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Avant-Propos

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative
grave, caractérisée par la dégénérescence des motoneurones. Les agrégats de la protéine
TDP-43 sont fréquemment observés dans la SLA et jouent un rdle central dans la
pathologie de la maladie. TDP-43 est une protéine essentielle qui régule divers processus
liés au métabolisme de I'ARN dans les cellules. Dans les régions cérébrales affectées des
patients atteints de SLA, TDP-43 subit des changements progressifs, notamment une
déplétion nucléaire, une mauvaise localisation dans le cytoplasme, une mauvaise
conformation, des modifications post-traductionnelles (MPT), une autoassociation
aberrante (LLPS), et I'assemblage en especes pathologiques distinctes avant de former
des inclusions. On pensait auparavant que |I'accumulation de TDP-43 dans le cytoplasme
était le principal facteur de toxicité neuronale et de dysfonctionnement. Cependant, il a
été observé que la perte de TDP-43 normal dans le noyau pouvait également contribuer
a la neurodégénérescence, méme en l'absence d'inclusions de TDP-43 dans le
cytoplasme.

Parmi les MPT pathologiques associées a la SLA, on retrouve la phosphorylation
de certains résidus sérines C-terminaux de la protéine TDP-43, en particulier les sérines
S409/410, qui constitue une signature significative de la maladie. Cette MPT serait
associée a une mauvaise localisation de TDP-43 dans le cytoplasme et a son agrégation
toxique dans les neurones. En revanche, les mécanismes précis a l'origine de ces
modifications et de I'agrégation de TDP-43 demeurent peu clairs.

Ainsi, mon projet de these a pour objectif d'élucider les mécanismes sous-jacents
a l'autoassociation de TDP-43 (LLPS) et a I'agrégation pathologique en relation avec sa
phosphorylation, en vue d'identifier des inhibiteurs de kinases et de phosphatases
pouvant moduler les autoassemblages cytoplasmiques de TDP-43. Pour cela, jai
développé une nouvelle approche in cellulo automatisée pour quantifier les
autoassemblages de TDP-43 dépendants de la phosphorylation de son domaine C-

terminal. Cette méthode, basée sur I'imagerie a haute résolution et le Microtubule Bench
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(MTbench), s'est avérée sensible pour détecter les altérations dans la miscibilité de TDP-
43 en fonction de son état de phosphorylation. Le résultat principal de mon projet de
these est que [I'hypo-phosphorylation C-terminale de TDP-43 augmente
I'autoassemblage de TDP-43 dans le cytoplasme ce qui antagonise son import nucléaire
et conduit a sa déplétion dans le noyau.

Dans un premier chapitre, nous aborderons la maladie en commencant par décrire
le spectre clinique de la SLA et les mécanismes physiopathologiques associés. Dans un
deuxieme chapitre, nous procéderons a la caractérisation de TDP-43. Nous examinerons
a la fois la structure et les fonctions biologiques de la protéine en approfondissant les
processus physiopathologiques dans lesquels elle est impliquée. Le troisieme chapitre
sera consacré a l'autoassociation de TDP-43 (LLPS). Enfin, nous passerons en revue le
role de la phosphorylation de TDP-43 dans la SLA. Dans un deuxieme chapitre, nous
décrirons les objectifs de ce travail de these, et présenterons les principaux résultats
obtenus.

En conclusion, cette these apporte une contribution significative a la
compréhension des mécanismes sous-jacents a la pathologie de la SLA, en se
concentrant sur le rOle central de la protéine TDP-43 et de sa phosphorylation. Les
résultats mettent en évidence I'importance de la phosphorylation du domaine C-terminal
de TDP-43 dans la régulation de son autoassemblage et de sa localisation subcellulaire.
De plus, l'identification d'inhibiteurs de kinases et de phosphatases qui modulent
spécifiquement I'autoassemblage de TDP-43 ouvre la voie a de nouvelles approches
thérapeutiques pour la SLA. Ces inhibiteurs ou d'autres composés pourraient
potentiellement étre utilisés pour réduire I'agrégation pathologique de TDP-43 dans le
cytoplasme et favoriser sa relocalisation nucléaire. Ainsi, ces résultats ouvrent de
nouvelles perspectives pour le développement de thérapies visant a restaurer la
localisation nucléaire de TDP-43 et a atténuer les manifestations pathologiques

associées a son agrégation cytoplasmique.
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Introduction

Chapitre |- La sclérose latérale amyotrophique (SLA)
1.1.1 Définition

La SLA a été décrite pour la premiere fois en 1869 par le neurologue francgais Jean-
Martin Charcot. Ce dernier a inventé en 1874 la désignation SLA qui provient des
anomalies qui ont été observées a l'ceil nu (« amyotrophique ») ou a I'échelle
microscopique (« sclérose » et « latérale ») en utilisant la méthode anatomo-clinique
gu'il a mise au point (Kumar et al., 2011). Cette méthode combine des observations
longitudinales effectuées tout au long de la vie d'un patient et une analyse post-mortem
du cerveau et de la moelle épiniere (Figure 1). Le terme « amyotrophique » fait référence
a I'atrophie musculaire et a la faiblesse qui en résulte, et les termes « sclérose latérale »
désignent le durcissement des tissus dans la partie latérale de la moelle épiniere et qui
s'accompagne d'une gliose (Figure 1a, 1c) (Brown et Cleveland, 2016). Charcot définit
ainsi la SLA comme une maladie neurodégénérative hétérogene se caractérisant par la
perte progressive des motoneurones supérieurs (UMN) et inférieurs (LMN) du cerveau
et de la moelle épiniére avec une multitude de dysfonctionnements moteurs (Charcot et
Joffroy A. 1869). Les statistiques montrent que la moitié des personnes malades
décédent au bout de trois ans aprés le diagnostic, 1/4 décédent aprés cing ans et 1/10°™m¢
décedent au bout de dix ans ou plus apres le diagnostic (Alcaz et al., 1997). La maladie
de Charcot est également connue sous le nom de maladie de Lou Gehrig. Lou Gehrig
était un célebre joueur de baseball américain qui a été diagnostiqué avec la SLA et en
est décédé en 1941. Son combat contre la maladie a attiré une attention considérable et
a contribué a sensibiliser le public a cette affection. Tandis que la SLA est principalement
une maladie sporadique, des documents antérieurs a la découverte de Charcot datant
de 1880 révelent I'existence d'une forme de SLA héréditaire a transmission dominante.
Un siecle plus tard, les premiers genes associés a la SLA familiale (SLAf) ont été

découverts dont le premier fut SOD1 (Superoxide dismutase 1).
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Figure 1- Les prémices de la SLA spinale.

a. Coupe transversale de la moelle épiniére dans la région cervicale supérieure d'une patiente de JM
Charcot, prénommée Catherine A. Dans le carré rouge, on voit les rares débris cellulaires dans les cornes
antérieures. Dans le carré jaune, on apercoit une sclérose des colonnes latérales déterminée par I'atrophie
d'un grand nombre d'axones. Adapté de : Paris, Masson et Cie, 1914, Héliogravure Amand-Durand. b.
Schéma d'un neurone moteur malade a gauche et sain a droite. On voit a gauche une réduction du nombre
de motoneurones dans la corne antérieure. Adapté de : Byrom Bramwell, Atlas of Clinical Medicine, 1892-
1896. c. Schémas représentant une sclérose symétrique de la partie postérieure des colonnes latérales
dans la région dorsale. Adapté de : R Baloh.

1.1.2 Spectre clinique de la SLA
1.1.2.1 Epidémiologie

Appartenant aux groupes des maladies rares, la SLA est pourtant |'affection la plus
fréquente des maladies des motoneurones. Selon les différentes études réalisées,
I'incidence de la SLA est d'environ 2 a 3 cas pour 100 000 individus par an et la prévalence
de la maladie est d’environ 6 pour 100 000 personnes (Longinetti et al., 2019). La SLA
touche généralement les adultes agés de 40 a 70 ans, mais peut également affecter des
personnes plus jeunes. Les hommes sont légerement plus susceptibles de développer la

SLA que les femmes (Longinetti et al, 2019). Les facteurs de risque pour la SLA
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comprennent les antécédents familiaux de la maladie, ce qui suggere une prédisposition
génétique, ainsi que I'exposition a des produits chimiques et des toxines
environnementales. Cependant, dans la plupart des cas, la cause sous-jacente de la SLA

est inconnue (Kiernan et al,, 2011 ; Longinetti et al., 2019).

|| Europe & ||
USA ;
20% Serbia ' J
34% apan
. 2o Ir-a.n Mgll?ilgg d . 10% Year
Libya 112%  46% Tajwan B 2015
des 28% M 2040
Uruguay
29% New Zealand
47%

Figure 2- Augmentation attendue du nombre de cas de SLA entre 2015 et 2040.
En bleu sont représentés les pays étudiés, en bleu roi est représenté I'accroissement de la prévalence en
2015 et en bleu marine celle de 2040. Le pourcentage d’augmentation du nombre de cas au cours de cette
période est indiqué sous le nom du pays. D apreés: Arthur, Karissa C et al. “Projected increase in amyotrophic
lateral sclerosis from 2015 to 2040.”Nature communicationsvol. 7 12408. 11 Aug. 2016,
doi:10.1038/ncomms12408.

Une étude parue dans le journal Nature Communications a analysé l'incidence de
la SLA dans 10 pays et régions ce qui a permis aux auteurs de prédire une augmentation
significative d’environ 32% entre 2015 et 2040 (Figure 2). Ce nombre élevé est attribué
au vieillissement de la population dans les années a venir en plus de I'accroissement de
la population. Cette tendance est similaire a celle prévue pour la maladie de Parkinson,
ou le nombre de personnes atteintes doublera entre 2005 et 2030 (Karissa et al., 2016).
On notera aussi un accroissement grandissant du nombre de patients atteints de ces

deux maladies neurodégénératives dans les pays en développement.

1.1.2.2 Hétérogénéité des phénotypes cliniques

On distingue principalement deux formes de la maladie : la forme sporadique ou
la forme familiale. La forme sporadique représente la majorité des cas de SLA (environ
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90%) et survient de maniere aléatoire (environnementaux et/ou génétique). Les formes
familiales représentent environ 10% des cas de SLA et sont dues a une mutation dans un
gene, dont le gene TARDBP (Transactive response DNA binding protein) (Ma et al., 2017).
Il existe également une grande hétérogénéité clinique de la maladie ce qui peut rendre
le diagnostic difficile, avec des présentations cliniques tres différentes. En effet, les
patients peuvent présenter des symptomes tres différents les uns des autres, notamment
en ce qui concerne la distribution et la sévérité des symptomes moteurs et non-moteurs.
De plus, la maladie peut évoluer de maniere tres différente d'un patient a I'autre, avec
une durée de survie allant de quelques mois a plus de 10 ans dans de rares cas (Alcaz et
al., 1997). La SLA peut étre classée en différents sous-types en fonction des symptomes
et des signes cliniques : bulbaire et spinale. En cas de forme bulbaire, la zone de la
bouche est atteinte en premier lieu. Cela provoque des troubles d'articulation et de
déglutition. Dans le deuxieme cas, la forme spinale, ce sont des muscles des membres
qui sont prioritairement touchés. Les symptomes se caractérisent alors par une faiblesse
d'un membre. lls s'étendent par la suite aux autres membres. (Chio et al., 2008). Suivent
ensuite des phénomenes de spasticité, une atrophie musculaire, des difficultés a respirer,
une perte de poids, des troubles du comportement... Une étude a montré que les
patients atteints de la forme bulbaire ont un age plus avancé et une survie plus courte
gue ceux atteints de la forme spinale (Westeneng et al., 2018). A terme, I'insuffisance
respiratoire devient tres sévere et représente un des principaux facteurs de mortalité de
la maladie (Chio et al., 2008). La SLA peut également étre classée selon son age
d'apparition. Les formes juvéniles, qui apparaissent avant I'age de 25 ans, représentent
environ 5% des cas, tandis que la forme tardive, qui apparait apres I'age de 65 ans,
représente environ 10% des cas (Lehky et al., 2021).

La SLA peut également étre classée en sous-types basés sur I'atteinte relative des
motoneurones supérieurs (UMN) par rapport aux motoneurones inférieurs (LMN) (Ma et
al., 2017) (Figure 3). Une perte combinée des motoneurones qui controlent I'activité des
muscles, a savoir les UMN dans le cortex cérébral et les LMN dans la moelle et la corne

antérieure de la moelle épiniere, dans une ou plusieurs régions corporelles est un signe
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clinique de la SLA (Goutman et al,, 2022). La dégénérescence initiale des UMN et LMN

dans le tronc cérébral est liée a la forme bulbaire de la SLA.

UMN signs

¢ Hyperreflexia

* Spasticity

¢ Slowing of
movements

Brainstem ——0

LMN signs
Descending
corticalspinal neuron

* Weakness
* Muscle atrophy —
¢ Fasciculations

Spinal motor neuron

Figure 3- Phénotypes de la SLA en fonction de l'implication relative des motoneurones supérieurs

UMN par rapport aux motoneurones LMN et de la distribution régionale.
On parle de plus en plus de la SLA comme d'une maladie tres hétérogene. Les signes d'atteinte des LMN
comprennent la faiblesse musculaire, I'atrophie, les fasciculations et la diminution du tonus musculaire
tandis que ceux des UMN sont I'hyperréflexie, I'augmentation du tonus musculaire et la lenteur des
mouvements comme ceux de la langue. Adapté de: Masrori, P, and P Van Damme. “Amyotrophic lateral
sclerosis: a clinical review.” European journal of neurology vol. 27,10 (2020): 1918-1929.
doi:10.1111/ene.14393.

La dégénérescence initiale des UMN et LMN dans les régions cervicales et
lombaires est liée a la SLA d'origine spinale. Ce dysfonctionnement entraine
progressivement une faiblesse des muscles squelettiques volontaires suivi de la mort a
défaut de pouvoir respirer normalement (Fang et al., 2017). En moyenne, la survie
médiane est de 19 mois apres le diagnostic et de 30 mois apres |'apparition de la maladie
(Lacomblez et al., 1996 ; Logroscino et al., 2008). Souvent, les patients atteints de SLA a
prédominance LMN possedent des caractéristiques qui sont plus invalidantes que celles
associées aux UMN. En effet, la perte des LMN induit des crampes, une atrophie

musculaire, des fasciculations et une faiblesse marquée tandis que la perte des UMN
16



entraine de I'hyperréflexie, (réflexes exagérés ou hyperactifs), de la spasticité
(contractions musculaires involontaires) et une faiblesse moins prononcée. Les variantes
UMN se déclarent majoritairement chez les hommes et les femmes de moins de 60 ans.
Classiqguement, la SLA est considérée comme une maladie avec des dysfonctionnements
moteurs mais il existe d'autres formes plus atypiques qui sont associées a des troubles
cognitifs et comportementaux, et qui s'inscrivent dans le continuum des démences
fronto-temporales (DFT) (Strong et al.,, 2017). Il est intéressant de souligner que chez
environ 50% des patients atteints de DFT, une maladie neurodégénérative souvent
apparentée a la maladie d'Alzheimer, on retrouve une accumulation anormale de la
protéine TDP-43 dans les neurones.

En résumé, la SLA est une maladie complexe et hétérogene qui peut présenter
des formes différentes et des symptomes tres variables d'un patient a l'autre. Les
données issues de la recherche clinique et fondamentale suggérent de multiples causes
de la SLA dont des composantes génétiques importantes mais variées qui sont

présentées dans la section suivante.

1.1.2.3 Contribution génétique

Bien que la majorité des cas de SLA soient sporadiques, c'est-a-dire sans
antécédents familiaux de la maladie, 10% des cas de SLA sont hérités de maniere
autosomique dominante (30% des genes n‘ont pas encore été identifiés) (Taylor et al.,
2016). Au total, plus de 30 genes ont été identifiés comme étant impliqués dans les
formes familiales de la SLA, parmi lesquels certains codent pour des protéines
responsables du controle du traitement de I'ARNm. (Tableau 1). Parmi ces protéines,
quatre ont été identifiées comme responsables de plus de 50% des cas génétiques de la
SLA. Il s'agit de SOD1, C9ORF72 (Chromosome 9 open reading frame 72), TARDBP et FUS
(FUsed in Sarcoma) en raison de leur plus grande fréquence (Goutman et al., 2018).
Certains genes notamment ANG (Angiogenin), ATXN2 (Ataxin 2) et DCTN1 (Dynactin
Subunit T) n'induisent pas forcément la maladie mais sont considérés comme des

facteurs de risque de la maladie (Chia et al., 2018). Ces génes codent, pour la plupart,
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des protéines qui ont des roles importants dans la régulation de la fonction neuronale
et/ou de la survie cellulaire (Renton et al., 2014). L'étude des mutations présentes dans
les genes associés a la SLA revét une importance cruciale, car elle permet de mieux
appréhender les mécanismes pathologiques fondamentaux de cette maladie et d'ouvrir
la voie au développement de nouvelles thérapies. Dans cette optique, nous allons
maintenant aborder les principaux genes impliqués dans la SLA, ainsi que leurs

caractéristiques spécifiques.

= Le géne C90ORF72

Le gene le plus frequemment muté dans la SLA est C9ORF72, dont I'étude en 2011
a permis de découvrir une répétition hexanucléotidique étendue (GGGGCC) dans la
partie non codante du gene (DeJesus-Hernandez et al.,, 2011 ; Renton et al,, 2011). Cette
répétition a été associée a environ 34% des cas de SLAf et a 5% des cas de SLAs (Zou et
al, 2017). Un individu sain possede normalement une trentaine de ces répétitions alors
que chez un individu atteint par la SLA, on peut retrouver des centaines voire des milliers
de répétitions (DeJesus-Hernandez et al., 2011 ; Renton et al., 2011). La fonction du gene
CI90RF72 reste encore trés peu comprise mais des recherches actuelles s'orientent vers
des fonctions de régulation du trafic des endosomes et de |I'autophagie (Fard et al., 2014 ;
Nassif et al., 2017). D'autres études in vivo ont mis en évidence un role de C90RF72 dans
le systeme immunitaire (Atanasio et al, 2016; Burberry et al, 2016). Différentes
hypothéses ont été avancées dans la littérature pour expliquer les mécanismes
pathologiques associés a C9ORF72. Trois d'entre elles se distinguent : a) la toxicité
induite par les répétitions d'hexanucléotides 4G2C dans la partie non codante du géne
CI90RF72; b) I'haploinsuffisance de C9ORF72 ; et ¢) la toxicité des protéines contenant
des répétitions dipeptidiques (Gitler et Tsuiji, 2016 ; Mejzini et al., 2019). In fine, la
neurodégénérescence observée dans la SLA serait une combinaison de ces mécanismes

de gain et de perte de fonction de la protéine C9ORF72.
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= Le géne SOD1

Le deuxieme gene fréquemment muté dans la SLA est SODT qui code pour une
enzyme ubiquitaire qui est la superoxyde dismutase cytoplasmique a cuivre et zinc
jouant un rdle essentiel d'antioxydant qui convertit le superoxyde en oxygene et en
peroxyde d’hydrogéne (Rosen et al., 1993). La protéine SOD1 représente 1 a 2% du total
des protéines solubles dans le systeme nerveux (Pardo et al., 1995). Elle est trés conservée
au cours de l'évolution (Wang et al, 2006). Environ 10 a 20% des cas de SLAf
autosomiques dominants sont générés par des mutations du gene SOD1. Le mécanisme
par lequel la protéine SOD1 mutée induit la dégénérescence des MNs et conduit ensuite
a l'apparition de symptomes moteurs reste mal compris (Berdynski et al., 2022).
Néanmoins, une hétérogénéité phénotypique des mutations de SOD1 est observée
selon la gravité, I'age d'apparition, la durée et le degré de progression de la maladie
(Andersen, 2021). De plus, la découverte de ce géne a permis d'accélérer la
compréhension de la physiopathologie de la SLA notamment au travers du
développement de modeles animaux transgéniques de SOD1 dont le plus connu est
SOD1%%A (Gurney et al, 1994 ; Hayashi et al, 2016). L'Edaravone, un médicament
approuvé par la FDA en 2017, a été évalué dans des modeles de souris exprimant la
protéine humaine SOD1 mutée hSOD1%%A | Les résultats ont montré que I'Edaravone a
significativement ralenti le déclin moteur, réduit le stress oxydatif, prévenu la perte des
motoneurones et diminué I'accumulation de la protéine mutée dans la moelle épiniére

(Ito et al., 2008).

