. Résumant I'ensemble des
phénotypes biochimiques connus de I'AF, les neurones sensitifs déficients en FXN montrent un défaut
de croissance lié a I'activation de la voie de '’AMPK et dépendant de |'expression de FXN. Le travail de
thése a également servi a développer une stratégie de criblage de molécules pharmacologiques, qui

permettra d'identifier des composés permettant de remplacer la FXN dans les cellules.

Mots clés : Ataxie de Friedreich, neurophysiopathologie, neurones sensitifs, Modéle, DRG,

Frataxine, Fe-S, Mitochondries, AMPK, Criblage, Thérapies

Résumé en anglais

Friedreich’s Ataxia (FA) is a rare neurodegenerative autosomal recessive disorder characterized
by a spinocerebellar and sensory ataxia associated to a cardiomyopathy. Sensory proprioceptive
neurons of the dorsal root ganglia (DRG) are primarily affected. The disease results from a mutation
of the FXN gene, inducing a decreased expression of the frataxin (FXN), a mitochondrial protein
essential for the synthesis of iron-sulfur (Fe-S) clusters, cofactors involved throughout the cell. In
order to investigate FA neuropathophysiology, a model of primary cultures of sensory neurons
deficient in FXN was developed. The PhD thesis allowed the characterization of the model and
identification of new pathways involved in this cells in the absence of FXN. Recapitulating all the
biochemical features associated to FA, frataxin-depleted neurons showed a growth defect linked to
the activation of AMPK and depending on FXN expression. The PhD work also permitted the

development of a pharmaceutical compound screening strategy, that will be used in the search for

molecules replacing FXN function in these cells.