= Le géne TARDBP
La découverte majeure de la pathologie de la protéine TDP-43 chez les patients
atteints de SLA a été rapidement confirmée par un certain nombre d’'études montrant sa
présence en tres grande majorité dans des agrégats cytoplasmiques hyper-ubiquitinylés
et phosphorylés dans le cerveau post-mortem de patients atteints de cette maladie
(Neumann et al., 2006 ; Arai et al., 2006). De nombreuses modifications de TDP-43 ont

été observées dans ces inclusions : la translocation dans le cytoplasme de la protéine, la
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poly-ubiquitinylation, I'hyper- phosphorylation et la présence des fragments de clivages
de protéolyse portant principalement la partie C-terminale (CTF-25 et CTF-35). Ces
études pionnieres ont permis d'identifier TDP-43 comme étant le principal composant
pathologique des inclusions cytoplasmiques dans la SLA (Prasad et al, 2019).
Paradoxalement, les agrégats de TDP-43 sont aussi retrouvés dans les formes
sporadiques de la SLA mais aussi dans les cas ou l'on retrouve des répétitions
hexanucléotidiques de C90RF72 (Schipper et al., 2016). En revanche, la protéine TDP-43
n'est pas retrouvée dans les cas de SLAf causés par les mutations du gene FUS et
rarement dans des cas de SLAf causés par des mutations du gene SOD1, suggérant que
TDP-43 pourrait étre impliquée dans des voies d'agrégation différentes (Gendron et al.,
2010). Des mutations du gene TARDBP ont ensuite été mises en évidence et ont été
impliquées dans environ 4% de SLAf et 1% des cas de SLAs (Broach et al., 2014, Xu et al.,
2022) et pourtant TDP-43 est observée sous forme agrégée dans les neurones dans 97%
des cas totaux de SLA (Purice et Taylor., 2018). A ce jour, il existerait plus de 50 mutations
de TDP-43 associées a la maladie dont la plupart sont des mutations faux-sens qui se
retrouvent concentrées dans son domaine C-terminal aussi appelé Prion-Like (Buratti,
2015). L'accumulation cytoplasmique de TDP-43 est concomitante a une perte de TDP-
43 dans le noyau ce qui a permis |'apparition de deux postulats permettant d'expliquer
la pathogénicité de TDP-43 dans la SLA: TDP-43 subit une perte de ses fonctions
nucléaires et/ou un gain de fonction toxique dans le cytoplasme (Lee et al., 2012). Au
cours de la derniere décennie, la protéine TDP-43 a été associée a un nombre croissant
de maladies neurodégénératives dont la SLA ou les dégénérescences lobaires fronto-
temporales (FTLD) qui sont regroupées sous le terme de « protéinopathie de TDP-43 »
(Boer et al., 2021). Dans des conditions normales, TDP-43 est majoritairement nucléaire
mais peut transiter du noyau vers le cytoplasme pour exercer différentes fonctions
cellulaires (Ayala et al., 2008). Concernant les fonctions de TDP-43, c’est une protéine
ubiquitaire et hautement conservée qui joue un réle essentiel de liaison a I'’ARN/ADN et
qui appartient a la classe des ribonucléoprotéines hétérogenes (hnRNP). Elle est

impliquée dans de nombreux processus biologiques en particulier le métabolisme de
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I’ARN (Tollervey et al., 2011 ; Ratti et Buratti, 2016). Cette fonction majoritaire de TDP-43
s'explique par sa capacité a se lier de maniere préférentielle aux motifs répétitifs GU de
I’ARN par l'intermédiaire de ses deux domaines de liaison a I'’ARN (RRM1 et 2) qui sont
tres conservés au cours de I'évolution (Lukavsky et al., 2013). Toutefois, sa fonction de
régulateur dans I'épissage des ARN pré-messagers reste la plus documentée dans la
littérature (Burrati et al., 2001). La protéine TDP-43 sera présentée plus en détail dans le

chapitre 2.

= Le géne FUS

Apres la découverte de TDP-43, des mutations dans un gene codant pour une
autre protéine de liaison a I'ARN, le gene FUS ont été identifiées chez des patients
présentant des formes juvéniles rares de SLA (SLAj, avant I'age de 25 ans) (Gromicho et
al., 2017). Comme pour TDP-43, la protéine FUS présente une localisation anormale dans
le cytoplasme et forme des agrégats dans les neurones et les cellules gliales des patients
atteints de SLA. (Kwiatkowski et al., 2009 ; Vance et al., 2009). |l est intéressant de noter
que les patients présentant des mutations du gene TDP-43 ne montrent pas la formation
d'agrégats de FUS, suggérant que ces deux protéines suivent des voies pathologiques
indépendantes dans la maladie. (Vance et al., 2009). Plus de 50 mutations du géne FUS
ont été associées a la SLA. Selon les premieres études épidémiologiques, les mutations
FUS représentent 4 a 6% des cas de SLAf et 0,7 a 1,8% des cas de SLAs. Une étude réalisée
en Chine a révélé la présence de mutations FUS dans plus de 30% des cas de SLAj (Liu
et al,, 2017). La protéine FUS appartient a la famille des protéines FET (FUS, EWS, TAF-
15), qui inclut deux autres protéines de liaison a I'ARN aussi corrélées a la SLA,
notamment : EWS (Ewing sarcoma) et TAF15 (TATA-Box Binding Protein Associated
Factor 15) (Zinszner et al., 1997). Si I'on compare FUS a TDP-43, il est remarquable de
constater qu'elles partagent de nombreuses similitudes, tant au niveau de leurs fonctions
dans le métabolisme de I'ARN que de leur présence ubiquitaire dans les cellules (Ratti et
Burrati, 2016). Malgré leur ressemblance, FUS et TDP-43 ne régulent pas les mémes cibles

d'ARN (Lagier-Tourenne et al., 2012). De plus en plus d'études montrent un nouveau réle
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de FUS dans le mécanisme de réparation de I'ADN et dans la préservation de I'intégrité

génomique (Altmeyer et al., 2015 ; Wang et al.,, 2018) mais les fonctions exactes de FUS

dans la réparation de I'’ADN restent encore a élucider.

Tableau 1- Liste des génes codant des protéines de liaison a I'ARN associées a la SLA et

leurs principales fonctions biologiques.

La plupart de ces protéines sont impliquées dans le métabolisme de 'ARN. Adapté de : (Chao
Xue et al., 2020 et Mejzini et al.,, 2019).

Geéne

TARDBP

FUS

TAF15

EWSR1

HNRNPAT

HNRNPA2/B1

ATXNZ2

TIA1

MATR3

Protéine

TAR DNA-binding
Protein, 43kD

Fused in sarcoma
RNA binding protein

TATA-binding
protein-associated
factor 2N

EWS RNA binding
Protein 1

Heterogeneous
nuclear
ribonucleoprotein A1
Heterogeneous
nuclear
ribonucleoproteins
A2/B1

Ataxin 2

Tia 1 cytotoxic
granule-associated
RNA binding protein

Matrin 3

Fonctions biologiques

Métabolisme des ARN dont
I'épissage des ARN

Métabolisme des ARN dont
I'épissage des ARN,
réparation a 'ADN
Régulation de I'expression
des genes (transcription)

I'épissage
répresseur

Régulation de
des ARN,
transcriptionnel

Métabolisme des ARN dont
I'épissage des ARN

Métabolisme des ARN dont

I'épissage des ARN
Métabolisme des ARN,
signalisation mTOR,
endocytose

Métabolisme des ARN
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Avec les progres des techniques du séquencage de nouvelle génération et au

nombre croissant de nouveaux cas de SLA, dautres variants génétiques ont été
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découverts (Figure 4). Une grande majorité de ces variants est associée a une pathologie
de type TDP-43 dans un contexte SLA : OPTN (Maruyama et al., 2010) ; SQSTMT (Fecto
et al,, 2011) ; UBQLNZ (Deng et al., 2011) ; hnRNPA1/A2B1 (Kim et al., 2013) ; MATR3
(Johnson et al., 2014) ; TBK1 (Borghero et al,, 2015) ; NEK1 (Brenner et al., 2016) ; KIF5A
(Nicolas et al., 2018) et UNCT13A (Ma et al.,, 2022 ; Brown et al., 2022). Les genes associés
a la SLA sont classés selon différentes catégories, qu'ils soient impliqués dans la
perturbation de la protéostasie/autophagie, du meétabolisme de I'’ARN ou dans

I'altération de la dynamique du cytosquelette (Brown et al., 2017).
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B Involved in altered RNA-binding proteins C2IORF2
25+ .
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2 MATRB\. | scFp1
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Figure 4- Les génes associés a la SLA ne cessent d'augmenter depuis 1990.
Depuis la découverte du gene TARDBP, au moins 18 génes ont été associés a la SLA. Ces genes sont
regroupés selon leur implication dans la dérégulation de 3 grandes catégories de processus biologiques :
I'homéostasie protéique, le métabolisme des ARN et la dynamique du cytosquelette. D’apres: Brown,
Robert H, and Ammar Al-Chalabi. "Amyotrophic Lateral Sclerosis.” The New England journal of medicine vol.
377,2 (2017): 162-172. doi:10.1056/NEJMra1603471.

1.1.2.4 Diagnostic de la SLA

Le diagnostic de la SLA vise a évaluer initialement sa gravité et les facteurs
pronostiques, en particulier sur le plan nutritionnel et respiratoire, tout en recherchant

23



systématiquement des complications potentielles qui peuvent étre silencieuses. Les
symptomes de la SLA, souvent initialement confondus avec d'autres maladies, évoluent
progressivement vers une faiblesse musculaire et une atrophie, caractérisées par un
affaiblissement des muscles, des secousses musculaires, des crampes, et une diminution
du tonus musculaire. Les signes cliniques évoquent la dégénérescence des MN inférieurs
et supérieurs. La SLA ne présente pas d'autres signes neurologiques ou cognitifs
associés. Le diagnostic est établi par des médecins généralistes et neurologues, souvent
avec l'aide d'autres spécialistes et professions paramédicales. Les tests diagnostiques
comprennent une électroneuromyographie (ENMG), une IRM cérébrale et médullaire,
une stimulation magnétique, et une étude génétique en cas de forme familiale. D'autres
examens peuvent étre envisagés en fonction des besoins. En cas de doute, le bilan doit
étre réévalué apres 3 a 6 mois, et une aggravation symptomatique sur cette période peut

confirmer le diagnostic.

1.1.3 Mécanismes physiopathologiques

Bien que les mécanismes exacts de la SLA ne soient pas encore complétement
compris, plusieurs processus physiopathologiques ont été identifiés comme étant
potentiellement impliqués dans la maladie, tels que le métabolisme de I'ARN, le
transport nucléo-cytoplasmique, le stress oxydant, la dysfonction mitochondriale,

I'excitotoxicité et la neuro-inflammation (Figure 5). IlIs vous seront expliqués ci-dessous.

1.1.3.1 Métabolisme de I'ARN

La perturbation du métabolisme de I'ARN semble jouer un réle clé dans la
physiopathologie de la SLA. Plusieurs RBPs telles que TDP-43 ou FUS ont des roles
majeurs dans le métabolisme des ARN notamment I'épissage, la transcription, la stabilité
ou bien la biogénese des microARN (Butti et al., 2018). Ces deux protéines ont des sites
de liaison sur plus de 5000 genes et régulent les niveaux d'expression de centaines

d’ARNm. En outre, de nombreuses mutations pathologiques associées a la SLA ont été
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retrouvées dans des genes codant pour des RBPs (Gordon et al,, 2019). La plupart d'entre
elles induisent une relocalisation de TDP-43 dans le cytoplasme (Prasad et al., 2019). Par
ailleurs, une étude a montré que la séquestration cytoplasmique de TDP-43 altére en
aval le métabolisme de I'ARN (Cooper-Knock et al., 2014), notamment des anomalies
d'épissage. En outre, la présence accrue de TDP-43 dans le cytoplasme est associée a
plusieurs centaines d'altérations de I'épissage (Tollervey et al, 2011), le transcrit
Stathmine-2 (STMN2) étant le plus affecté par la déplétion nucléaire de TDP-43 (Klim et
al., 2019). Outre les mutations et la localisation anormale, I'agrégation des RBPs est aussi
un facteur important du dysfonctionnement du métabolisme de I'ARN dans la SLA
(Barmada et al., 2015). En effet, il semble évident que lorsque TDP-43 est séquestrée dans
le cytoplasme, elle perd sa capacité a remplir ses fonctions essentielles liées au
métabolisme de I'ARN dans le noyau. Ainsi, il existe une hypothese pour expliquer
I'apparition de la SLA, elle résulterait d'une perte de fonction nucléaire et/ou d'un gain
de fonction toxique dans le cytoplasme (Cf section 1.1.7.4). Certaines RBPs, notamment
TDP-43, FUS, TAF15, hnRNPA1/A2B1, EWSR1, ont aussi la capacité d'étre recrutées dans
des compartiments liquides (Wolozin et al., 2019) comme les granules de stress (GS). Ces
GS sont des structures cytoplasmiques dynamiques, riches en protéines et en ARNm, qui
jouent un réle crucial dans le stockage et la stabilisation des ARNm lors de situations de
stress cellulaire, assurant ainsi une régulation fine du métabolisme de I'ARN (Marcelo et
al, 2021). En outre, il a été montré dans des cellules NSC-34 (Lignée cellulaire hybride
motoneurones-neuroblastome de souris) exprimant des formes mutées de TDP-43
(A315T ou M337V), une altération de la dynamique des GS comparées aux cellules
contrdles (Ding et al.,, 2021). Enfin, des études récentes ont suggéré que les GS pourraient
servir de sites potentiels pour la formation des agrégats de protéines dont TDP-43

(Dewey et al., 2012, Baradaran-Heravi et al.,, 2020 ; Sternburg et al,, 2022).
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Figure 5- Mécanismes pathophysiologiques dans la SLA et leurs génes causatifs a l'origine
de la neurodégénérescence du motoneurone.

De nombreuses voies sont dérégulées par exemple, I'excitotoxicité, le stress oxydant, le transport
vésiculaire, la réparation de I'ADN, le métabolisme de I'’ARN ou encore le transport nucléo-cytoplasmique.
Une multitude de génes dont des génes codant des protéines de liaison a I'’ARN est impliquée dans le
développement de la maladie. D’aprés: Mead, Richard J et al. "Amyotrophic lateral sclerosis: a
neurodegenerative disorder poised for successful therapeutic translation.” Nature reviews. Drug discovery vol.
22,3 (2023): 185-212. doi:10.1038/541573-022-00612-2.

1.1.3.2 Transport nucléo-cytoplasmique

Les arguments en faveur d'une altération du transport nucléo-cytoplasmique ont
été apportés a la suite de I'observation de la mauvaise localisation et de I'agrégation des
protéines de liaison & 'ARN concomitante avec leur déplétion nucléaire. Egalement, des
études in vitro et in vivo récentes ont démontré l'interaction d'un récepteur de transport
nucléaire, la RanGAP1 (Ran GTPase Activating Protein 1) avec les répétitions G4C2 de
CI90RF72 (Zhang et al., 2015). De plus, il a aussi été observé que les expansions répétées
de C90ORF72 provoquaient des anomalies morphologiques de I'enveloppe nucléaire et
une rétention nucléaire des ARNm (Freibaum et al., 2015). Une autre étude intéressante
a montré dans les noyaux de neurones spinaux dérivés de cellules souches pluripotentes

induites (iPSC) provenant de patients C9ORF72, une diminution de l'expression de 8
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nucléoporines (Nups) et une altération de la localisation de RanGAP1 (Coyne et al., 2021).
Il a également été constaté que le stress cellulaire perturbait I'importation nucléaire en
séquestrant des facteurs de transport cruciaux dans les granules de stress (Zhang et al.,
2018). Dans une étude in vitro plus récente, la lésion du complexe du pore nucléaire
(NPC) dans la SLA a été liée a une accumulation nucléaire de la protéine membranaire
spécifique au réticulum endoplasmique, la protéine CHMP7 (Charged multivesicular body
protein 7), un régulateur critique du contréle qualité du NPC, en utilisant des tissus post-
mortem et des motoneurones dérivés d'iPSC provenant de patients C9ORF72 (Coyne et
al., 2021). L'inhibition de I'export nucléaire de CHMP7 perturbe l'activité des Nups et la
fonction normale de TDP-43 ce qui participe au développement de la SLA, suggérant
ainsi que CHMP7 pourrait devenir une nouvelle cible thérapeutique intéressante (Coyne

et al,, 2021).

1.1.3.3 Stress oxydant et la dysfonction mitochondriale

Le stress oxydatif peut résulter de niveaux excessifs d'especes réactives de
I'oxygeéne (ROS), d'especes réactives de I'azote ou d'un mauvais fonctionnement des
systemes de défense antioxydants. Les ROS contribuent de maniere significative aux
|ésions neuronales et au vieillissement du systéme nerveux central (SNC) en modifiant la
structure et la fonction des biomolécules, notamment des protéines, des lipides, de
I'ADN et de I'ARN. De nombreuses preuves indiquent que les dommages oxydatifs
jouent un role clé dans la physiopathologie de la SLA (Barber et al., 2010 ; Ferraiuolo et
al, 2011 ; D'Amico et al., 2013). Parmi les facteurs mesurés dans les biofluides des
patients atteints de SLA, on retrouve entre autres les marqueurs du stress oxydatifs qui
sont dérégulés chez les patients (Blasco et al., 2017). Il existe également des preuves de
I'altération des systéemes de défense contre le stress oxydatif dans la SLA, notamment la
dérégulation de I'homéostasie du glutathion (Kim, 2021) et le systeme cytoprotecteur
ARE (élément de réponse antioxydante) du facteur nucléaire lié a I'érythroide 2 (Nrf2)
(Cuadrado et al,, 2019 ; Jimenez-Villegas et al., 2021). Le stress oxydatif peut contribuer

a de nombreux autres processus physiopathologiques impliqués dans les lésions des
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motoneurones et les exacerber (Barber et al.,, 2010). Des essais biochimiques et cellulaires
ont permis d'identifier le stress oxydatif comme un signal qui favorise la formation
d'agrégats de TDP-43 acétylés. L'acétylation de TDP-43 entrave la liaison a I'ARN et
favorise I'accumulation d'especes de TDP-43 insolubles et hyper-phosphorylées qui
ressemblent aux inclusions pathologiques trouvées dans le SNC des personnes atteintes
de la SLA (Cohen et al., 2015). La mauvaise localisation de TDP-43 et de FUS se produit
dans les modeles cellulaires de SLA exposés au stress oxydatif, ce qui provoquerait des
altérations dans le métabolisme de I'ARN (Colombrita et al., 2009). Le stress oxydatif
chronique favorise la phosphorylation de TDP-43 médiée par la phosphatase GADD34,
une caractéristique de la protéinopathie TDP-43 (Goh et al., 2018). L'agrégation
cytoplasmique de TDP-43 séquestre des microARN et des protéines spécifiques, y
compris des protéines mitochondriales codées par le génome nucléaire, ce qui entraine
un déreglement de la fonction mitochondriale qui accroit encore le stress oxydatif (Zuo
et al., 2021). Ainsi, un cycle accéléré de stress oxydatif, d'agrégation de protéines et de
dysfonctionnement mitochondrial s'établit. Une atténuation efficace du stress oxydatif
pourrait potentiellement ralentir la dégénérescence des motoneurones. Une analyse
rétrospective des médicaments évalués chez les souris mSOD1 a indiqué que les
médicaments qui ciblent spécifiquement le stress oxydatif pourraient étre les candidats
thérapeutiques les plus prometteurs pour la prévention de la dégénérescence des
motoneurones (Benatar et al., 2007). L'atténuation du stress oxydatif est probablement
le principal mécanisme d'action de I'Edaravone, un médicament piégeant les radicaux

libres.

1.1.3.4 Excitotoxicité

L'un des premiers mécanismes proposés pour expliquer la SLA était I'excitotoxicité
du glutamate qui est une surstimulation des récepteurs du glutamate qui entraine une
dégénérescence neuronale induite par I'entrée massive d'ions calcium dans la cellule
(Rothstein et al, 1990). Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur puissant

associé a la mémoire et a l'apprentissage. Concernant les études portant sur
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I'excitotoxicité du glutamate, des niveaux tres hauts de ce neurotransmetteur ont été
trouvés dans le liquide céphalo-rachidien des patients atteints de SLA (Rothstein et al.,
1990). De plus, la perte du principal transporteur synaptique de recapture du glutamate,
le transporteur d'acides aminés excitateurs 2 (EAAT2), a été observée dans des modeles

16934) et chez des

transgéniques de souris exprimant la protéine SOD1 mutée (SOD
patients atteints de SLA (Guo et al.,, 2003). Plus de 60% des patients atteints de SLAs
présentent une perte moyenne de 50% du transporteur EAAT2 (Rothstein et al., 1995 ;
Shaw et al., 1994). Par conséquent, Au cours de la derniere décennie, de nombreux efforts
ont été déployés pour identifier des composés capables de réduire la toxicité du

glutamate et/ou d'augmenter |'expression de EAAT2.

1.1.3.5 Neuro-inflammation et contribution gliale

Il est désormais établi que la neuroinflammation est un facteur important dans la
pathogenése de la SLA. En effet, de plus en plus d'études indiquent que les cellules
microgliales jouent un role important dans la SLA. Pendant longtemps, I'absence de
marqueur spécifique permettant de distinguer les macrophages périphériques (capables
d’'envahir le SNC) de la microglie a rendu difficile I'étude individuelle de ces deux
populations cellulaires. En particulier, lors des études in vivo sur des modeéles de rongeurs
atteints de SLA, les deux types de cellules étaient souvent considérées comme une seule
population. En 2006, deux études indépendantes ont démontré que la diminution de
I'expression de la protéine SOD1 humaine mutante (hSOD1) uniquement dans les
macrophages/microglies d'un modele de souris SLA hSOD1 mutante entrainait un
ralentissement de la progression de la maladie et une augmentation de la survie (Beers
et al., 2006 ; Boillée et al., 2006). Dans la SLA, le MN spinal en dégénérescence projette
sa partie la plus longue, I'axone, dans la périphérie, et I'axone serait donc en contact avec
des macrophages réactifs et d'autres cellules immunitaires périphériques, tandis que le
soma dans le SNC serait en contact avec la microglie. Cette particularité de la moelle
épiniere a conduit a l'idée que, dans la SLA, il pourrait étre intéressant de cibler

directement le systeme immunitaire périphérique et les macrophages le long des nerfs
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moteurs périphériques pour ralentir la neurodégénérescence. Il s'agirait d'une approche
thérapeutique potentiellement plus facile que de cibler la microglie dans le SNC et, en
ciblant la neuro-inflammation, elle pourrait étre utilisée pour tous les cas de SLA. Cette
idée a été rapportée dans un article récent qui a démontré que les profils d'expression
génétique étaient tres différents au cours de la maladie dans la microglie et les
macrophages de souris hSOD1 mutantes (Chiot et al., 2020), ce qui montre que les deux
types de cellules peuvent jouer des roles différents dans la maladie. Dans cette étude, le
remplacement des macrophages SOD1 mutants périphériques par des macrophages
plus neurotrophiques a diminué a la fois I'activation des macrophages du nerf sciatique
et I'activation microgliale du SNC (Chiot et al., 2020). Ce résultat est particulierement
intéressant car il montre qu'en modulant les macrophages a la périphérie, il est possible

d'agir sur l'inflammation du SNC.

1.1.3.6 Autres mécanismes physiopathologiques

Il existe de nombreuses autres voies physiopathologiques décrites dans la SLA
(Figure 5). Parmi elles, I'homéostasie protéique qui est I'équilibre entre la production et
la dégradation des protéines, est un mécanisme qui est perturbé dans la SLA. Des
perturbations dans les voies de dégradation protéique telles que le systeme ubiquitine-
protéasome et le systeme autophagique peuvent conduire a une accumulation excessive
de protéines et une toxicité cellulaire (Webster et al., 2017). C'est notamment le cas de
plusieurs RBPs dans la SLA, qui sont pour la plupart des substrats directs ou indirects de
ces voies (Mead et al., 2023). Enfin, des dommages a I’ADN, la perte de I'intégrité et du
transport axonal ont aussi été liés a la physiopathologie de la SLA (Nicolas et al., 2018 ;
Mitra et al., 2019). En raison de la multitude des voies physiologiques dérégulées dans
la SLA, de nombreux efforts de recherche sont actuellement concentrées sur le ciblage

de ces voies dans I'espoir de développer de nouvelles thérapies.
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1.1.4 Approches thérapeutiques

La SLA est une maladie complexe et mortelle pour laquelle il n'existe actuellement
aucun traitement curatif. Cependant, plusieurs approches thérapeutiques ont été
développées pour améliorer la qualité de vie des patients atteints de SLA et pour ralentir
la progression de la maladie. Ces approches combinent a la fois des traitements
pharmacologiques ou des traitements alternatifs comme la thérapie génique. C'est ce

que nous allons maintenant voir dans cette partie.

1.1.4.1 Approches pharmacologiques

Jusqu’en 2022, il n'existait que deux molécules approuvées par la FDA : le Riluzole
et I'Edaravone. Une autre molécule a été récemment approuvée par la FDA : la molécule
AMXO0035 (The ALS association). Le Riluzole, premier médicament approuvé en 1995
pour la SLA, est un inhibiteur de la libération présynaptique du glutamate permettant de
réduire I'excitotoxicité des motoneurones (Benoit et Escande, 1991). Administré en voie
orale, il permet de prolonger la survie des patients atteints de SLA, toutefois ses effets
sont tres modestes avec une survie augmentée de seulement 3 mois (Geevasinga et al.,
2016). L'Edaravone, molécule approuvée en 2017 et uniquement disponible au Japon,
est un antioxydant qui agit en neutralisant les radicaux libres, des molécules hautement
réactives qui peuvent endommager les neurones par la peroxydation des acides gras
insaturés (Ahmadinejad et al., 2017). Il est administré par perfusion intraveineuse et est
destiné a ralentir la progression de la maladie chez les patients atteints de SLA. Toutefois,
I'Edaravone est disponible en France sous forme d'autorisation temporaire d'utilisation
(ATU), pour des patients qui présentent les criteres pour lesquels le médicament a
montré une efficacité dans les essais cliniques (ANSM). Cependant, faute d'efficacité
prouvée, un laboratoire a renoncé a commercialiser I'Edaravone (Witzel et al., 2022). Une
nouvelle forme orale de I'Edaravone a été récemment approuvée aux Etats-Unis et
remplacera la voie intraveineuse (Mead et al., 2023). Deux études encourageantes
publiées en 2020 concernent un composé appelé I'ezogabine, un antiépileptique qui

réduit I'excitabilité des motoneurones (Wainger et al., 2021). Une autre étude clinique de
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phase Il montre que ce médicament réduit cette hyperexcitabilité au niveau cortical et
spinal chez des patients atteints de SLA, mais l'efficacité de ce composé sur les
symptdmes et la progression de la maladie n'a pas encore été évaluée (#NCT02450552).

En 2022, la FDA a approuvé 'AMX0035 de la société américaine Amylyx pour le
traitement de la SLA. Il s'agit du troisieme médicament a recevoir I'approbation de la
FDA apres le Riluzole et I'Edaravone. L'AMX0035 est une combinaison a dose fixe de
deux composés génériques, le phénylbutyrate de sodium et le taurursodiol, qui est
destiné a réduire la mort des cellules neuronales. Pour I'instant, le mécanisme d'action
exact de ce médicament reste inconnu, mais les travaux de la société Amylyx suggerent
gu'il agirait en réduisant le stress du réticulum endoplasmique (RE) et le
dysfonctionnement mitochondrial (Rodrigues et al., 2003 ; Zhou et al., 2011). Egalement,
les molécules thérapeutiques ciblant les dysfonctions musculaires ont récemment eu un
regain d'intérét dans la SLA (Li et al., 2021). L'idée est d'apporter une premiére approche
neuroprotectrice et une seconde approche symptomatique en améliorant I'activité
musculaire avec deux activateurs de troponine actuellement en développement, le
tirasemtiv (#NCT02936635) et le reldesemtiv (#NCT04944784). Au total, 91 programmes

de développement pré-cliniques de molécules pour la SLA ont été identifiés (Figure 6).

1.1.4.2 Approches alternatives

D'autres approches thérapeutiques existent pour la SLA et sont en cours de

développement, notamment des approches de thérapie génique et thérapie cellulaire.

1.1.4.2.1 Thérapie génique et cellulaire

La thérapie génique offre un potentiel thérapeutique prometteur pour soigner les
patients atteints de la SLA. Il existe de nombreuses stratégies ciblant les génes telles que
les oligonucléotides antisens (ASO), les ARN interférents (ARNi), les vecteurs viraux ou
I'édition de génes avec la technologie de CRISPR-Cas9 (CRISPR-associated protein 9)
(Miller et al, 2020). Ces approches sont actuellement testées en phase

préclinique/clinique de développement. Elles visent pour la plupart des patients
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présentant des mutations dans les genes SOD1, C90ORF72 et FUS. Un des traitements
récemment approuvés par la FDA est un ASO développé par Biogen, connu sous le nom
de Tofersen dont I'effet vise a réduire la synthese de la protéine SOD1 mutée impliquée
dans la SLAf (Miller et al., 2020 ; Biogen.com). Les ASO sont des petites molécules
oligonucléotides qui s’hybrident a leur ARN cible pour induire sa dégradation en visant
la voie de dégradation dépendante de la RNase H1, réduisant ainsi la synthese de
protéines cibles (Oskarsson et al., 2021). Dans des études sur des rongeurs exprimant
des mutations de SOD1, cet ASO a montré un prolongement de la survie d’environ 40
jours (McCampbelle, A. et al., 2018). De plus, les résultats préliminaires d'un essai de
phase 1/2 ont montré que Tofersen était sir et bien toléré chez les patients porteurs de
la mutation SOD1 (#NCT02623699). Suite a ces résultats, le Tofersen a recu récemment
une autorisation accélérée de mise sur le marché par la FDA, pour le traitement de la
SLA. Il est actuellement en phase Il (ATLAS Trial, Biogen) pour une fin prévue en 2027
(#NCT04856982). Toutefois, la réduction des niveaux de la protéine anormale peut
également influencer la quantité de la protéine normale, ce qui est une des limites de
I'utilisation des ASO. Une deuxieme limite est I'immunogénicité potentielle de I'ASO.
L'approche utilisant des cellules souches continue d'étre un domaine d'intérét pour la
SLA. Elle met I'accent sur la modulation du microenvironnement toxique par opposition
au remplacement des cellules défecteuses par des cellules saines injectées. L'une des
plus grandes thérapies cellulaires récente est celle de NurOwn (#NCT03280056), mise au
point par BrainStorm Cell Therapeutics, qui est a base de cellules souches
mésenchymateuses (CSM) (Berry et al., 2019). Ces cellules ont été prélevées dans la
moelle osseuse des patients et manipulées en culture pour qu'elles produisent en grande
quantité des facteurs neurotrophiques. Elles sont ensuite transplantées chez le patient
par voie intrathécale. L'apport de CSM dans des modeles murins, a montré une
diminution de la perte des motoneurones par rapport au groupe non traité (Boido et al.,
2014 ; Forostyak et al., 2014). Les CSM permettraient de stimuler la croissance de
nouveaux motoneurones et la réinnervation de la jonction neuromusculaire (Berry et al,,

2019). Malheureusement, les derniers essais cliniques de phase Il n'‘ont pas été
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concluants, de nombreux paramétres sont a prendre en compte pour améliorer les
résultats comme le choix de la source de cellules souches ou encore le mode
d'administration (Nabavi et al., 2019). Plusieurs mécanismes physiopathologiques sont
actuellement ciblés dans le développement préclinique et les essais cliniques pour la SLA
(Figure 6). La neuro-inflammation est la plus ciblée et elle est couverte par une variété
d'approches thérapeutiques. Ensuite viennent les thérapies géniques utilisant les ASO et
puis enfin les thérapies cellulaires. En revanche, I'exploration du métabolisme de I'’ARN

est préte a étre entreprise pour le développement de futures thérapies.
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Figure 6- Les mécanismes physiopathologiques majoritairement ciblés dans la SLA et les thérapies
associées en pré-clinique et clinique.

La neuro-inflammation est la voie thérapeutique la plus ciblée. La thérapie génique avec les ASO sont aussi

bien représentés en clinique et ciblent des genes spécifiques de la SLA. L'une des voies

physiopathologiques encore peu ciblée dans la SLA est le métabolisme de I'ARN. D‘apres: Mead, Richard

J et al. "Amyotrophic lateral sclerosis: a neurodegenerative disorder poised for successful therapeutic

translation.” Nature reviews. Drug discovery vol. 22,3 (2023): 185-212. doi:10.1038/s41573-022-00612-2.
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1.1.4.2.2 Biomarqueurs

Les maladies provoquent des changements biologiques et morphologiques bien
avant l'apparition des premiers symptomes, ce qui offre une opportunité d'intervention
thérapeutique précoce pour prévenir les dommages irréversibles. Ainsi, I'identification
de biomarqueurs pourrait également aider a prédire la progression de la SLA, a surveiller
la réponse aux traitements et a évaluer I'efficacité des essais cliniques en cours. Plusieurs
approches sont explorées, notamment : les neurofilaments (NfL) qui sont des protéines
constituant le cytosquelette des neurones. Chez environ 15% des cas de SLA, liée a des
variants pathologiques génétiques, les niveaux de NfL dans le sang augmentent
significativement avant l'apparition des symptomes (Benatar et al., 2018). Cette
augmentation est corrélée a la rapidité de la progression de la maladie, ce qui en fait un
marqueur de prédiction précis pour ces formes de SLA. Cependant, les NfL ne sont pas
encore un substitut validé pour mesurer directement le bien-étre des patients atteints
de SLA ou leur survie, ce qui est nécessaire pour étre considéré comme un véritable point
de remplacement (Benatar et al.,, 2018 ; 2023). Dans la catégorie des biomarqueurs, on
retrouve aussi les protéines de certains types de lymphocytes, dont les quantités varient
en fonction de I'évolution de la maladie chez les patients atteints de SLA (Luotti et al.,
2020). Par exemple, ils ont identifié dans cette étude un groupe de protéines ayant un
potentiel de biomarqueur dans les cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMC), y compris des protéines impliquées dans la stabilité de I'ARN et I'agglutination
des protéines, comme PPIA (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A), HSC70 (heat shock
cognate protein 71 kDa), hnRNPA2B1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1) et
TDP-43. Le suivi de leur concentration sanguine pourrait servir de marqueur de la
progression de la maladie (Luotti et al., 2020). De plus, I'imagerie fonctionnelle, telle que
I'IRM et le PET-scan, pourrait permettre de mesurer des paramétres liés a I'atrophie de
la moelle épiniere et a I'inflammation, offrant ainsi des informations sur la progression
de la maladie (Chew et al, 2019 ; Chollet et al., 2022). Des essais sont en cours pour
valider ['utilité de ces marqueurs. En ce qui concerne les oxydants, les niveaux

d'expression des produits du stress oxydatif tels que le 8-OHdG (8-hydroxy-2'-
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deoxyguanosine) et le dialdéhyde malonique (MDA) et des produits du systéme
antioxydant tels que SOD1 et GPX (glutathione peroxidase) ont été rapportés comme
étant modifiés dans les fluides corporels des patients atteints de SLA par rapport a ceux
des patients témoins. Par conséquent, ce changement est suspecté d'étre un candidat
biomarqueur prometteur pour la SLA (Simpson et al., 2004 Blasco et al., 2017 ; Hosaka
et al., 2021). Plusieurs études ont déja montré que les niveaux de 8-OHdG dans le liquide
céphalo-rachidien (LCR), le plasma et I'urine étaient élevés chez les patients atteints de
SLA sporadique et familiale par rapport aux patients témoins non malades et aux patients
atteints d'autres maladies neurologiques (lhara et al., 2005 ; Mitsumoto et al,, 2008 ;

Blasco et al., 2017).
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Chapitre ll- La protéine de liaison a I'’ARN, TDP-43

1.1.5 Caractéristiques générales

La protéine TDP-43 initialement identifiée en 1995 comme un suppresseur de
I'expression génétique du VIH-1, est une protéine qui se lie a 'ADN et I'ARN. Cette
protéine est tres conservée au cours de I'évolution et exprimée de maniere ubiquitaire
(Ou et al., 1995 ; Buratti et al., 2008 ; Palomo et al., 2019). C'est un membre largement
exprimé de la famille des ribonucléoprotéines nucléaires hétérogenes (hnRNP) (Prasad
et al,, 2019). Dans des conditions physiologiques normales, TDP-43 est majoritairement
nucléaire mais peut aussi faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Ayala et al,
2008). TDP-43 joue un rdle central dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que
la régulation du métabolisme des ARN incluant |'épissage alternatif des ARN pré-
messagers, la stabilité et le transport des ARNm, la traduction, la régulation des ARN
non-codants et joue également un réle clé dans la réponse au stress cellulaire (Prasad et
al, 2019). Il n'est donc pas surprenant que I'altération de ces mécanismes centraux dans
la cellule soient en lien avec le développement de maladies neurodégénératives (Ash et
al., 2010 ; Kabashi et al., 2010 ; Xu et al., 2011). En 2006, la protéine TDP-43 est retrouvée
comme composant principal des inclusions cytoplasmiques hyper-phosphorylées et
ubiquitinylées (Figure 7), une des signatures pathologiques majeures des patients
atteints de SLA et de FTLD (Neumann et al., 2006 ; Arai et al., 2006). Plus tard, des
mutations dominantes dans le gene TDP-43 sont identifiées comme étant une cause
primaire de la SLA, si bien qu'aujourd’hui il existerait plus de 48 variantes pathogenes de
TDP-43 associées a la maladie (Lattante et al., 2013). TDP-43 est constitué de plusieurs
domaines. Un domaine N-terminal (NTD, 1-102aa), deux domaines de reconnaissance a
I'’ARN (RRM1, 106-177aa et RRM2, 192-259aa) ainsi qu'un domaine C-terminal (CTD,
274-414aa). Il contient aussi une séquence de localisation nucléaire (NLS, 82-98aa) et
une séquence d'exportation nucléaire (NES, 239-250aa) (Ayala et al., 2008). La plupart
des mutations qui sont des mutations faux sens se retrouvent localisées dans le domaine
C-terminal. Nous allons maintenant décrypter I'architecture multi-domaine de TDP-43

pour comprendre ses fonctions physiologiques et enfin nous étudierons ses
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caractéristiques pathologiques et son lien avec les maladies neurodégénératives telles

que la SLA.
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Figure 7- Inmunomarquage de TDP-43 sur des tissus de la moelle épiniére issus de patients
atteints de SLA.

a. Les sections sont contre-colorées a I'hématoxyline. En A, on voit un marquage de I'anti-ubiquitine (DF2)
et en B, un marquage avec un anticorps monoclonal contre TDP-43. Des inclusions dans les motoneurones
sont visibles en marron foncé. Dans I'image D, il est représenté une inclusion arrondie et compacte dans
le cytoplasme d'un neurone et une structure dystrophique de type neurite dans une dendrite apicale
marquée par un anticorps polyclonal anti-TDP43. En F et G sont représentées des inclusions gliales
positives pour TDP-43. b. On observe des inclusions cytoplasmiques dans la moelle épiniére positives pour
pTDP-43%7> et pTDP-43>*%/410 Adapté de: Arai et al,, 2006 ; Neumann et al.,, 2020

1.1.6 Physiologie de TDP-43
1.1.6.1 Structure

La protéine TDP-43 contient 414 acides aminés et le gene codant TARDBP est
situé sur le chromosome n°1. Elle comprend trois domaines : un domaine N-terminal (aa
1-102) contenant un signal de localisation nucléaire NLS (aa 82-98), deux motifs de
reconnaissance a I'ARN, RRM1 (aa 106-176) et RRM2 (aa 192-262) avec un signal
d’'exportation nucléaire NES (aa 239-250) et une région C-terminale riche en glycines (aa
274-414) (Figure 8). Ces trois domaines ont des fonctions distinctes : le domaine NTD

joue un role crucial dans la détermination du niveau de multimérisation de TDP-43 dans
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la cellule (monomeres, dimeres ou oligomeres), les RRM s'associent majoritairement a
I’ARN mais aussi a I’ADN simple brin et des partenaires protéiques et puis le CTD est
essentiel pour les interactions protéine-protéine ainsi que pour le processus de

séparation de phase liquide-liquide (LLPS) (Figure 8).

N-terminale Domaines RRM C-terminale
/\ /\ /\
| I'I I'I 1
-Oligomérisation: -Autorégulation i -Interactions protéine-protéine
-Dimérisation ! -Interactions: ADNsb, ARN, protéines : -LLPS
1 £ 106 176 192 262 | 274 414

N B NTD l RRM1 U RRM2 Bl Domaineriche en glycines C

Figure 8- Structure et fonctions des domaines de la protéine TDP-43.

TDP-43 contient trois domaines fonctionnels: le domaine NTD (aa 1-102), deux motifs RRM de
reconnaissance a I'’ARN (aa 106-262) et le CTD (aa 274-414). Le NTD est important pour I'oligomérisation
de TDP-43, les RRM sont principalement impliqués dans la liaison avec de nombreux partenaires
d'interaction et présentent une grande affinité pour I'ADN simple brin (ADNsb), I'ARN et les protéines,
tandis que le CTD est un important régulateur des interactions protéines-protéines et du processus LLPS.
Adapté de: Hergesheimer, Rudolf C et al. “The debated toxic role of aggregated TDP-43 in amyotrophic
lateral sclerosis: a resolution in sight?.” Brain : a journal of neurology vol 142,5 (2019): 1176-1194.
doi:10.1093/brain/awz078. Créé avec BioRender.com.

= Le domaine N-terminal (NTD)
Le NTD de TDP-43 est hautement conservé chez les animaux (Ayala et al.,, 2005) et joue
un role crucial dans la fonction d'épissage de TDP-43 (Zhang et al.,, 2013). Le NTD existe
dans un équilibre monomere-dimere dans des conditions physiologiques normales
(Zhang et al.,, 2013). D'ailleurs, I'interface intermoléculaire entre monomeres consécutifs
est principalement formée par des résidus chargés et polaires (Wang et al., 2018). Le
monomere NTD est constitué de six brins 3 et d'une seule hélice o (Figure 9) arrangée
dans un domaine axin-1 (DIX), qui facilite la formation de dimeres (Mompean et al.,
2017). Plus tard, grace aux techniques de RMN, il a été découvert que le domaine NTD
et la forme pleine longueur de TDP-43 sont capables de former des oligomeéres in vitro
et il a été suggéré que I'oligomérisation de TDP-43 serait nécessaire a sa fonction (Wang
et al,, 2018). D'autres preuves convergent vers une oligomérisation réversible du NTD ce

qui augmenterait la propension du CTD a l'agrégation (Tsoi et al., 2017). Wang et ses
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collegues (2018) ont suggéré qu'une substitution phosphomimétique S48E perturbait
I'auto-association du NTD, le processus de séparation de phase liquide-liquide in vitro,
et la fonction d'épissage de TDP-43. Il a aussi été rapporté que les dix premiers résidus
de la NTD sont cruciaux pour la formation des homodimeres fonctionnels et sont
également impliqués dans I'agrégation de TDP-43 (Zhang et al., 2013). Il a été avancé
que la dimérisation de TDP-43 via son NTD permettrait les interactions avec ses protéines
partenaires et ARN cibles empéchant potentiellement son agrégation. En effet, la forme
dimérique native du NTD de TDP-43 est essentielle et permet de protéger I'activité
d'épissage des ARN pré-messagers, d'améliorer la solubilité et d'empécher la formation

des inclusions cytoplasmiques de TDP-43 (Jiang et al., 2017).

Figure 9- Structure tridimensionnelle du domaine N-terminal de TDP-43.
Ce domaine obtenu en RMN a partir de la protéine TDP-43 humaine exprimée chez Escherichia coli, est
structuré en 6 brins B (jaune) et une hélice a (rose). Ce modele (RCSB PDB ID : 2N4P) est disponible ici :
https://www.rcsb.org/structure/2N4P. D apres: Mompean M, Romano V, Pantoja-Uceda D, et al. The TDP-
43 N-terminal domain structure at high resolution. FEBS J. 2016,283(7):1242-1260. doi:10.1111/febs.13651.

En outre, le NTD possede un signal de localisation nucléaire (NLS, aa 82-98) qui se
trouve dans le linker entre le NTD et les domaines de liaison a 'ARN (RRM1/2). Le NLS
est reconnu par la protéine Importine-a pour le transport actif de TDP-43 dans le noyau
(Winton et al., 2008 ; Pinarbasi et al., 2018). Une étude récente a révélé que la
phosphorylation du NLS réduit I'affinité pour I'importine a1/B et perturbe I'interface de

dimérisation du domaine NTD de TDP-43 (Doll et al., 2022). Des études montrent que
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des formes tronquées du NLS entrainent une relocalisation cytoplasmique et une

agrégation de TDP-43 (Winton et al.,, 2008 ; Barmada et al., 2010).

* Les motifs de reconnaissance a I’ARN, RRM1/2

TDP-43 contient deux motifs de reconnaissance a 'ARN (RRM1 et RRM2, RRM1/2)
qui sont importants pour la liaison spécifique a I'ARN avec une affinité plus grande pour
les séquences courtes et riches en UG des molécules d’ARN (Kuo et al., 2014). Un linker
d'une quinzaine d'acides aminés sépare les domaines RRM1/2 qui sont trés bien
conservés (Conlon et Manley, 2017). Les deux domaines RRM de TDP-43 présentent un
repliement canonique (B1a1B2B3a2P4) caractéristique des RRM avec une structure
secondaire supplémentaire B-hairpin (B3'B3"), insérée entre a2 et B4, qui élargit la
surface du feuillet B accessible pour la liaison a I'ARN (Lukavsky et al., 2013 ; Sun et
Chackrabartty, 2017). Il a été démontré que le RRM1 est suffisant et essentiel pour une
liaison correcte aux acides nucléiques (Furukawa et al, 2016). Le RRM2 pourrait
contribuer a la dimérisation de la protéine TDP-43 (Kuo et al., 2009). TDP-43 ciblerait
plus de 6000 ARN, y compris des ARN spécifiques aux neurones impliqués dans des
troubles neurodégénératifs (Polymenidou et al, 2011; Tollervey et al., 2011). Il est
intéressant de noter que TDP-43 se lie activement aux régions 3' non traduites (UTR) de
plusieurs milliers de transcrits d’/ARNm et autorégule son propre ARNm pour contréler
sa propre concentration cellulaire et peut étre aussi sa solubilité (Ayala et al., 2011).
L'étude menée par Lukavsky et ses collegues (2013) a permis de démontrer que de
nombreuses mutations dans les domaines RRM altéraient la capacité de liaison a 'ARN
tout en n’interférant pas de maniere significative avec la reconnaissance de I'’ARN. De
plus, une mutation pathologique K181E située dans le linker entre les domaines RRM1
et RMM2 conduit a I'agrégation de TDP-43 et réduit |'affinité pour ses ARN cibles (Chen
et al., 2019). D'autres études récentes montrent que le recrutement de TDP-43 dans les
granules de stress riches en ARNm permet de préserver la solubilité de TDP-43 dans le
cytoplasme (Mann et al,, 2019 ; Zacco et al,, 2019) mais aussi dans le noyau avec I'’ARN

nucléaire dans des conditions normales (Maharana et al., 2018 ; Wang et al., 2020).
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Figure 10- Modele tridimensionnel correspondant aux domaines RRM1/2 fixé a l'oligonucléotide
(GU) 12 avec l'interface d'interaction (carré pointillé noir) entre le monomeére 1 et le monomeére 2.
D’apres : Laboratoire SABNP.

Enfin, une autre étude récente a démontré que l'altération de la liaison coopérative
de TDP-43 a I'ARNm peut étre critique pour maintenir la solubilité de TDP-43 dans le
noyau et dans le cytoplasme en particulier dans les granules de stress enrichies en ARNm
(Rengifo-Gonzalez et al., 2021). Récemment, Rengifo et al. (2021) ont montré que la
liaison coopérative de TDP-43 sur de longues répétitions riches en GU trouvées dans les
introns des ARN cibles conduit a une multimérisation réversible de TDP-43 via une
interaction intermoléculaire impliquant des domaines RRM2 et RRM1 de deux unités
adjacentes de TDP-43 (Figure 10). Cette interface intermoléculaire implique une poche
centrée autour du résidu Val220, localisé dans le domaine RRM2 du premier monomere
et la boucle 3 du domaine RRM1 de la seconde unité monomérique. Les résidus d'acides
aminés et les interactions mises en jeu, pour la stabilité de cette interface, ont été
identifiés. Ces assemblages favoriseraient ainsi la dynamique et la solubilité des
complexes TDP-43/ARN et ainsi ses fonctions physiologiques.

Un signal d'export nucléaire (NES, aa 239-250) est également présent dans le RRM2
de TDP-43 et des mutations dans ce domaine entrainent une accumulation anormale de

TDP-43 dans le noyau (Buratti et al., 2010).
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= Le domaine C-terminal
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Figure 11- Le domaine C-terminal de TDP-43 est faiblement structuré.

Le domaine CTD de TDP-43 est riche en résidus polaires (acide aspartique et glutamique). Une courte
région du domaine CTD riche en résidus aliphatiques comprises entre les aa 321 et 340 qui abrite une
sous-région conservée en hélice-a (région conservée [CR]) a été identifiée. Cette hélice favoriserait la
dimérisation de TDP-43 par le biais d’'un contact intermoléculaire hélice-hélice et serait importante pour
la capacité de TDP-43 a se séparer en phase. Adapté de: Conicella, Alexander E et al. "ALS Mutations Disrupt
Phase Separation Mediated by o-Helical Structure in the TDP-43 Low-Complexity C-Terminal
Domain.” Structure (London, England : 1993) vol. 24,9 (2016): 1537-49. doi:10.1016/).str.2016.07.007. Créé
a partir de Biorender.com.

Le domaine C-terminal (CTD) de TDP-43 est fortement désordonné avec des
séquences de faible complexité qui comprend une région riche en glycine, un segment
riche en acides aminés polaires non chargés, la glutamine et I'asparagine (Q/N) et une
autre région enrichie en glycine et en sérines (Figure 11) (Francois-Moutal et al., 2019).
La composition du CTD présente des similarités aux domaines de type prion (PrLD) de
plusieurs protéines de levure, dont Sup35 ou encore Rnq1 lui permettant ainsi d'étre tres
flexible. Ces protéines de levure contiennent un domaine prionogene et peuvent passer
d'une conformation désordonnée a une conformation de type amyloide riche en feuillets
cross-PB, parfois en tant que réponse physiologique adaptative (Liebman et Chernoff,
2012). Parmi les protéines humaines contenant un domaine de type prion, environ 29%
sont des protéines de liaison a I'ARN telles que EWRS1, FUS ou encore TAF15 qui sont
elles-mémes impliquées dans la pathogénese de diverses maladies neurodégénératives
(Monahan et al.,, 2018). Au niveau de ses fonctions, le CTD de TDP-43 est connu pour
étre un important régulateur des interactions protéine-protéine et du processus de

séparation de phase liquide-liquide (LLPS) (Prasad et al., 2019). Ces interactions protéine-
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protéine sont cruciales pour la régulation de I'expression génique et le traitement de
I’ARN. Plus particulierement, le CTD de TDP-43 peut interagir avec les protéines de la
famille hnRNP in vitro, telles que hnRNPA2/B1 et hnRNP C, afin de sélectionner le site
d'épissage des ARNm de TDP-43 (D'Ambrogio et al., 2009). La fonction la plus connue
de TDP-43 dans I'épissage est celle de la répression de l'inclusion des exons cryptiques,
par exemple I'exon 9 de 'ARNm CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) (Tollervey et al., 2011) ou celui du gene UNC13A (unc-13 homolog A, C.elegans)
(Ma et al,, 2022). Dans le cas de la transcription, le CTD de TDP-43 interagit avec I'’ARN
polymérase Il et agit en tant que répresseur transcriptionnel des génes, notamment le
gene acrvl dans les spermatocytes (Lalmansingh et al, 2011). TDP-43 interagit
également avec d'autres RBP, notamment FUS ou TIA1 (Cytotoxic granule associated
RNA binding protein), des protéines impliquées dans la réponse immunitaire des
protéines de choc thermique (Hsp40, Hsp70), mais aussi des protéines impliquées dans
la réponse au stress cellulaire, notamment SOD1 (Prasad et al., 2019). Il a également été
montré que le domaine CTD de TDP-43 est impliqué dans la formation d'agrégats
pathologiques. Premierement, les protéines contenant une région intrinsequement
désordonnée (IDR) sont sujettes a I'agrégation (Santamaria et al., 2017). Il a été montré
que la suppression de I'IDR de TDP-43 réduit la formation d'agrégats de la protéine dans
les cellules (Prasad et al., 2018). Deuxiemement, sur une cinquantaine de mutations dans
le gene TARDBP, codant la protéine TDP-43, environ 29 se retrouvent localisées dans le
domaine CTD de TDP-43 (Buratti et al., 2015).

Le domaine CTD de TDP-43 est également impliqué dans le processus de
séparation de phase liquide-liquide (LLPS), mécanisme important permettant de former
des condensats sans membrane ayant des fonctions biologiques spécifiques tels que les
granules de stress. Des études récentes ont révélé I'existence d'une courte région
conservée (CR) couvrant les aa 320-343 susceptible d’adopter une structure en hélice-a
(Figure 11), en particulier lorsque TDP-43 subit une LLPS. Cette structure pourrait induire
une dimérisation de TDP-43 par un contact intermoléculaire hélice-hélice ce qui

favoriserait la formation des structures LLPS (Conicella et al., 2016, 2020). De plus, la
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région CR est critique puisqu’a elle seule, elle héberge sept variants associés a la SLA
(Buratti et al., 2018). Ce processus sera présenté plus en détails dans le chapitre Ill. Des
mutations dans le CTD de TDP-43 ou des conditions de stress spécifiques peuvent
favoriser une transition d'une phase liquide a une phase solide dite d'agrégats
irréversibles (Patel et al., 2015) (Cf Chapitre Ill). En plus des mutations et des conditions
de stress, des études ont montré que les gouttelettes liquides vieillies (laissées plusieurs
jours) sont susceptibles de former progressivement des fibrilles riches en brins [
(Conicella et al,, 2020 ; Fonda et al., 2021). En outre, des études ont également montré
que le CTD de TDP-43 est une région propice aux modifications post-traductionnelles
dont la phosphorylation qui peut entrainer la formation d'agrégats de TDP-43 in vitro et
in vivo (Choksi et al., 2014 ; Nonaka et al., 2016). Troisiemement, des fragments C-
terminaux (CTF) de TDP-43 d'environ 25 et 35 kDa peuvent étre générés par le clivage
protéolytique de la caspase 3 au niveau des résidus Asp89 et Asp219 dans les cellules en
culture (Dormann et al., 2009). Les CTF sont caractéristiques de la pathologie puisqu'ils
sont retrouvés dans les inclusions des cerveaux de patients atteints de SLA, et en
particulier les fragments CTF de ~25 kDa sont la forme la plus abondante (Zhang et al.,

2007, 2009).

1.1.6.2 Fonctions biologiques

Etant donné la complexité de la structure de la protéine et de la localisation
subcellulaire variable, TDP-43 est une protéine qui participe a de nombreux processus
cellulaires et moléculaires. Au niveau cellulaire, TDP-43 joue un role important dans le
développement et le maintien du systeme nerveux central (CNS). Au niveau moléculaire,
TDP-43 qui est une protéine de liaison a I'’ARN, intervient dans les différentes étapes du
métabolisme de I'’ARN et de la régulation de I'expression des genes, en passant de la
transcription au transport de I'ARN et a la traduction (Figure 12).

______Sescibles sont principalement des acides nucléiques (ARN, ADN) et des protéines
(Han et al,, 2010). Outre son importante implication dans la régulation de I'ARN, TDP-43

peut contribuer a la formation d'organites sans membrane grace a sa capacité a se
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séparer en phase via le processus LLPS, médié par le CTD (Prasad et al., 2019) qui fait

I'objet d'une description détaillée dans le chapitre IlI.
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Figure 12- Les fonctions de TDP-43 en lien avec le métabolisme de l'’ARN/ADN.
TDP-43 est impliquée dans de nombreuses étapes du métabolisme de I’ARN : épissage et traitement des
ARNInc/microARN dans le noyau, transport et stabilité des ARNm, traduction, formation des granules de
stress et transport des granules dans le cytoplasme. Quant aux fonctions liées au traitement de I’ADN, elles
comprennent la transcription et la réparation a I'ADN. Adapté de: Prasad, Archana et al. "Molecular
Mechanisms of TDP-43 Misfolding and Pathology in Amyotrophic Lateral Sclerosis.” Frontiers in molecular
neuroscience vol. 12 25. 14 Feb. 2019, doi:10.3389/fnmol.2019.00025. Créé avec BioRender.com.

= Fonctions moléculaires liées a la régulation des ARN

a) Epissage des ARNm

L'épissage alternatif est une étape cruciale de I'expression génique réalisé par un
complexe de protéines, nommé spliccosome et qui permet de générer I'’ARNm mature
a partir du transcrit précurseur (ARN pré-messager). Les introns de I'ARN pré-messager

sont supprimés et les exons sont réunis ou exclus dans certains cas pour former la
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séquence codante qui sera traduite en protéine. Dans le noyau, TDP-43 se lie
spécifiquement aux séquences riches en GU avec des affinités de I'ordre du nanomolaire
au sein des séquences introniques permettant ainsi la régulation de I'épissage (Tollervey
et al,, 2011 ; Polymenidou et al., 2011). Notamment, les transcrits avec de longs introns
possedent de nombreux sites de liaison riches en GU (Polymenidou et al., 2011). Par
ailleurs, TDP-43 agit comme un gardien du transcriptome en réprimant |'épissage des
exons « cryptiques » (Donde et al., 2019), des séquences introniques qui ne sont
normalement pas épissées dans les ARNm matures (Ling et al., 2015). L'exemple le plus
connu est celui de I'exon 9 de '’ARNm CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) qui code pour le régulateur transmembranaire de conductance impliqué dans
la muscoviscidose. L'inclusion incorrecte de I'exon 9 dans le transcrit de CFTR conduit a
la production d'une protéine CFTR anormale, contribuant ainsi a la pathogenese de la
mucoviscidose (Burrati et al., 2001, 2004). L'épissage par I'intermédiaire de TDP-43 lui
peret aussi de réguler finement son propre transcrit. TDP-43 régule les événements
d'épissage de plusieurs ARNm importants tels que CFTR, TARDBP, HTT, SNCA, STMNZ et
UNCT13A (Buratti et Baralle, 2001 ; Polymenidou et al,, 2011, 2012 ; Klim et al., 2019 ; Ma
et al,, 2022) dont une grande majorité est impliquée dans des fonctions neuronales. Par
ailleurs, il a été mis en évidence que sa fonction d'épissage est compromise dans la SLA
et dans d'autres protéinopathies de TDP-43 (Sun et al., 2017). En effet, la déplétion
nucléaire de TDP-43 entraine des défauts d'épissage de I'ARNm. De méme, la
surexpression de TDP-43 peut engendrer des complexes d'épissage dysfonctionnels en
raison de l'approvisionnement limité de partenaires protéiques. Ces altérations du
processus d'épissage sont préjudiciables pour les neurones (Heyburn et Moussa, 2016 ;
Lu et al., 2016). Dans un modele de souris transgénique, les mutations de TDP-43
associées a la SLA, Q331K et M337V, induisent des changements des processus
d'épissage de I'ARNm (Polymenidou et al.,, 2012 ; Lagier-Tourenne et al., 2012 ; Arnold
et al, 2013). Une étude récente a montré que la perte nucléaire de TDP-43 dans des
lignées cellulaires neuronales a entrainé l'inclusion de I'exon cryptique dans I'ARNm

UNCT13A et une réduction de l'expression de la protéine UNC13A impliquée dans la
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régulation de la libération des neurotransmetteurs dans les synapses. Elle joue un role
crucial dans la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane présynaptique, ce qui
permet la libération des neurotransmetteurs pour la transmission de I'influx nerveux
entre les neurones (Rosa Ma et al., 2022). Ainsi, ces défauts pourraient étre liés a la perte
de fonction de TDP-43 dans le noyau causant un changement dans le métabolisme de

I’ARN.

Les neurones sont des structures complexes caractérisés par de longs axones qui
communiquent entre eux par des synapses et qui sont trés éloignés du corps cellulaire.
TDP-43 est une protéine de liaison a I'’ARN qui est impliquée dans le transport axonal de
I'’ARNm. En effet, TDP-43 peut transloquer dans le cytoplasme et il est connu qu'elle
s'associerait a I'ARNm pour former des granules de RNP afin de les transporter dans les
axones a l'aide du réseau de microtubules ou ils seront traduits localement en protéines
(Alami et al.,, 2014). La traduction locale au niveau des axones est nécessaire au bon
fonctionnement de la cellule, il est donc essentiel de transporter 'ARNm jusqu’au lieu de
sa traduction. Cependant, il existe des mutations de la protéine TDP-43 associées a la
SLA qui alterent le transport des granules de RNP causant une perturbation de

I'homéostasie neuronale et un dysfonctionnement neuronal (Khalil et al., 2018).

La stabilisation de I'ARN est un processus faisant intervenir des protéines de liaison
a I’ARN qui vont favoriser ou inhiber la machinerie de dégradation de I'’ARN. C'est ainsi
que TDP-43 régule la stabilité de plusieurs ARNm y compris celle de son propre ARNm
(Ayala et al,, 2011 ; Costessi et al., 2014). La capacité de liaison de TDP-43 aux séquences
3'UTR de ces ARNm est responsable de la régulation de la stabilité de I'ARNm (Tollervey
et al,, 2011). Cette liaison aux ARNm cibles affecte la demi-vie sous deux aspects : TDP-
43 peut soit maintenir la stabilité de I'ARNm en se liant a la partie 3'UTR, c’est le cas de

I'’ARNm de NEFL (Neurofilament Light Chain) soit promouvoir la désintégration de
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I'ARNm dont celui de VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) ou de celui de la
GRN (Progranulin) (Volkening et al., 2009 ; Colombrita et al., 2012). Au total, TDP-43
modifie la stabilité de 1330 transcrits et en déstabilise pres de 75% (Sidibé et al., 2021).

Il existe une variété d’ARN dont les ARN non codants, qui sont issus de la transcription
de I'ADN mais qui ne seront pas traduits en protéine. On peut notamment citer les
microARN (miARN), des petits ARN d'une vingtaine de bases et longs ARN non-codants
(ARNInc), contenant plus de 200 nucléotides. Leurs fonctions restent encore mal
comprises mais ils semblent importants pour la régulation des genes et leur dérégulation
a des implications dans le développement des cancers (Zhang et al., 2021). Des études
ont constaté la liaison de TDP-43 au complexe nucléaire Drosha afin de se lier de maniere
directe aux miARN pour faciliter la production de miARN précurseurs (pré-miARN)
(Kawahara et Mieda-Sato, 2012). A I'inverse, la régulation a la baisse de TDP-43 et le
stress cellulaire sont responsables de l'altération de la production de deux miARN dans
les cellules HEK293T (Hawley et al., 2020). Une autre étude a mis en lumiere I'interaction
de TDP-43 a NEAT1 (Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript 1), un ARNInc abondant
dans les paraspeckles, des condensats nucléaires formés par la LLPS (Naganuma et al.,
2012). En particulier, des expériences d'immunoprécipitation (CLIP) ont montré que les
niveaux du transcrit NEAT1 sont augmentés dans le cerveau des patients atteints de SLA
et dans d'autres maladies neurodégénératives (An et al., 2018). Fait intéressant, il a été
récemment montré que la surexpression de l'isoforme constitutif de NEAT1, NEAT1_1
améliore la toxicité de TDP-43 dans des modeles de drosophile et de levure de la
protéinopathie de TDP-43 suggérant un role plutdt protecteur de NEAT1_1 (Matsukawa
et al., 2021). Enfin, la régulation croisée de NEAT1 et TDP-43 est importante pour leurs
fonctions dans la différenciation et la pluripotence des cellules souches (Modic et al.,

2019).
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De nombreuses RBPs sont impliquées dans le contrdle globale ou spécifique de la
traduction des protéines. TDP-43 possede de nombreux partenaires protéiques
impliqués dans la traduction tels que des facteurs de régulation de la traduction ou les
sous-unités des ribosomes (Coyne et al.,, 2014 ; Chu et al,, 2019). Il a été démontré que
TDP-43 influence la traduction d’ARNm spécifiques, a la fois positivement et
négativement (Majumder et al.,, 2012). Par exemple, il a été constaté que TDP-43 réprime
la traduction des ARNm futsch et hsc70-4 dans les axones (Coyne et al., 2014,2017) et le
transcrit de Rac7 dans les dendrites (Chu et al., 2019). TDP-43 peut aussi inhiber la
traduction de plusieurs ARNm via leur séquestration dans les granules de stress afin de
les protéger des effets du stress cellulaire (Aulas et Vande Velde, 2015). Au contraire,
TDP-43 se lie directement aux ARNm Mig12 et Camta1 afin de favoriser leur traduction.
Cependant, ces transcrits sont liés aux maladies neurodégénératives dont la SLA,
suggérant ainsi qu'un défaut de la traduction pourrait contribuer au développement de

la maladie (Neelagandan et al., 2019).

= Meétabolisme de 'ADN

Des fonctions liées au métabolisme de I'ADN telles que la transcription ou la
réparation de I'’ADN impliquant des RBPs ont également été décrites. En particulier, TDP-
43 semble jouer un réle global dans la régulation de la transcription mais ses fonctions
exactes sont moins établies que la protéine FUS par exemple. Des études ont cependant
révélé que TDP-43 se retrouve enrichi au niveau des fibrilles de périchromatine (PFs), des
sites nucléaires de transcription (Casafont et al., 2009). Ces données semblent suggérer
un réle régulateur de TDP-43 en tant que facteur de transcription. En effet, TDP-43
participe au controle de la transcription de certains genes en agissant en tant que
répresseur transcriptionnel, notamment pour le géne de souris SP-10 (mouse acrosomal
protein) durant la spermatogénése (Lalmansingh et al., 2011). Un autre exemple récent
est celui de la répression par TDP-43 du gene VPS4B in vivo (Vacuolar protein sorting 4

homolog B). TDP-43 pourrait également jouer un réle supplémentaire en stabilisant la
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machinerie de transcription au niveau du promoteur et ainsi rester liée méme apres avoir
cessé d'agir comme répresseur (Schwenk et al., 2016). De nouvelles études ont mis en
évidence un rdle essentiel de TDP-43 dans la réparation des cassures d’ADN par jonction
non homologue (NHEJ) en régulant le recrutement des facteurs de réparation NHEJ
classiques sur les sites de cassures en réponse aux agressions génomiques (Mitra et
Muralidhar, 2019). Il a été montré qu’une perte de fonction de la protéine TDP-43 dans
les motoneurones spinaux provoque des défauts de réparation des cassures de I'ADN

qui ont été liés au développement de la SLA (Mitra et Muralidhar, 2019).

» Autres fonctions cellulaires

Outre ses fonctions dans le métabolisme des ARN et de I'ADN, la protéine TDP-43
est impliquée dans de nombreux processus cellulaires dont I'autophagie. TDP-43 joue
un réle important dans la régulation de la dégradation des protéines et des organites
défectueux par I'autophagie (Wang et al., 2008). Des études ont montré que la protéine
TDP-43 est impliquée dans la régulation de l'autophagie de plusieurs manieres, tout
d'abord TDP-43 est capable d'interagir directement avec les protéines impliquées dans
la formation de la membrane autophagique, telles que Atg7 et Atg12 (Wang et al., 2012).
De plus, TDP-43 régule également la traduction de certaines protéines nécessaires a la
formation de la membrane autophagique, comme Atg12 et LC3 (Budini et al., 2017).
Enfin, la régulation de I'autophagie par TDP-43 pourrait étre altérée dans les maladies
neurodégénératives telles que la SLA (Deng et al., 2011).

En plus de son rdle dans l'autophagie, TDP-43 est également impliquée dans la
régulation de la fonction mitochondriale, une fonction qui suscite encore une
controverse (Wang et al,, 2013). Plusieurs études ont montré que TDP-43 interagit avec
des protéines impliquées dans la régulation de la fission, de la fusion et de la
bioénergétique mitochondriales (Wang et al., 2016 ; Gao et al., 2019). En outre, la
surexpression de TDP-43 peut induire une fragmentation mitochondriale et une

diminution de l'activité respiratoire, ce qui suggere un role clé de TDP-43 dans le
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maintien de la fonction mitochondriale normale (Wang et al., 2013 ; Magrané et al,
2014).

Enfin, la protéine TDP-43 est impliquée dans le développement synaptique et
neuronal. Des études ont montré que TDP-43 est exprimé a des niveaux élevés dans les
neurones et joue un role important dans la régulation de la plasticité synaptique, de la
formation de la membrane axonale et du transport des ARNm dans les neurones (Iguchi
et al, 2013 ; Wu et al,, 2015). Des études ont également montré que la surexpression de
TDP-43 peut entrainer une perturbation de la formation des synapses et de la
signalisation neuronale, ce qui suggere un réle clé de TDP-43 dans le développement
neuronal normal (Jiang et al., 2019 ; Lépine et al,, 2022).

En somme, toutes ces fonctions cellulaires sont interconnectées et cruciales pour le
maintien de I'homéostasie cellulaire. En cas de dérégulation, elles peuvent engendrer
des maladies dont la SLA. Nous allons examiner dans la partie suivante, les mécanismes

physiopathologiques de TDP-43 impliqués dans la SLA.

1.1.7 Physiopathologie de TDP-43
1.1.7.1 Délocalisation cytosolique

La délocalisation de TDP-43 dans le cytoplasme est un événement clé dans la
pathologie de la SLA et d'autres maladies neurodégénératives. TDP-43 est normalement
une protéine nucléaire impliquée dans la régulation de |'expression des genes et le
traitement de I'’ARN. Cependant, dans la SLA, TDP-43 est trouvée dans le cytoplasme des
neurones affectés, ou elle forme des agrégats (Neumann et al., 2006). Les mécanismes
sous-jacents a cette délocalisation sont complexes et encore mal compris, mais plusieurs
hypothéses ont été proposées. Plusieurs études ont suggéré que des défauts dans
I'import nucléaire pourraient étre a l'origine de cette redistribution pathologique et
responsable des niveaux accrus de TDP-43 dans le cytoplasme (Hutten et Dormann,
2020). L'import nucléaire de TDP-43 est régulé par la séquence signal de localisation
nucléaire (NLS) présent dans la protéine. La séquence NLS permet a TDP-43 de se lier a

des protéines d'import nucléaire et d'étre transportée dans le noyau (Prasad et al., 2019).
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Des mutations dans la région NLS de TDP-43 ont été associées a des défauts d'import
nucléaire de la protéine dans des modeles cellulaires et dans des tissus de patients
atteints de SLA (Baumer et al,, 2010 ; Budini et al.,, 2012). De plus, des modifications post-
traductionnelles de TDP-43, telles que la phosphorylation, pourraient perturber
I'interaction entre TDP-43 et les protéines d'import nucléaire (importines), conduisant a
une délocalisation cytosolique de la protéine (Nonaka et al, 2013). Des études ont
également suggéré que l'agrégation des importines pourrait jouer un réle dans la
mauvaise localisation cytoplasmique de TDP-43. Il a été montré que TDP-43 interagit
avec la protéine d'import nucléaire Transportin-1 (TRN-1) afin de réguler son propre
transport (Ling et al., 2010). Il a été également suggéré que I'agrégation de TRN-1 peut
perturber cette interaction et conduire a la délocalisation de TDP-43 dans le cytoplasme
(Chen et al., 2016) tout comme la surexpression de I'lmportine-B, une autre protéine de
transport (Zhang et al., 2017). De plus, il a été proposé que I'agrégation des importines
pourrait également contribuer a la formation des agrégats de TDP-43. Des études ont
montré que les agrégats de TDP-43 sont associés a I'accumulation d'importines dans le
cytoplasme des cellules touchées par la SLA (Nonaka et al.,, 2013). En outre, l'interaction
entre TDP-43 et les importines dans le cytoplasme peut conduire a la formation de
complexes qui favorisent I'agrégation de la protéine (Wang et al., 2013). Néanmoins, une
fois que TDP-43 s'accumule dans le cytoplasme, la protéine resterait soluble et distribuée
de maniére homogene (Ayala et al, 2011; Bentmann et al, 2012), suggérant que le
défaut d'import nucléaire n'est pas a lui seul responsable de |'agrégation pathologique

de TDP-43.

1.1.7.2 Mutations pathologiques

Une cinquantaine de mutations dans le gene TARDBP ont été associées a la SLA.
Ces mutations se trouvent majoritairement dans la partie CTD de TDP-43 (Screedharan

et al., 2008 ; Buratti, 2015) (Figure 13).
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Figure 13- Mutations pathologiques de TDP-43 associées a la SLA.
L'ensemble des mutations générant des substitutions d'acides aminés de la protéine TDP-43 dans la SLAf
et SLAs sont présentées. La majorité des mutations se regroupent dans le domaine de faible complexité
de TDP-43 (CTD/LCD). Adapté de: Prasad, Archana et al. “Molecular Mechanisms of TDP-43 Misfolding and
Pathology in Amyotrophic Lateral Sclerosis.” Frontiers in molecular neuroscience vol. 12 25. 14 Feb. 2019,
doi:10.3389/fnmol.2019.00025. Créé avec Biorender.com.

Les mutations dans le CTD renforcent la propension intrinseque a I'agrégation de
la protéine TDP-43. Une étude a montré que les protéines TDP-43 exprimées de maniére
recombinée in vitro, et portant les mutations liées a la SLAf, y compris Q331K, M337V,
Q343R, N345K, R361S et N390D favorisent la cytotoxicité dans les cellules de levure
(Johnson et al., 2009). De plus, la mutation A315T de TDP-43 provoque la formation de
fibrilles amyloides et conduit a la mort des neurones en culture primaire (Guo et al,
2011). Les mutations de TDP-43 conduisent a une protéinopathie TDP-43 et des
symptomes de SLA identiques a ceux de la SLAs. Néanmoins certaines mutations de TDP-
43 qui ont une plus grande propension a l'agrégation, et c'est notamment le cas de
G294V, A315T, M337V, G376D et A382T, induisent la mauvaise localisation de TDP-43
(Mitsuzawa et al, 2018 ; Mutihac et al, 2015). En outre, il a été décrit que certaines
mutations de TDP-43 telles que D169G, A315T, Q343R, G348C et R361S modulent la
dynamique des GS (Prasad et al., 2019). Il a été observé que ces mutations induisent la
formation de plus grands GS et la réduction de leur mobilité et de leur densité de
distribution ce qui nuit a I'homéostasie de I'ARN et conduit a un dysfonctionnement

neuronal. Il a été aussi observé que les protéines mutantes TDP-43 ont une demi-vie plus
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longue qui peut étre corrélée avec I'accélération de I'apparition de la maladie. Ainsi, les
mutations de TDP-43 associées a la SLA telles que D169G, K263E, G298S, A315T, M337V,
Q343R, G348C, N352S et A382T, contribuent a l'accélération de la pathologie et
augmentent la propension a l'agrégation de TDP-43 dans la SLA (Austin et al., 2014 ;
Watanabe et al.,, 2013).

1.1.7.3 Modifications post-traductionnelles

Une modification post-traductionnelle (MPT) est une modification qui implique
I'ajout covalent d'un groupement chimique sur un acide aminé ou implique une
modification enzymatique comme le clivage protéolytique apres sa synthése
ribosomique (Buratti, 2018). Les MPT peuvent étre réversibles, par exemple la
phosphorylation ou irréversible comme la protéolyse. Ces modifications sont essentielles
pour réguler la structure, la fonction et l'interaction des protéines dans les cellules, ainsi
que leur localisation subcellulaire et leur stabilité. TDP-43 subit un grand nombre de
MPT, notamment la phosphorylation, l'ubiquitination, la protéolyse, I'acétylation,
I'oxydation, la méthylation ou encore la O-GIcNAc-glycosylation (Figure 14) (Maurel et
al., 2019 ; Sternburg et al., 2022).

La plupart d'entre elles ont été identifiées dans les inclusions cytoplasmiques
pathologiques de TDP-43 (Buratti, 2018). Parmi elles, on peut citer les principales, a savoir
I'hyper-phosphorylation de TDP-43, |'ubiquitination et la formation des fragments C-
terminaux (CTF) (Neumann et al., 2006). La phosphorylation de TDP-43 a été largement
étudiée dans la SLA, et elle est considérée comme I'une des signatures pathologiques la
plus importante. La phosphorylation consiste brievement en I'ajout d'un groupement
phosphate sur une sérine, une thréonine ou une tyrosine d'une protéine. Des études ont
montré que TDP-43 est hyper-phosphorylée dans les neurones de patients atteints de
SLA, ce qui peut entrainer sa mauvaise localisation dans le cytoplasme et la formation
d'agrégats pathologiques. Il a été décrit que plusieurs kinases, dont CK1 (Casein kinase

1), GSK3-B (Glycogene Synthase Kinase 3b), ERK (Extracellular signal-regulated kinase) et
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p38 (p38 mitogen-activated protein kinases) sont impliquées dans la phosphorylation

de TDP-43 dans la SLA (Hasegawa et al., 2018).
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Figure 14- Les différentes modifications post-traductionnelles (MPT) de TDP-43.
TDP-43 est sujette a de nombreuses MPT, on en compte au total 8: phosphorylation, oxydation,
méthylation, acétylation, PARylation, protéolyse, ubiquitination ou encore O-GIcNAc-glycosylation. Pour
chacune des MPT, les enzymes ainsi que les acides aminés concernés sont indiqués. Les groupements
chimiques ajoutés lors du processus de MPT est également indiqué autour du cercle. D’apres: Sternburg,
Erin L et al. "Post-translational modifications on RNA-binding proteins: accelerators, brakes, or passengers
in neurodegeneration?.” Trends in biochemical sciences vol. 47,1 (2022): 6-22. doi:10.1016/}.tibs.2021.07.004.

Nous verrons dans le chapitre IV, le réle précis de la phosphorylation de TDP-43
dans la pathologie. L'ubiquitination est une autre MPT importante de TDP-43 dans la
SLA, et qui consiste a ajouter une petite protéine appelée ubiquitine a la protéine cible,
ce qui peut réguler la dégradation de la protéine ou son interaction avec d'autres
protéines (Burrati, 2018). Des études ont montré que TDP-43 est ubiquitinylée de
maniere anormale dans les neurones de patients SLA, ce qui peut conduire a sa
dégradation ou a son agrégation dans le cytoplasme. Plusieurs enzymes ubiquitine-
ligases, notamment 'UCHL1 et I'I'TCH, ont été impliquées dans I'ubiquitination de TDP-

43 dans la SLA (Sato et al., 2018). Des fragments C-terminaux de TDP-43 (CTF) ont
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également été retrouvés dans les agrégats pathologiques observés dans les neurones
de patients atteints de SLA et dans d'autres maladies neurodégénératives (Arseni et al.,
2022). Le clivage protéolytique de TDP-43 forme généralement des CTF de 25 kDa et 35
KDa, qui sont d'ailleurs les especes les plus couramment retrouvées dans les inclusions
insolubles (Igaz et al., 2008). En plus de subir une protéolyse, les CTF agrégés sont hyper-
phosphorylés et ubiquitinylés avec une forte propension a l'agrégation dans des
modeles in vitro et in vivo (Igaz et al., 2008 ; Chou et al., 2018 ; Riemenschneider et al.,
2021). Une étude a montré que les CTF de TDP-43 sont cytotoxiques pour les neurones
(Nonaka et al., 2013). Une autre étude récente a démontré que les CTF de TDP-43
induisent I'apoptose par l'intermédiaire de I'activation de la caspase 3, une enzyme
impliquée dans le processus de mort cellulaire programmée (Wang et al., 2021). En
dehors de ces principales MPT observées dans les maladies neurodégénératives telles
que la SLA, il existe des études qui montrent que d'autres MPT sont impliquées dans la
maladie. Par exemple, I'acétylation de TDP-43 qui consiste en I'ajout d'un groupement
acétyle sur un résidu lysine de la protéine, a été identifiée dans les tissus de patients SLA
(Cohen et al,, 2015 ; Wang et al., 2017). Une étude a également montré que I'acétylation
des lysines dans les domaines RRM de TDP-43 (K136, K145 et K192) réduit sa capacité a
se lier a 'ARN ce qui perturbe I'épissage alternatif de ses ARN cibles et entraine une
augmentation de l'agrégation par séparation de phase (Cohen et al., 2015 ; Wang et al.,
2017 ; Morato et al.,, 2022). L'étude récente de Morato et ses collegues (2022) révele
également que l'acétylation de la lysine K84 située dans la séquence NLS de TDP-43
perturbe I'import nucléaire ce qui conduit a la mauvaise localisation de la protéine. En
outre, I'oxydation des cystéines de TDP-43 peut représenter une voie pathologique
cruciale dans la SLA. Par des études in cellulo et in vitro, Cohen et ses collegues (2012)
ont rapporté que le stress oxydatif favorise la réticulation de TDP-43 via I'oxydation de
la cystéine et la formation de ponts disulfures. Une étude récente menée par Han et ses
collegues (2021) a révélé que l'oxydation de la cystéine 173 de TDP-43 conduit a
I'agrégation de TDP-43. De plus, une autre étude montre que I'oxydation des cystéines

des domaines RRM de TDP-43 entraine une perte de liaison de TDP-43 a I'ARN et une
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diminution dans la fonction d'épissage des ARN cibles. Cette méme étude a révélé que
la surexpression d'une forme mutante de TDP-43 avec des cystéines oxydées augmente
la toxicité cellulaire (Jia et al., 2021). De plus, il a été recemment montré que la protéine
TDP-43, est une cible de la SUMOylation, une MPT qui crée une liaison covalente entre
une ou plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) sur une lysine de la
protéine cible (Maurel et al., 2019). Les auteurs de cette étude ont démontré que
I'inhibition de la SUMOylation par l'acide anacardique, réduit significativement la
présence d'agrégats cytoplasmiques de TDP-43 et améliore la neuritogénese et la
viabilité cellulaire in vitro (Maurel et al., 2019). De surcroit, la PARylation de TDP-43 est
une MPT récemment identifiée dans la SLA, elle consiste en I'ajout d'un groupe d'ADP-
ribose a une protéine par des enzymes poly(ADP-ribose) polymérases (PARP). Une étude
a constaté que la liaison de TDP-43 a PAR, favoriserait la séparation de phase de TDP-43
in vitro, et son accumulation dans les granules de stress des cellules de mammiféeres et
des neurones (Mcgurk et al.,, 2018). Néanmoins, les mécanismes exacts de la PARylation
de TDP-43 dans la SLA restent floues. Enfin, des MPT moins connues comme la O-
GIcNAcylation et la méthylation sont encore peu étudiées et leur role dans la SLA n'est
pas encore établi.

En résume, il existe un large panel de mécanismes physiopathologiques
responsables du développement de la SLA. Néanmoins, il reste encore a déterminer si la
maladie est principalement due a une perte de fonction ou a un gain de fonction de

TDP-43. Dans la section suivante, nous chercherons a répondre a cette question.

1.1.7.4 Mécanismes de perte ou de gain de fonction

Dans la SLA, la protéine TDP-43 présente une altération de sa fonction normale
dans le noyau des cellules. Cette perte de fonction nucléaire se traduit par des
dysfonctionnements au niveau du métabolisme de I'ARN et de I'épissage des genes.
Parallelement, on observe un gain de fonction toxique de TDP-43 dans le cytoplasme
des cellules, ou la protéine s'accumule et forme des agrégats (Hergersheimer et al., 2019).

Ces agrégats cytoplasmiques de TDP-43 sont caractéristiques des tissus post-mortem
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des patients atteints de SLA. (Ling et al., 2013). Une question tres débattue concerne la
dégénérescence causée par les agrégats pathologiques de TDP-43, et il n'est pas encore
clairement établi s'il s'agit d'une perte ou d'un gain de fonction toxique de TDP-43

(Figure 15).
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Figure 15- Mécanismes de perte et de gain de fonction (LOF/GOF) de la protéine TDP-43 dans les
protéinopathies associées a TDP-43.

A gauche, la déplétion nucléaire de TDP-43 (LOF pour « Loss of Function ») entraine une perturbation du
métabolisme des ARN conduisant a la réduction de la production des protéines. A droite, I'accumulation
et la formation d'agrégats cytoplasmiques hyper-phosphorylés de la protéine TDP-43 (GOF pour « Gain
of Function »), entrainent des dysfonctionnements biologiques : formation anormale des granules de
stress, dysfonctionnement mitochondrial, réduction de I'autophagie et du protéasome. D’aprés: Boer EM)J
et al, 2020. TDP-43 proteinopathies: a new wave of neurodegenerative diseases. J Neurol Neurosurg
Psychiatry. 2020 Nov 11;,92(1):86-95. doi: 10.1136/jnnp-2020-322983.

La recherche en cours vise a mieux comprendre la relation entre la localisation de
TDP-43 et les altérations fonctionnelles associées a la SLA, afin d'apporter plus de clarté
a ce meécanisme. L'hypothese d'un gain de fonction toxique de la protéine TDP-43
suggere que les agrégats cytoplasmiques de TDP-43 ou la présence de mutations
pourraient étre toxiques (Zhang et al., 2009 ; Johnson et al., 2009). Les effets de gain de

fonction pourraient également provenir de la séquestration anormale d’ARNm ou de
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protéines généralement partenaires de TDP-43, ce qui affecterait leurs fonctions. C'est
notamment le cas pour les RBPs telles que RBM14 (RNA binding motif protein 14) ou
NonO (Non-POU domain-containing octamer-binding protein), qui jouent un rdle dans
I'épissage des ARN pré-messagers ainsi que la répression transcriptionnelle et qui sont
retrouvées enrichies dans la fraction insoluble de TDP-43 sur-exprimée (Dammer et al.,
2012).

En lien avec cette hypothese, il a également été montré une mauvaise localisation
d'un facteur de transport nucléaire THOC2 (THO Complex Subunit 2) dans le cytoplasme
des cellules HEK-293T transfectées avec une forme C-terminale tronquée de TDP-43
(CTF) (Woerner et al., 2016). L'agrégation cytoplasmique de TDP-43 hyper-phosphorylée
est une caractéristique des protéinopathies TDP-43 et peut entrainer un stress cellulaire,
une formation anormale de granules de stress, un dysfonctionnement mitochondrial,
une réduction de l'autophagie et un dysfonctionnement des processus protéosomaux.
En outre, l'inhibition de I'endocytose et I'expression réduite des protéines de choc
thermique ont également été signalées, ainsi qu'un comportement de type prion
(propagation d'une cellule a I'autre) (Figure 15). Une étude a également démontré que
I'agrégation cytosolique de TDP-43 séquestre sa propre contrepartie nucléaire (Cascella
et al., 2016). Cette déplétion nucléaire empécherait alors TDP-43 de remplir ses fonctions
dans le noyau, provoquant ainsi une perte de fonction simultanée. La deuxiéme
hypothese de perte de fonction de TDP-43 suggere une déplétion nucléaire de la
protéine, suite a son agrégation irréversible dans le cytoplasme, ce qui altére le
métabolisme de I'’ARN (épissage des ARNm, transcription, transport des ARNm) médié
par TDP-43 et se traduit par une production réduite de protéines. Dans ce cas, les
agrégats retiennent TDP-43 dans le cytoplasme et provoquent une perte de fonction
(Winton et al., 2008 ; Nishimoto et al., 2010 ; Budini et al., 2012). Certaines études
montrent que la déplétion nucléaire de TDP-43 précederait la formation des corps
d'inclusions (Lee et al., 2011 ; Xu, 2012). A I'heure actuelle, il semblerait que ce soit une

combinaison des deux mécanismes (Sun et Chakrabartty, 2017), ils ne s'excluent pas mais
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peuvent s'additionner et ainsi fonctionner ensemble pour affecter la viabilité des
motoneurones.

Nous venons de voir dans le chapitre Il, la structure en multi-domaine de TDP-43
qui lui permet de réguler de nombreux processus cellulaires, qui peuvent étre a leur tour
dérégulés et provoquer la maladie. En plus de réguler principalement le métabolisme
des ARN, TDP-43 a la capacité de subir un mécanisme d'auto-association réversible,
appelé séparation de phase liquide-liquide (LLPS), un processus biophysique qui a
récemment suscité un intérét considérable dans la recherche sur les maladies
neurodégénératives. Nous allons maintenant décrire les caractéristiques générales des
LLPS, puis nous étudierons les condensats spécifiques de TDP-43, leurs fonctions

biologiques ainsi que leurs régulateurs dans le chapitre suivant.
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Chapitre IlI- Auto-association de TDP-43 et le processus de
séparation de phase liquide-liquide (LLPS)
1.1.8 Découverte des LLPS

Le mécanisme de séparation de phase liquide-liquide (LLPS) a été introduit des le
début du 20°™¢ siécle lorsque Edmund Beecher Wilsonin a proposé le concept du
« cytoplasme a émulsion liquide ». Le cytoplasme des cellules eucaryotes se
comporterait comme un mélange de différentes gouttes chimiquement en suspension
(Wilson et al., 1899). Néanmoins, ce n'est qu'en 2009, lorsque Tony Hyman et Cliff
Brangwynne ont découvert que les granules P sont des structures qui ont des
comportements classiques de type liquide et que leur localisation est entrainée par une
dissolution ou une condensation rapide, que les biologistes ont commencé a réaliser que
les LLPS pouvaient étre a l'origine de la formation des différents organites sans
membrane dans les cellules (Brangwynne et al., 2009). Deux ans plus tard, il a été montré
que le nucléole, autre organite sans membrane, contenant du matériel génétique et des
protéines, présente aussi des propriétés de type liquide qui semblent dépendre de
I'activité ATPase (Brangwynne et al., 2011). En 2012, il a été démontré que lorsque des
protéines multivalentes interagissent, elles subissent une transition de phase rapide (Li
et al, 2012). Brievement, les protéines passent de petits complexes a de grands
assemblages polymériques concomitant avec une augmentation de la concentration des
protéines et la formation de LLPS macroscopiques. La méme année, une étude a montré
que les LLPS déterminaient I'architecture des granules d’ARN dans une réaction in vitro
(Kato et al., 2012). Ces deux études majeures ont permis de montrer la facilité avec
laquelle les LLPS peuvent étre reproduites en utilisant seulement des tubes a essais ce
qui a conduit a I'émergence d’'un nouveau domaine scientifique LLPS. Le processus LLPS
est un mécanisme de formation de compartiments intracellulaires qui est maintenant
reconnu comme un processus fondamental dans la régulation de nombreux processus
cellulaires, tels que la régulation de la transcription (Sabari et al., 2018), la régulation de
la signalisation immunitaire (Su et al., 2016) et la formation de ribonucléoprotéines (RNP)

(Molliex et al., 2015). Cependant, des preuves récentes ont suggéré que la LLPS peut
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également étre associée a la formation d'agrégats de protéines dans les maladies
neurodégénératives (Babinchak et al., 2020).

Nous avons examiné précédemment la présence d'organites non membranaires ou
de condensats au sein des cellules eucaryotes, qui se forment par un processus connu
sous le nom de séparation de phase liquide-liquide (LLPS). Ces structures présentent des

propriétés liquides, que nous allons maintenant examiner en détail.

1.1.9 Caractéristiques générales des LLPS
1.1.9.1 Diagramme de phase

Nous venons de voir que la séparation de phase liquide-liquide (LLPS) est le
principe biophysique qui régit la formation de condensats sans membrane. Par
comparaison avec les organites comme le réticulum endoplasmique et I'appareil de
Golgi, les condensats sans membrane formés par le processus LLPS possedent des
propriétés liquides. lls peuvent assembler des protéines et/ou des acides nucléiques afin
de déclencher des réactions biochimiques ou séquestrer des biomolécules par le biais
de I'augmentation de la concentration en protéine ou en ARN (Woodruff et al., 2017). A
I'intérieur de ces condensats, les différents composants peuvent facilement se mélanger
et rapidement échanger des composants avec I'environnement. En biologie, les réactions
chimiques ont tendance a se produire dans les liquides d'ou I'importance des condensats
dans le fonctionnement normal de la cellule (Hyman et al., 2014). Ces liquides sont plus
communément appelés des granules ribonucléoprotéiques (RNP) car ils sont
principalement enrichis en protéines et en ARN a la fois dans le noyau et dans le
cytoplasme des cellules (Tauber et al., 2020). La transition de phase liquide suit un
diagramme de phase (Figure 16A) conduisant a la démixtion des biomolécules dans des
gouttelettes liquides tres concentrées, un peu comme une séparation de phase de I'huile
dans I'eau (démixtion), avec des caractéristiques de liquide (Portz et al.,, 2021). On peut

retrouver des solutions composées d'une seule protéine auto-interagissant avec elle-
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méme (interaction homotypique) et dans ce cas un seuil de concentration est nécessaire

pour que la séparation de phase se produise (Figure 16A).
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Figure 16- Les conditions favorisant les transitions de phases liquides (LLPS).

Les condensats formés par les LLPS suivent un diagramme de phase (A). Lors d'une séparation
homotypique (interaction d'une protéine avec d'autres copies d’'elle-méme), une concentration critique
des biomolécules provoque la transition d'une phase homogéne [1] a une phase dense biphasique [2] qui
ressemble a des gouttelettes de liquide. Cette phase dense coexiste avec une phase diluée. Plus la
concentration des biomolécules a l'intérieur de ces condensats augmente plus la taille des gouttelettes
augmente [3]. Souvent, les condensats produits par LLPS dans les cellules sont issus d'interactions
hétérotypiques (une protéine interagissant avec d'autres partenaires protéiques ou avec de I'ARN) (B).
Ainsi, la transition de phase peut étre régulée par les concentrations locales d’ARN. Un ratio faible
ARN:protéine permet la formation d'assemblages trés denses favorisant les interactions protéine-protéine
autour de I'ARN formant ainsi des complexes sans membrane tandis qu'un ratio élevé ARN:protéine
dissout les condensats. D’apres : Portz B, Lee BL, Shorter J. FUS and TDP-43 Phases in Health and Disease.
Trends Biochem Sci. 2021 Jul:46(7):550-563. doi: 10.1016/j.tibs.2020.12.005.

Plus complexe pour les solutions hétérogenes composées de différentes
protéines et/ou d'acides nucléiques (interaction hétérotypique), la séparation en phase
liquide ne dépendra plus d'une concentration seuil mais de plusieurs stimuli tels que les
conditions environnementales (concentration en sel, co-solutés, pH) et surtout du type
de composant et de la quantité d’ARN. L'ARN est un régulateur des phases, a faible ratio
d'ARN, la nucléation des complexes sous formes d'organelles sans membrane est
possible tandis qu'un ratio d’ARN élevé les dissout (Figure 16B) (Franzmann et Alberti,

2018 ; Portz et al., 2021). Il a également été démontré que I'’ARN agit comme un élément
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structurant en se liant aux protéines et en facilitant la formation de liaisons entre les
protéines (GJ Navarro et al, 2019). Cela conduit a la formation de condensats plus
étendus et plus cohésifs. Il est intéressant de noter que ces résultats révelent que la
composition des condensats dépend également de I'’ARN présent. Différents types
d'ARN peuvent recruter des protéines spécifiques, ce qui entraine une ségrégation des
protéines spécifiques et une organisation spécifique au sein du condensat.

Pour approfondir notre compréhension des propriétés et des mécanismes des
séparations de phase liquide-liquide (LLPS), il est crucial d'examiner leur diagramme de
phase, qui décrit les conditions dans lesquelles ce processus se produit. De plus, des
méthodes d'observation et d'étude spécifiques ont été développées pour obtenir une

vision plus concréete de ces structures.

1.1.9.2 Méthodes d’'observation et d’étude des LLPS

Plusieurs méthodes sont disponibles pour observer et étudier I'auto-association
réversible des RBPs dans les condensats liquides (LLPS). Parmi celles-ci, on retrouve des
tests classiques in vitro réalisés dans des tubes a essais a I'aide de protéines purifiées,
I'utilisation d’outils bio-informatiques ou de bases de données, des techniques de
microscopie a haute résolution telles que la microscopie confocale ou électronique, ainsi
que la méthode FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Chu et al., 2022). En
particulier, la méthode FRET utilise le transfert d'énergie a courte distance pour détecter
les interactions entre deux fluorophores (un donneur et un accepteur). Lorsque les deux
protéines sont tres proches (distance inférieure a 10 nm), I'énergie absorbée lors de
I'excitation du fluorophore porté une protéine (donneuse) est en partie transmise a
I'autre protéine (accepteur), ce qui induit une émission lumineuse a une longueur d'onde
plus élevée qui peut étre détectée au microscope de fluorescence (Wan et al., 2022).
Cependant, cette technique comporte des limites, notamment I'équipement spécifique
pour analyser le signal FRET, la distance ou l'orientation du donneur et de l'accepteur
peuvent influencer le résultat, ainsi que le ratio signal sur bruit faible. Une autre

technique appelée le Microtubule Bench (MT bench), développée dans le laboratoire
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SABNP, permet de reconstituer artificiellement les LLPS in cellulo a l'aide des
microtubules comme nanoplateforme, dans les cellules HeLa (Maucuer et al., 2018). Le
but étant d'étudier les autoassemblages réversibles d'ordre supérieur de TDP-43 ou
d'autres RBPs dans des conditions physiologiques ou pathologiques (en présence de
mutations dans les protéines étudiées). Cette méthode présente de nombreux avantages
qui sont expliqués dans le chapitre Matériels et Méthodes du présent manuscrit. Pour
nos études, nous avons combiné la méthode du MT bench a celle de la microscopie a

haut contenu (HCS, « High-content screening »).

1.1.9.3 Diversité des condensats

Stockage d'ARN
non-codants
Assemblage des
ribosomes et synthése
d'’ARNr

Assemblage Ddeegsrid;:ll%n
des snRNP i Corps P
Cajal Paraspeckle

Granules de
stress

N\

Régulation de la
traduction et
stockage des

CGAS ARNm

Signalisation
immunitaire
innée

Figure 17- La diversité des condensats biomoléculaires et leurs principales fonctions.

Une liste non-exhaustive d'organites sans membrane est représentée sur la figure. Dans le noyau, on
retrouve le nucléole (rouge), les corps de Cajal (jaune) ou encore le paraspeckle (vert). Dans le cytoplasme,
on peut apercevoir des corps P (bleu), des granules de stress (gris) et des granules cGAS (rouge). Leurs
principales fonctions sont indiquées dans un encadré en gris. Dans I'encadré en pointillé, chaque
condensat est enrichi en biomolécules spécifiques qui s'assemblent par le processus LLPS en une phase
dense (orange) hyper concentrée tout en excluant d'autres molécules de la phase. Adapté de: Gomes,
Edward, and James Shorter. “The molecular language of membraneless organelles.” The Journal of biological
chemistry vol. 294,18 (2019): 7115-7127. doi:10.1074/jbc.TM118.001192. Créé avec BioRender.com.
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Les méthodes et outils, décrites précédemment (cf. 1.1.9.2), ont permis de
caractériser ces structures. En effet, les LLPS génerent des condensats cellulaires et des
organites sans membrane (MLO) dotés de fonctions biologiques (Figure 17). Les MLO
sont composés de macromolécules, telles que des protéines et des acides nucléiques et
sont localisés dans le cytoplasme et le noyau (Wang et al., 2021). Par exemple, ils
comprennent le nucléole, les paraspeckles, les corps de Cajal, les corps P, les speckles
nucléaires et les corps de la leucémie promyélocytaire dans le noyau, les granules de
stress ou encore les granules cGAS dans le cytoplasme (Choi et al., 2023). Nous venons
de voir que les propriétés physicochimiques des LLPS permettent aux MLO de présenter
des propriétés de type liquide, telles que la fluidité, la dynamique de formation ou bien
la dissolution. Ces différentes propriétés soutiennent les différentes fonctions cellulaires
des MLO, notamment le métabolisme de I'’ARN, la régulation de I'expression des genes,

la stabilité cellulaire ou encore la signalisation immunitaire (Wang et al., 2021).

1.1.9.4 Fonctions physiologiques des LLPS

Les fonctions physiologiques des LLPS sont vastes et comprennent entre autres la
régulation de la transcription, I'organisation du génome, les réponses immunitaires et la
signalisation neuronale synaptique. En effet, une étude montre que la transcription,
étape essentielle de I'expression des genes médiée par I'ARN Pol I, a lieu dans des
condensats nucléaires ayant des propriétés liquides. Ces structures sont formées par la
LLPS de Pol Il et de divers facteurs hébergeant des IDR (régions intrinsequement
désordonnées), tels que des facteurs de transcription et des coactivateurs (Chong et al.,
2018). Aujourd’hui, de plus en plus d'études montrent qu'il existe un nombre croissant
de facteurs de transcription notamment OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4)
et GCN4 (Activating transcription factor-4), qui peuvent se séparer en phase et former
des condensats liquides avec leurs partenaires protéiques (Boija et al., 2018). Outre les
facteurs de transcription, I'ARN peut également réguler la formation des condensats de
transcription (Henninger et al., 2021). Les structures LLPS interviennent aussi dans la

régulation du génome. L'ADN génomique des eucaryotes existe sous forme de
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chromatine dans le noyau, et est composé de protéines appelées les histones. Il a
récemment été démontré que la chromatine subit le processus LLPS, piloté par les
queues d'histones chargées positivement (Gibson et al., 2019). Plusieurs facteurs peuvent
réguler la formation des condensats de la chromatine. Par exemple, il a été constaté que
la protéine 1 de I'hétérochromatine (HP1) favorise le processus LLPS de la chromatine et
réduit la dynamique des condensats, en accord avec son réle de facteur architectural
répressif de la chromatine dans les cellules (Gibson et al., 2019). Les LLPS peuvent
également étre un médiateur de la transduction du signal des réponses immunitaires
innées. Par exemple, des condensats de cGAS-ADN sont formés via LLPS afin de produire
efficacement un messager, le cGAMP, qui active a son tour la réponse immunitaire
antivirale. G3BP1 (Ras GTPase-activating protein-binding protein 1), outre sa fonction de
marqueur dans les GS, est aussi un régulateur positif de la réponse immunitaire innée,
et la protéine N du virus SARS-CoV-2 peut supprimer la réponse immunitaire en formant
des condensats avec 'ARN et G3BP1 (Lu et al., 2021). De méme, le processus LLPS joue
également un réle important dans la transduction du signal des réponses immunitaires
adaptatives. En particulier le récepteur des cellules T (TCR) peut se séparer en phase dans
un condensat, tout en excluant I'inhibiteur de la transduction du signal, CD45, afin de
garantir I'activation des cellules T (Courtney et al., 2018). Enfin, le processus LLPS joue un
rOle crucial dans les assemblages de signalisation de densité présynaptique, ou il peut
contribuer a la formation de condensats constitués de protéines d'échafaudages
RIM/RIM-BPs (Rab-interacting molecule (RIM)-binding proteins (RIM-BPs), entrainant
une forte concentration de canaux calciques a voltage dépendant (Wu et al., 2019). Les
protéines associées aux vésicules synaptiques comme la synapsine peuvent également
organiser la formation de groupes de vésicules par LLPS, ce qui est important pour le
maintien de la stabilité de la réserve de vésicules synaptiques (Milovanovic et al., 2018).

Nous venons de voir que les condensats formés par LLPS sont nombreux et ont
des fonctions essentielles dans |'expression des genes, le métabolisme de I'ARN, les
réponses immunitaires et la signalisation neuronale. Nous allons maintenant voir quels

sont les condensats spécifiques a TDP-43 et leurs fonctions biologiques.
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1.1.9.5 Les interactions multivalentes

Lorsque des protéines et/ou des acides nucléiques subissent le processus LLPS,
elles se condensent en une phase dense. Le maintien de cette phase va étre régulé par
des interactions multivalentes entre les protéines et les ARN qui permettent la formation
de réseaux tridimensionnels de molécules qui s'étendent sur le volume des gouttelettes
liquides (Li et al, 2012). La multivalence qui est un parametre clé dans les LLPS fait
référence au nombre de domaines ou motifs avec lesquels une seule espece de
biomolécule peut interagir simultanément (Alberti et al, 2019 ; Martin et Holehouse,
2020). Les forces qui animent les LLPS peuvent étre distinguées en deux types
d'interactions multivalentes : les interactions classiques comprenant les interactions
protéine-protéine, protéine-ARN et ARN-ARN et puis les interactions faibles entre les
IDR (régions intrinsequement désordonnées) dont les interactions m-m, cation-anion,
dipdle-dipdle et les interactions m-cation (Figure 18) (Wang et al,, 2021). Chacune de
ces forces est soumise a une régulation d'ordre supérieur, par exemple par des

modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation.
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Figure 18- Les interactions multivalentes pilotent la séparation de phase.

Les condensats séquestrent des protéines et acides nucléiques spécifiques pour inhiber ou
favoriser une réaction. Ce sont majoritairement des interactions multivalentes qui contribuent aux
structures LLPS et elles sont de deux types: la premiere plus classique est composée d'interactions
multivalentes de type protéine-protéine, protéine-ARN et ARN-ARN (a), la deuxiéme étant plutdt des
interactions multivalentes faibles et transitoires entre les régions intrinséquement désordonnées (IDR)
dont les interactions m-m, cation-anion, dipdle-dipdle et les interactions m-cation (b). Adapté de: Wang,
Bin et al. "Liquid-liquid phase separation in human health and diseases.” Signal transduction and targeted
therapy vol. 6,1 290. 2 Aug. 2021, doi:10.1038/541392-021-00678-1.
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1.1.9.6 Les régions IDR sont suffisantes pour I'organisation des structures LLPS

Les condensats sont fortement enrichis en protéines possédant des domaines
intrinsequement désordonnés (IDR) comme les RBPs ce qui suggére un rble important
des IDR dans le recrutement des protéines et potentiellement dans les propriétés du
condensat (Shin et Brangwynne, 2017). Le terme « IDR » est un terme général qui désigne
un ensemble d'acides aminés dont la séquence est peu complexe, qui contient peu
d'acides aminés hydrophobes et qui n'a pas de structure tridimensionnelle bien définie
(Tompa et al, 2009). Les IDR et les domaines de faibles complexités (LCD) sont deux
types de structures protéiques qui partagent plusieurs caractéristiques communes. Tout
d'abord, ils sont tous deux dépourvus d'une structure tertiaire bien définie et présentent
une grande flexibilité conformationnelle (Van der Lee et al.,, 2014 ; Nedelsky et Taylor,
2019). De plus, ils sont souvent impliqués dans des interactions avec d'autres molécules,
tels que les acides nucléiques ou les protéines, et sont impliqués dans de nombreuses

fonctions cellulaires.
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Figure 19- Les régions intrinséquement désordonnées et les domaines de faible complexité se
chevauchent.

Les IDR (bleu) et les LCD (jaune) sont deux régions qui se chevauchent. lls se chevauchent aussi avec les
domaines de type prion qui sont un sous-groupe des IDR. Les LCD sont définis en fonction de leur
composition en acides aminés. Les domaines de type prion sont caractérisés par leur plus grande tendance
a former des structures en feuillet-f similaires aux domaines prion de la levure. A noter que les dimensions
des cercles et les régions ne sont pas réelles. D’aprés : Mittag, Tanja, and Roy Parker. "Multiple Modes of
Protein-Protein Interactions Promote RNP Granule Assembly.” Journal of molecular biology vol. 430,23
(2018): 4636-4649. doi:10.1016/j.jmb.2018.08.005.
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Les régions IDR des RBPs peuvent contenir des LCD, qui sont de courtes
séquences riches en acides aminés tels que la sérine, la glycine et la proline (Mittag et
al., 2018). Cependant, il est important de noter que tous les LCD ne sont pas
nécessairement intrinsequement désordonnés et que toutes les IDR ne contiennent pas
obligatoirement de LCD (Figure 19). Il existe un chevauchement entre les IDR et les LCD,
et cette superposition peut jouer un role essentiel dans les processus LLPS des RBPs. Les
IDR peuvent interagir de maniere multivalente avec les acides nucléiques, tandis que les
LCD peuvent favoriser la formation de groupes de protéines. L'interaction entre ces deux
types de régions peut faciliter la formation de condensats liquides, ainsi que de
structures solides similaires a des agrégats. Un type particulier d'IDR souvent présent
dans les RBPs est le domaine de type prion (PrLD), qui peut adopter des structures en
fibrilles amyloides similaires aux protéines prion de la levure (Figure 19) (Franzmann et
al., 2018). Plusieurs études ont démontré que les IDR sont nécessaires et suffisantes pour
la séparation de phase des protéines (Lin et al.,, 2015 ; Molliex et al., 2015).

En plus des IDR et des LCD des RBPs, les modifications post-traductionnelles
(MPT) telles que la phosphorylation, peuvent renforcer ou affaiblir ces interactions,
influencant ainsi la capacité de la protéine a subir une séparation de phase.

Dans le cas de la protéine TDP-43, il a été constaté que le domaine C-terminal
(CTD), qui est de faible complexité (LCD) et intrinsequement désordonné (IDR) joue un
rOle central dans le processus de séparation de phase appelé LLPS (Conicella et al., 2016).
En particulier, il a été démontré que la présence d'une structure en hélice-a dans le
domaine CTD de TDP-43 (aa 321-340) est essentielle pour la séparation de phase de
cette protéine (Conicella et al., 2016,2020). Les interactions intermoléculaires qui se
produisent au niveau de cette structure en hélice-a conservée et d'une région adjacente
riche en acides aminés aromatiques dans le CTD de TDP-43 sont d'une importance

cruciale pour le processus LLPS (Figure 20).
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Figure 20- La séparation de phase liquide-liquide (LLPS) de TDP-43 est pilotée par son domaine C-
terminal, de faible complexité et intrinsequement désordonnée.

D’apres : Conicella, Alexander E et al. "ALS Mutations Disrupt Phase Separation Mediated by a-Helical

Structure in the TDP-43 Low-Complexity C-Terminal Domain.” Structure (London, England: 1993) vol. 24,9

(2016): 1537-49. doi:10.1016/].str.2016.07.007.

De plus, les interactions supplémentaires qui se produisent via le domaine N-
terminal (Wang et al., 2013), ainsi que la liaison de cette protéine a I'ARN grace a ses
domaines RRM contribuent a rapprocher les domaines CTD de TDP-43, augmentant ainsi
la concentration effective et donc la probabilité des contacts C-terminaux (Figure 20).
Les mutations associées a la SLA qui surviennent dans cette région spécifique de TDP-
43 affectent la structure ou les contacts intermoléculaires, perturbant ainsi les
interactions multivalentes et entrainant une diminution du processus LLPS de TDP-43.
Ces études suggerent un mécanisme moléculaire expliquant la perte de fonction
observée dans cette pathologie (Arnold et al., 2013) ainsi que |'altération de I'assemblage
des granules ribonucléoprotéiques (RNP) (Alami et al., 2014). En somme, les régions IDR
et LCD favorisent la formation des structures LLPS des RBPs. Dans le cas de la protéine
TDP-43, le domaine CTD qui est a la fois un LCD et une IDR, joue un réle central dans le
processus LLPS. Les mutations associées a la SLA dans ce domaine peuvent perturber les
interactions intermoléculaires, entrainant une diminution du processus LLPS et des

dysfonctionnements pathologiques.
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Je vais maintenant vous présenter les condensats liquides spécifiques a TDP-43,

qui sont formés par le processus LLPS.

1.1.10 Condensats spécifiques a TDP-43

Nous avons vu précédemment que les RBP possedent des domaines de faible
complexité qui leur permettent de former des organites sans membrane que I'on trouve
dans toutes les cellules eucaryotes, par le processus de séparation de phase liquide-
liquide (LLPS). En particulier, la protéine TDP-43 a été identifiée dans de nombreux
condensats et la séparation de phase de TDP-43 est importante pour la formation et la

fonction de ces condensats (Figure 21).
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Figure 21- TDP-43 est impliquée dans la formation et la régulation de plusieurs condensats
biomoléculaires.

TDP-43, une protéine majoritairement nucléaire, participe a la formation des nucléoles (vert), des corps de
Cajal (rose), des paraspeckles (violet). Elle peut aussi étre recrutée dans les granules de stress
cytoplasmiques (bleu) et transporter les ARNm loin du soma au travers des granules de transport (orange).
Les marqueurs de chacun des condensats sont indiqués dans la structure ainsi que le type d’ARN recruté.
ARNr (ARN ribosomal), scaARN (petit ARN), ARNnc (ARN non-codant). Adapté de: Carey, Jenny L, and Lin
Guo. “Liquid-Liquid Phase Separation of TDP-43 and FUS in Physiology and Pathology of Neurodegenerative
Diseases.” Frontiers in molecular biosciences vol. 9 826719. 2 Feb. 2022, doi:10.3389/fmolb.2022.826719.
Créé avec BioRender.
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On retrouve notamment TDP-43 dans les nucléoles, les paraspeckles, les granules
de stress et les granules de transport. Cependant, TDP-43 est aussi impliquée dans la
formation et la régulation des corps de Cajal (CBs) méme si la co-localisation de TDP-43
dans ces structures n'a toujours pas été confirmée. Les cellules contiennent dans leur
noyau des nucléoles, qui sont des condensats associés a la synthese de I'ARN
ribosomique et a la biogénese des ribosomes (Lafontaine et al., 2021). Il a été montré
dans une étude que TDP-43 se localise dans le nucléole en réponse aux lésions de I'ADN
et au stress transcriptionnel (Martinez-Macias et al, 2019). Un autre compartiment
nucléaire est le paraspeckle dans lequel TDP-43 interagit directement avec NEAT1
(Nuclear enriched abundant transcript-1), un ARN non codant essentiel dans ces
structures (An et al., 2018). Il est démontré que TDP-43 est un important régulateur des
paraspeckles et la relation croisée entre NEAT1 et TDP-43 est essentielle dans la
promotion des états de pluripotence et de différenciation des cellules souches (Modic
et al.,, 2019). Un autre exemple de condensat nucléaire régulé par TDP-43 est celui des
corps de Cajal. L'absence de TDP-43 dans ces structures est I'une de leurs particularités,
néanmoins une étude récente suggere que TDP-43 joue un réle dans leur formation et
leur régulation via le transport de petits ARN spécifiques (ARNsca) vers les corps de Cajal
(Izumikawa et al., 2019). En outre, TDP-43 est aussi capable de former des condensats
cytoplasmiques pour transporter des ARNm cible vers les compartiments neuronaux
distaux (Alami et al.,, 2014). En effet, la traduction localisée de 'ARNm pres des synapses
neuronales est importante pour le bon fonctionnement des neurones d'ou la nécessité
de transporter I'’ARNm loin du soma. Fait important, la mauvaise localisation de TDP-43
dans la SLA peut affecter la traduction locale dans les axones limitant ainsi la synthése
locale des protéines (Altman et al., 2021). Enfin, TDP-43 se lie aux ARNm naissants pour
former des granules ribonucléoprotéiques cytoplasmiques, appelés granules de stress
(GS) composés de complexes translationnels réprimés et qui sont générés en cas de
stress cellulaire. Ce processus permet de protéger les ARNm, les facteurs de traduction
et les RBP du stress et I'un des principaux marqueurs des GS est G3BP1. Ces structures

sont intrinsequement dynamiques et réversibles et se dissolvent a nouveau lorsque le
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stress disparait (Colombrita et al., 2009). Les GS sont devenus les principaux suspects
dans la nucléation de I'agrégation de protéines telles que TDP-43 dans la SLA (Patel et
al, 2015). Le réle joué par les GS dans l'agrégation des RBPs telle que TDP-43 sera
examiné plus en détails dans la section 1.1.12.

De maniere intéressante, une récente étude a mis en lumiere la structure des états
assemblés de TDP-43 au cours du processus LLPS. En utilisant une combinaison de
techniques (spectrométrie de masse par mobilité ionique native, ingénierie des protéines
et simulations de dynamique moléculaire), ils ont découvert que la protéine TDP-43
s'oligomérise en dimeres et trimeres partiellement désordonnés. En revanche, les
monomeres de FUS, une autre RBP, subissent une transition de la forme dépliée a la
forme globulaire. Ces mécanismes d’'assemblages divergents suggerent I'existence de
complexes structuralement distincts a I'intérieur des gouttelettes liquides, ce qui pourrait
avoir un impact sur le traitement de I'ARN en fonction du contexte biologique (Sahin et
al., 2023).

Nous venons de voir que TDP-43 régule un grand nombre de condensats
biomoléculaires formés par le processus LLPS, et qui exercent des fonctions essentielles
pour le fonctionnement normal de la cellule. Néanmoins, en cas de perturbation, TDP-
43 peut étre a l'origine de la formation des inclusions cytoplasmiques caractéristiques
de la SLA. Ce processus anormal qui est appelé transition de phase liquide a solide sera

présenté dans la section suivante.

1.1.11 Le modele de l'agrégation de TDP-43 : « la transition de phase
liquide a solide »

Des preuves croissantes suggerent que le processus LLPS peut étre dérégulé dans
les maladies neurodégénératives. Le modele couramment adopté est celui d'une
transition des condensats liquides fonctionnels hautement dynamique vers des
assemblages moins dynamiques ou statiques, similaires a un gel, puis une solidification,

telle que l'agrégation (Wegmann et al,, 2018 ; Boeynaems et al., 2018) (Figure 22).
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Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la relation entre les
séparations de phase liquide-liquide (LLPS) et I'agrégation des protéines RBPs. On pense
tout d'abord que la formation de gouttelettes liquides crée un environnement favorable
aux interactions entre les protéines, facilitant ainsi leur regroupement. De plus, la
formation de ces gouttelettes peut favoriser I'adoption d'une conformation spécifique
des protéines, qui serait propice a la formation d'agrégats solides. En effet, les
gouttelettes liquides limitent la mobilité des protéines, favorisant ainsi la stabilité des
conformations propices a l'agrégation (Babinchak et al., 2019 ; Pakravan et al.,, 2021).
Enfin, il a été proposé que la formation de gouttelettes liquides peut favoriser la
formation de conditions défavorables pour la solubilité des protéines, telles que des
conditions ioniques, de pH et de température. Ces conditions peuvent favoriser la

formation d'agrégats solides de protéines (Babinchak et Surewicz, 2020).
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Figure 22- La transition de phase liquide a solide.

Le CTD de TDP-43 contient une structure en hélice-a (aa 321-343) favorisant la dimérisation de TDP-43 et
sa séparation en phase dans des gouttelettes liquides. Ensuite, la conversion en fibrilles amyloides rigides
et irréversibles, organisées en feuillets-p a été suggérée comme étant un mécanisme pathologique dans
la SLA. En effet, des mutations de TDP-43, des MPT, le vieillissement cellulaire ou le stress peuvent accélérer
ce processus. Adapté de: Chol, Hyun-Jun et al. “Glutathionylation on RNA-binding proteins: a regulator of
liquid-liquid phase separation in the pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis.” Experimental &
molecular medicine vol. 55,4 (2023): 735-744. doi:10.1038/s12276-023-00978-2. Créé avec BioRender.
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Plusieurs études ont montré que la formation d'agrégats de TDP-43 est étroitement
liée a la perturbation du processus LLPS. Des études récentes montrent que le NTD de
TDP-43 est un domaine clé, impliqué dans la régulation du processus LLPS et dans la
formation d'agrégats (Conicella et al.,, 2016 ; Afroz et al., 2017 ; Li et al,, 2018 ; Wang et
al., 2018 ; Babinchak et al, 2017). Pour rappel, le domaine LCD de TDP-43 est
intrinsequement désordonné et en raison de sa nature multivalente, il contribue a la
formation des structures LLPS. Presque toutes les mutations de TDP-43 qui sont
associées a la SLA se situe dans sa partie IDR. Ces mutations perturbent le comportement
des LLPS et renforcent I'agrégation (Johnson et al., 2009 ; Conicella et al., 2016 ; Schmidt
et Rohatgi, 2016). Le méme constat a été rapporté pour d'autres RBPs impliquées dans
la neurodégénérescence, ou des mutations dans le domaine LCD associées a des
maladies ou le vieillissement des condensats favorisent la maturation et la fibrillation
d'assemblages de protéines initialement réversibles (Harrison et Shorter, 2017). D'autres
études ont montré que des modifications post-traductionnelles de la protéine telles que
la phosphorylation et I'acétylation peuvent affecter les propriétés physiques de TDP-43

et favoriser son agrégation (Li et al., 2022) (Figure 22).

1.1.12 Les granules de stress comme interface a l'agrégation des
protéines

Plusieurs études ont montré que des RBPs telles que TDP-43 et FUS associées a des
maladies sont recrutées au sein des granules ribonucléoprotéiques (RNP), ou granules
de stress (GS) lorsqu’une cellule est soumise a un stress (Dormann et al., 2010 ; Bentmann
et al, 2012). De plus, il a été observé une co-localisation de TDP-43 et FUS avec des
marqueurs des GS, notamment G3BP1 et TIA-1 dans les tissus cérébraux des patients
atteints de SLA (Bentmann et al., 2012). Des mutations dans les RBP associées a la SLA
ou I'échec de I'élimination des granules de stress ont été proposés comme étant un point
de départ a la transition de phase anormale des granules de stress qui conduit a

I'agrégation de ces RBP (Patel et al., 2015; Elbaum-Garfinkle et Brangwynne, 2015 ;
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Mackenzie et al, 2017). Ces études montrent aussi qu'avec le temps, ces structures
insolubles qui étaient initialement liquides, peuvent piéger les RBPs de type normal qui
peuvent par la suite se séparer a leur tour et former des inclusions irréversibles toxiques.
Ces résultats suggerent ainsi que les granules de stress peuvent étre les sites initiaux de
la biogenese de la maladie. L'étude la plus solide qui renforce cette hypothéese est celle
de Taylor et ses collegues (2019) qui grace au systeme de granules de stress inductibles
a la lumiere appelé OptoGranules, ont montré que la formation répétitive ou persistante
des GS conduit directement a l'agrégation de TDP-43 (Zhang et al., 2019). Ainsi, la
déstabilisation des granules de stress peut favoriser la formation d'agrégats de TDP-43
en perturbant la régulation des structures LLPS. En revanche, le réle des GS en tant que
« creusets » favorisant I'agrégation de TDP-43 est encore débattu. Ainsi, d'autres voies
de formation des agrégats de TDP-43 indépendamment des GS ont été par la suite
proposées. Une étude récente a démontré que des niveaux accrus de TDP-43 sont
suffisants pour induire des LLPS de longue durée et des inclusions toxiques. En
conséquence, le transport nucléaire est perturbé ce qui épuise lentement la protéine
TDP-43 dans le noyau et conduit a la mort cellulaire (Gasset-Rosa et al., 2019).
Egalement, I'association initiale de TDP-43 avec les GS a été signalée comme étant
neuroprotectrice. En cas de stress, TDP-43 se co-localise d'abord dans les GS, ou elle est
protégée de I'hyper-phosphorylation et de I'agrégation excessive par la charge d’ARN
plus élevée (McGurk et al., 2018). Conformément a ces données, il a été récemment
constaté que la liaison a I'’ARN dans les granules de stress antagonise la transition de
phase anormale de TDP-43 et permet d'augmenter la solubilité de TDP-43 ce qui étaye
davantage le role protecteur des GS (Mann et al., 2019 ; Rengifo et al, 2021). Il a
également été observé a l'aide de la technique d'hybridation fluorescente in situ (FISH),
I'absence d’ARNm dans de nombreuses inclusions pathologiques de TDP-43. Toutefois,
la neuroprotection de I'’ARN vis-a-vis de TDP-43 dépend de la durée du stress cellulaire.
De plus, ces études indiquent que l'association a court terme avec les GS est bénéfique
pour TDP-43 en raison de la disponibilité élevée d'ARN, tandis qu'une formation répétée

et a long terme des GS est préjudiciable a la viabilité neuronale et perturbe la dynamique
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des GS (McGurk et al., 2018 ; Mann et al,, 2019). En conséquence, cela conduit a la
conversion des GS en granules persistants qui favorisent I'agrégation des protéines et
I'accumulation d'agrégats insolubles. Dans I'ensemble, I'association de TDP-43 aux GS
semble étre a la fois toxique et protectrice selon le modele expérimental, le type de stress
et la durée (transitoire ou chronique) et nécessite encore des études plus approfondies.
En somme, les LLPS et I'agrégation sont étroitement liées dans le contexte de TDP-43.
La perturbation des condensats liquides formés par LLPS peut conduire a la formation
d'agrégats toxiques irréversibles, qui sont associés a de nombreuses maladies
neurodégénératives. Outre la concentration élevée des RBPs, un stress persistant, des
mutations génétiques et des défauts de transport nucléaire, la phosphorylation est aussi
un facteur déclencheur potentiel des structures LLPS anormales.

Enfin, une récente proposition de modéle en deux étapes a été avancée pour

expliquer les mécanismes de transition de phase liquide a solide (Figure 23).
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Figure 23- Les granules de stress seraient a l'origine de ['agrégation des protéines de liaison
a U'ARN.

Ce modéle en 2 phases tente de présenter comment I'agrégation des protéines RBPs intervient dans les
maladies. La premiére phase est un défaut d'importation nucléaire induisant une délocalisation
cytosolique de la protéine RBP, causé par des mutations ou des perturbations dans la machinerie de
transport. La deuxiéme est la présence d'un stress cellulaire induisant la formation de GS par LLPS. Avec
le temps et des altérations dans leur dynamique, les GS peuvent subir une transition de phase liquide a
solide, conduisant a I'agrégation pathologique. D’apres : Sternburg, Erin L et al. "Post-translational
modifications on RNA-binding proteins: accelerators, brakes, or passengers in neurodegeneration?.” Trends
in biochemical sciences vol. 47,1 (2022): 6-22. doi:10.1016/).tibs.2021.07.004.

La premiere étape correspond a un défaut d'importation nucléaire, entrainant une
accumulation des RBPs dans le cytoplasme. Dans la deuxieme étape, un stress cellulaire

et/ou des mutations dans les RBPs conduisent a la formation de granules de stress (GS)
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par le processus de séparation de phase liquide-liquide (LLPS) dans le cytoplasme. Au fil
du temps, la dynamique des GS serait perturbée, entrainant une transition des GS de
I'état liquide a I'état solide. Ce modele suggererait que la transition de phase liquide-

solide se déroule en deux temps distincts. (Sternburg et al., 2021).

1.1.13 Stratégie de modulation des phases anormales de TDP-43

Nous venons de voir que les RBPs peuvent subir une transition de phase liquide a
solide qui serait a I'origine de la formation des agrégats cytoplasmiques observés dans
la SLA. Plusieurs méthodes originales ont été développées afin d'empécher cette
transition anormale (Figure 24). Actuellement, trois principales stratégies prometteuses
ont été développées pour cibler différents aspects de la pathologie de la SLA. Ces
approches se concentrent sur les récepteurs d'import nucléaire, les protéines de choc
thermique et I'ARN. Ces quatre approches seront présentées en détails dans les
prochaines sections.

Comme de nombreuses RBP, TDP-43 transloque du noyau vers le cytoplasme
(Ayala et al., 2008). L'importation nucléaire active de TDP-43 est régulée par les gradients
Ran et se produit via la liaison des Importines o et B, des protéines de transport
appartenant a la famille des karyophérines, aux séquences NLS (Ayala et al, 2008 ;
Nishimura et al., 2010). Une étude récente a permis de montrer que la liaison aux ARN
nucléaires riches en GU limite la disponibilité de TDP-43 pour I'exportation nucléaire
(Duan et al., 2022). La plupart des protéines sont exportées du noyau par l'intermédiaire
de I'Exportine-1 (Crm1) hormis TDP-43 et FUS qui sont exportés par diffusion passive
(Ederle et al,, 2018 ; Pinarbasi et al., 2018). Plusieurs groupes ont déja montré que les
récepteurs d'importation nucléaire (NIR) peuvent prévenir et inverser la transition de
phase anormale des RBPs TDP-43, FUS, hnRNPA1 et hnRNPA2/B1 (Yoshizawa et al.,
2018 ; Guo et al, 2019). L'lmportine a et la Karyophérine-B1 (KapB1) empéchent la
fibrillation de TDP-43 tandis que la Karyophérine-B2 (KapB2) inhibe la fibrillation de FUS,
TAF15, EWSR1, hnRNPA1 et hnRNPA2 (Guo et al., 2019). De plus, KapB2 dissocie

également les fibrilles préformées, les condensats liquides et les hydrogels composés de
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protéines pathologiques via sa liaison aux NLS (Yoshizawa et al., 2018 ; Guo et al., 2019).
Encore peu d'études portent sur la capacité des récepteurs NIR a restaurer I'homéostasie
de TDP-43 dans la SLA mais I'ensemble de ces études sont encourageantes et nécessite

encore d'étre explorées.
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Figure 24- Les approches thérapeutiques existantes pour moduler les transitions de phase liquide a

solide des protéines de liaison a l'ARN dans la pathologie.
Les RBPs peuvent subir une séparation de phase liquide-liquide (LLPS), un processus permettant de former
des condensats liquides dépourvus de membrane. Dans la pathologie, il peut arriver que les RBPs subissent
une transition de phase liquide a solide qui progresse vers la formation d'agrégats irréversibles. Des
stratégies d'assemblage et de désassemblage des protéines sont développées notamment par |'utilisation
des petites molécules, des protéines chaperonnes et de I'ARN. Leurs effets permettraient d’empécher ou
de reverser la transition de phase anormale des RBPs et de rétablir par la suite leur localisation nucléaire.
Adapté de: Carey JL, Guo L. Liquid-Liquid Phase Separation of TDP-43 and FUS in Physiology and Pathology
of Neurodegenerative Diseases. Front Mol Biosci. 2022 Feb 2;9:826719. doi: 10.3389/fmolb.2022.826719.
Créé a partir de BioRender.com.

Une autre stratégie consiste a utiliser des protéines de choc thermique (HSP). Ces
protéines sont des chaperons moléculaires, agissant sur le mauvais repliement des
protéines, une des caractéristiques de I'agrégation des protéines. Des études ont montré

que les protéines HSP ont la capacité de réguler la séparation de phase des RBPs. Par
81



exemple, il a été constaté que la protéine chaperonne Hsp70 est impliquée dans la
régulation de la maturation des GS et dans la transition anormale vers une phase solide
(Mateju et al., 2017). Plus spécifiquement, la protéine Hsp70 peut recruter la protéine
TDP-43 cytoplasmique, exempte d'ARN, dans des condensats appelés anisosomes qui
sont formés apres l'inhibition du protéasome. Il a également été démontré que la
protéine Hsp70 empéche I'agrégation des anisosomes de TDP-43 dans les cellules U20S
(lignée cellulaire dérivée de I'ostéosarcome humain) de maniere dépendante de I'ATP
(Yu et al, 2021). Une autre étude a identifié la petite chaperonne HSPB1 (Heat Shock
Protein Family B) comme un régulateur de phase et de I'agrégation cytoplasmique de
TDP-43 (Lu et al., 2022). Par ailleurs, la déplétion de HSPB1 a été observée dans les tissus
des patients atteints de SLA. Une activité de désagrégation a aussi été observée pour la
protéine chaperone dérivée de la levure, la Hsp104, dans la réversion de I'agrégation de
TDP-43 dans plusieurs modeles in vitro (Jackrel et al., 2014 ; Tariq et al., 2019). lIs existent
de nombreuses autres protéines de choc thermique présentes dans les populations
neuronales et leur potentiel en tant que désagrégases de RBP est discuté en détails par
Shorter (Shorter, 2017).

Outre les NIR et les chaperonnes, les ARN sont des partenaires évidents des RBPs
qui ont a la fois un effet protecteur et toxique dans la séparation de phase. Il semble
logique qu'ils soient ciblés et représentent donc une autre voie thérapeutique a explorer.
TDP-43 se lierait aux ARN riches en GU par I'intermédiaire de ses domaines RRM afin de
s'oligomériser ce qui empécherait la séparation de phase in vitro de TDP-43 (Rengifo-
Gonzalez et al., 2021). L'ARN modulerait les structures LLPS de TDP-43 in vitro et
I'augmentation de la concentration d’ARN augmenterait la solubilité de TDP-43
(Maharana et al, 2018). Des études ont utilisé la technique CLIP (Cross-Linking
Immunoprecipitation) pour examiner les interactions entre les ARN et les protéines. Ils
ont découvert que la séquence d'ARN spécifique, Clip_34, liée a TDP-43, pouvait
influencer la solubilité de cette protéine. (Ayala et al., 2008). Il a aussi été constaté que la
séquence Clip_34 empéche la séparation de phase de TDP-43 dans les cellules HEK293T

et augmente la survie des cellules et la localisation nucléaire de TDP-43 dans les lignées
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neuronales (Mann et al, 2019). Dans I'ensemble, ces résultats nous indiquent que les
ARN sont capables de prévenir et de reverser la phase anormale de TDP-43 et peuvent
étre utilisés davantage en tant qu'agent thérapeutique. Les trois stratégies évoquées ci-
dessus sont tres prometteuses mais il existe également une autre approche, utilisant des
médicaments issus d'une librairie de composés FDA, afin de moduler les interactions
protéine-ARN des RBPs dans les condensats cytoplasmiques. Un criblage in cellulo a haut
débit avec des milliers de molécules FDA a été réalisée dans une étude afin de moduler
la dynamique des granules de stress (GS) (Fang et al., 2019). Les auteurs de I'étude sont
parvenus a identifier une centaine de hits, principalement des composés planaires ayant
une structure apparentée a celle des molécules intercalantes de I'’ADN, dont la molécule
Mitoxantrone, qui diminue significativement I'accumulation de TDP-43, dépendante de
I’ARN, dans les GS des cellules iPSC provenant de patients atteints de SLA (Fang et al,
2019). L'inhibition de I'accumulation persistante de TDP-43 dans le cytoplasme durant
un stress transitoire, a permis de diminuer significativement la formation d'agrégats de
la protéine TDP-43. Ainsi, la perturbation des condensats liquides et plus
particulierement de l'interaction RBP-ARN par des molécules est maintenant considérée
comme une stratégie thérapeutique intéressante pour la SLA.

En outre, une des caractéristiques de la SLA est la présence d'agrégats de TDP-43
hyper-phosphorylés (Neumann et al., 2009) et la phosphorylation est une modification
post-traductionnelle qui régule les LLPS (Nardozzi et al, 2010). Les kinases sont les
enzymes responsables de la phosphorylation des protéines, et les inhibiteurs de kinase
pourraient diminuer la phosphorylation et potentiellement moduler les LLPS anormales
des RBPs. Cette autre classe de molécules mérite d'étre étudiée de maniere plus
approfondie. L'exemple le plus prometteur est celui de la casein kinase 1-a (CK-1a), une
kinase associée a la phosphorylation et a I'agrégation de TDP-43 (Nonaka et al., 2016 ;
Hicks et al., 2020). Il a été montré que des inhibiteurs de la CK-1a dont IGS-2.7 a permis
d'augmenter la viabilité des motoneurones (Martinez-Gonzalez et al., 2020). D'autres
kinases notamment CDC7 (Cell division cycle 7-related protein kinase) et TTBK1/2 (Tau

tubulin kinases 1 and 2) sont également impliquées dans la phosphorylation de TDP-43
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et peuvent représenter des cibles alternatives (Liachko et al., 2013, 2014). Des
informations plus détaillées sur la régulation de la phosphorylation de TDP-43 seront
présentées dans le chapitre suivant.

Dans I'ensemble, ces stratégies offrent des opportunités de prévenir et de reverser
I'assemblage anormale des RBPs dans les maladies neurodégénératives telles que la SLA.
Néanmoins, une compréhension plus approfondie des mécanismes par lesquels la
séparation de phase contribue a leur fonction cellulaire et les facteurs qui médient les
LLPS de TDP-43 et d'autres RBP permettra de concevoir des thérapies plus ciblées pour

restaurer 'homéostasie protéique.

1.1.14 Régulation des phases liquides de TDP-43

Nous avons vu précédemment que la protéine TDP-43 contient une région IDR
prédite, de type PrLD, qui est cruciale pour son auto-association réversible et irréversible
impliquée dans la formation des LLPS (Li et al., 2018). La région LCD de TDP-43 (qui
correspond aussi au domaine CTD) est principalement composée d'acides aminés
hydrophobes aromatiques dispersés (Y,F) entrecoupés de segments hydrophiles de
résidus polaires (Q,S,N) et de glycines (G) (Li et al., 2018). Des études antérieures ont mis
en évidence que les segments hydrophobes riches en résidus aromatiques (FYW) et qui
sont adjacents a des segments flexibles et hydrophiles jouent un réle crucial dans la
condensation des domaines CTD de TDP-43. Cette condensation est facilitée par des
interactions intermoléculaires m-1t (Schmidt et al.,, 2019a, 2019b ; Vernon et al., 2018).
Outre la composition en acides aminés, la courte région du CTD (aa 321-340) peut
également s'auto-interagir et former une hélice-a transitoire in vitro lors de
I'autoassemblage (Conicella et al., 2016). La perturbation de cette structure en hélice-a
par l'introduction de mutations, telles que W334G ou les mutations de TDP-43 associées
a la SLA (A321G, Q331K et M337V), entrave les interactions multivalentes et perturbe la
séparation en phase de TDP-43 (Conicella et al., 2016 ; Hallegger et al.,, 2021). Egalement,
les domaines d'oligomérisation peuvent contribuer a la multivalence qui entraine la

séparation des phases. En effet, une étude a montré que I'oligomérisation du domaine
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NTD de TDP-43 peut améliorer la multivalence et, par conséquent, la séparation de phase
de TDP-43 (Wang et al, 2018). Cette amélioration est compromise lorsque
I'oligomérisation du domaine NTD est perturbée par une seule substitution
phosphomimétique S48E dans le NTD. Récemment, un autre motif structural court,
appelé LARKS (Low-complexity, Aromatic-rich, Kinked segments) a été identifié dans le
PrLD de TDP-43 (Hughes et al.,, 2021). Contrairement aux structures de type fermeture
stérique ou fibrilles amyloides, les LARKS interagissent faiblement par I'intermédiaire de
résidus polaires et de chaines latérales aromatiques. Les interactions faibles permettent
la formation de structure en feuillets-B croisés, facilitant l'interaction de plusieurs
protéines de TDP-43 entre elles ou bien avec d'autres partenaires protéiques (Hughes et
al, 2021). En résumé, il existe une multitude de régulateurs de l'auto-association
réversible de TDP-43. Néanmoins, il existe un autre régulateur important, a savoir les

modifications post-traductionnelles (MPT).

1.1.15 Les modifications post-traductionnelles

Comme nous l'avons vu précédemment, les MPT jouent un réle essentiel dans la
formation des condensats sans membrane. En particulier, I'acétylation peut réguler la
séparation de phase de TDP-43. Par exemple, de multiples sites d'acétylation des résidus
lysines dans les domaines RRM de TDP-43 diminuent la liaison a I'ARN et perturbent la
régulation des cibles d’ARN de TDP-43 (Cohen et al., 2015). La perte des interactions
avec I'ARN peut déclencher la séparation en phases de TDP-43 et conduire a I'agrégation
(Mann et al,, 2019). Outre I'acétylation des lysines, la phosphorylation est une MPT qui
influence aussi la capacité de TDP-43 a s'auto-associer. La substitution
phosphomimeétique S48E dans le domaine NTD de TDP-43 a eu un impact significatif sur
la séparation en phases de TDP-43 in vitro. Cela suggére que la phosphorylation de ce
résidu perturbe les interactions intermoléculaires faibles, ce qui pourrait favoriser
I'adoption d'une conformation plus rigide et structurée de la protéine (Wang et al., 2018).
Par ailleurs, une étude a démontré que les structures désordonnées ont tendance a étre
davantage phosphorylées en raison de leur plus grande proportion en résidus
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phosphorylables. Cela s'applique notamment a TDP-43, qui contient plusieurs de ces
résidus phosphorylables (lakoucheva et al., 2004). Cependant, le lien entre la
phosphorylation de TDP-43, en particulier dans le domaine CTD, et son auto-association
n'est pas pleinement compris et nécessite une investigation approfondie. Dans le
Chapitre IV de cette thése, nous aborderons le role de la phosphorylation de TDP-43
dans la physiopathologie de la SLA, ainsi que son impact sur les fonctions biologiques
de la protéine. Ce chapitre mettra en lumiere I'importance de cette modification post-
traductionnelle dans le contexte de la SLA et fournira de nouvelles perspectives pour une

meilleure compréhension de la maladie.
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Chapitre IV- La phosphorylation de TDP-43
1.1.16 Le role de la phosphorylation dans la pathologie

Dans la SLA, TDP-43 agrégée présente plusieurs MPT notamment 'ubiquitination,
I'acétylation, la SUMOylation et la phosphorylation (Cf section 1.1.7.3). Parmi ces
modifications, la phosphorylation anormale du domaine C-terminal de TDP-43 est un
marqueur cohérent de la maladie et est utilisée a des fins diagnostiques pour identifier
les inclusions protéiques positives a TDP-43 dans le cerveau et la moelle épiniéere
(Hasegawa et al., 2008). L'événement de phosphorylation le mieux caractérisé se produit
sur les sérines 375/409/410, qui sont systématiquement phosphorylées dans la SLA
(Figure 25). En plus d'étre un marqueur pathologique robuste et cohérent des inclusions
positives a TDP-43, TDP-43 phosphorylée se manifeste aussi dans d'autres maladies
neurodégénératives telles que la FTLD associée a TDP-43 (Neumann et al., 2009). Ainsi,
nous nous intéresserons dans la section suivante aux sites de phosphorylation potentiels

de TDP-43 ainsi que leur impact fonctionnel.

TDP-435375 TDP-435409/410

Figure 25- Co-marquage des anticorps pTDP-43%" et pTDP-435/%/41° dans les tissus de patients
atteints de SLA.

Echantillons de moelle épiniére (d) et de cerveau (e) d'un patient atteint de SLA marqués par
immunofluorescence et observés au microscope confocal. Les cellules du patient sont positives a pTDP-
4397 en vert et a pTDP-43*%*1% en rouge, la superposition des canaux (merge) met en évidence la co-
localisation des deux anticorps. D’apres: Neumann, Manuela et al. “Antibody against TDP-43
phosphorylated at serine 375 suggests conformational differences of TDP-43 aggregates among FTLD-TDP
subtypes.” Acta neuropathologica vol. 140,5 (2020): 645-658. doi:10.1007/s00401-020-02207-w.

87



1.1.17 Les sites de phosphorylation de TDP-43

La protéine TDP-43 possede 64 sites de phosphorylation potentiels : 41 résidus de
sérine (Ser), 15 de thréonine (Thr) et 8 de tyrosine (Tyr). La spectrométrie de masse de la
fraction agrégée de TDP-43 provenant de tissu cérébral de patients atteints de SLA a
montré que TDP-43 était phosphorylé sur 17 sites, dont 16 se trouvent majoritairement
localisés dans le domaine C-terminal riche en glycines (Kametani et al., 2016). En plus de
ces 17 sites, deux autres sites S369 et S410 sont connus pour étre phosphorylés chez les
patients atteints de SLA (Hasegawa et al., 2008 ; Neumann et al., 2009, 2020). Sur ces 19
sites, la phosphorylation aux résidus S369, S379, S403/404 et S409/410 se produit
systématiquement dans la maladie ce qui suggéere un rdle potentiel important dans la
pathologie (Figure 26). L'implication des 13 sites restants dans la maladie n'a pas encore
été confirmée par immunohistochimie (IHC) ou d'autres moyens en raison du manque
d'anticorps spécifiques pour ces sites de phosphorylation (Figure 26). Un sous-
ensemble de mutations faux-sens de TDP-43 pathogenes ont la capacité de supprimer
ou d'introduire des sites de phosphorylation (Buratti et al., 2015). Une vingtaine de ces
mutations sont susceptibles d'induire dans un contexte pathologique une mauvaise
localisation cytoplasmique de TDP-43, une modification des interactions protéine-
protéine, une augmentation de I'agrégation et/ou une augmentation de la demi-vie de
la protéine (Figure 26). Ces mutations peuvent également favoriser la phosphorylation
au niveau des sites de phosphorylation proches (Buratti et al, 2015). Puisque la
phosphorylation est impliquée dans ces maladies, il sera primordial de comprendre
I'impact fonctionnel précis des sites de phosphorylation spécifiques afin de fournir des
informations importantes sur les mécanismes régissant la pathologie. Nous venons de
voir qu'il existe plusieurs sites de phosphorylation potentiels dans la maladie, nous allons
maintenant voir quelles sont les kinases et les phosphatases qui régulent cette activité

de phosphorylation de TDP-43.
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Figure 26- Les sites de phosphorylation de TDP-43 et leur impact fonctionnel.

Le panel du haut représente les sites de phosphorylation de TDP-43 sur ses différents domaines, on note
un plus grand regroupement de phospho-sites dans le domaine CTD (rouge). Les sites de phosphorylation
identifiés dans la SLA se localisent majoritairement dans le domaine CTD (orange). En violet, sont
représentés les résidus impliqués dans la régulation de I'épissage. Dans le panel du bas, est représenté
des mutations faux-sens pathogénes capables de supprimer (carré vert) ou introduire (carré rouge) des
sites de phosphorylation. Ces mutations peuvent altérer la localisation subcellulaire (vert), augmenter
I'agrégation (gris), perturber les interactions protéine-protéine (jaune) ou induire une demi-vie plus longue
(bleu) de la protéine TDP-43. D'autres mutations n‘ont toujours pas été caractérisées (noir). Adapté de:
Eck, Randall J et al. “Regulation of TDP-43 phosphorylation in aging and disease.” GeroScience vol. 43,4
(2021): 1605-1614. doi:10.1007/511357-021-00383-5. Créé avec BioRender.com.

1.1.18 Régulation de la phosphorylation de TDP-43
1.1.18.1 Les kinases

Les kinases sont des enzymes du groupe des transférases qui catalysent une
phosphorylation par le transfert d'un groupement phosphate de I'ATP vers une cible
spécifique. Souvent considéré a tort comme un processus cellulaire aberrant, la

phosphorylation pourrait étre au contraire un événement régulé selon plusieurs études.
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A ce jour, on compte cing kinases qui sont capable de phosphoryler TDP-43 de maniére
directe in vitro et in vivo : les caséines kinases 1 et 2 (CK1 et CK2), le cycle de division

cellulaire 7 (CDC7) et les tubulines kinases tau 1 et 2 (TTBK1 et TTBK2) (Figure 27).

mislocalization  aggregation
altered splicing  neurotoxicity
decreased clearance

Figure 27- Kinases et phosphatases ciblant TDP-43 et leurs conséquences biologiques.

Une phosphorylation anormale de TDP-43 liée au vieillissement cellulaire et/ou a la maladie altéerent de
nombreux mécanismes fonctionnels biologiques : la localisation subcellulaire, I'épissage des ARNm, la
solubilité protéique, le taux de renouvellement et engendre une neurotoxicité accrue. Cing kinases
phosphorylent directement TDP-43 notamment les caséines kinase 1 et 2 (CK1 et CK2), le cycle de division
cellulaire 7 (CDC7) et les tubulines kinases tau 1 et 2 (TTBK1 et TTBK2). Quant aux phosphatases qui
déphosphorylent TDP-43, ils en existent deux types, les phosphatases PP1 et PP2 ainsi que la calcineurine.
D’apres : Eck RJ, Kraemer BC, Liachko NF. Regulation of TDP-43 phosphorylation in aging and disease.
Geroscience. 2021 Aug,43(4):1605-1614. doi: 10.1007/s11357-021-00383-5. Epub 2021 May 25.

La fonction de TDP-43 est affectée par la modification de la phosphorylation
(Kametani et al., 2009). En outre, différents signaux de stress entrainent une
phosphorylation de TDP-43 dépendante de la CK1. Chez les mammiferes, la CK1 possede
environ 7 isoformes (o, B, y1, y2, y3, &, €) (Li et al,, 2004), parmi lesquelles CK16 et CK1e
peuvent phosphoryler TDP-43 in vitro (Nonaka et al., 2016). Il a été récemment découvert
gu'une forme tronquée de CK181 en C-terminal (CK1861-317), favorise la mauvaise
localisation et I'accumulation cytoplasmique de TDP-43 phosphorylé dans les cellules
SH-SY5Y (une lignée de neuroblastome) et dans des levures exprimant la forme tronquée
(Nonaka et al, 2016). c'est ainsi qu'un lien a été établi entre la kinase CK1 et la

pathogénése de la maladie. En effet, il est connu que CK1 peut phosphoryler TDP-43 in
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vitro sur 29 sites dont 18 sont majoritairement localisés dans le domaine CTD (Kametani
et al,, 2009). De nombreuses sérines phosphorylées dans la SLA et la FTLD sont d'ailleurs
ciblées par CK1, notamment les Ser379; Ser403/404 et Ser409/410 (Kametani et al.,
2009). In vitro, les kinases CK1 et CK2 favorisent la conversion de TDP-43 en formes
fibrillogenes, structures évaluées au microscope électronique qui rappellent celles de la
FTLD-TDP (Carlomagno et al., 2014). Il a été récemment constaté que les niveaux d’ARNm
de CK1e sont étroitement corrélés avec TDP-43 phosphorylée dans les tissus de patients
SLA et la surexpression de CK1le dans les lignées de motoneurones dérivées d'iPSC
favorise I'accumulation cytoplasmique de TDP-43 (Krach et al., 2018). Il a également été
démontré que les kinases CDC7, TTBK1 et TTKB2 co-localisent avec la protéine TDP-43
agrégée et phosphorylée dans des tissus post-mortem de patients SLA et FTLD-TDP
(Liachko et al., 2013, 2014). Ces résultats ont permis I'émergence d'inhibiteurs de kinases.
Les inhibiteurs de CK-16 et de CDC7 ont montré leur capacité a prévenir I'accumulation
de TDP-43 phosphorylée et ont démontré des effets neuroprotecteurs au niveau
cellulaire. Cependant, il a été observé que la surexpression de CDC7, TTBK1 ou TTBK2
favorise la phosphorylation de TDP-43, entrainant sa mauvaise localisation et son
agrégation (Liachko et al., 2013 ; Alquezar et al.,, 2016 ; Taylor et al., 2018). L'inhibition de
CK-18 par le composé IGS-2.7 s'est aussi révélée étre bénéfique in vivo dans un modele
transgénique de souris TDP-43 (A315T) (Martinez-Gonzalez et al., 2020). Des stratégies
d'inhibition de TTBK1 sont aussi en cours de développement et montrent que la
phosphorylation et I'agrégation de TDP-43 sont considérablement atténuées ce qui a
permis de sauver la dégénérescence des neurones GABAergiques dérivés d'iPSC (Tian et
al., 2021).

Dans I'ensemble, ces résultats suggerent que la phosphorylation joue un réle
critique dans la pathologie et que moduler la phosphorylation de TDP-43 avec des
inhibiteurs de kinase peut étre une piste thérapeutique attractive pour le traitement des
protéinopathies impliquant TDP-43. Néanmoins, la phosphorylation peut jouer un role
protecteur et promouvoir une fonction normale au sein de la cellule. Par exemple, Li et

ses collegues (2017) ont observé que la protéine kinase activée par les mitogénes (MEK)
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phosphoryle TDP-43 aux résidus T153 et T155 situés dans son domaine RRM1 ce qui
régule sa localisation dans le nucléole apres un choc thermique. Ces résultats suggerent
un réle de maintenance de la phosphorylation dans I'homéostasie de TDP-43 (Li et al.,
2017). Il existe plusieurs autres kinases connues pour phosphoryler TDP-43 de maniére
indirecte, telles que GSK3-p, ERK, JNK (c-Jun N-terminal kinase) ou encore CDK6 (Cyclin-
dependent kinase 6) (Buratti et al., 2010 ; Wang et al,, 2012 ; Liachko et al., 2013). La
phosphorylation de TDP-43 dépendante de GSK3-p a été associée a la formation de
dépots de TDP-43 dans les cellules des patients atteints de SLA (Neumann et al., 2006 ;
Liachko et al., 2013). Egalement, la phosphorylation de TDP-43 par ERK et JNK contribue
a I'accumulation de TDP-43 (Wang et al,, 2012). Enfin, la phosphorylation de TDP-43 par
CDK®6 a été associée a une diminution de la solubilité de TDP-43, qui peut contribuer a
la formation de condensats et a la pathogénese de la SLA (Kampers et al,, 2010). La
phosphorylation de TDP-43 induit des modifications de la pathologie dans les modéles
expérimentaux, ce qui suggere un rdle potentiellement régulateur de la phosphorylation

dans I'activité de la protéine.

1.1.18.2 Les phosphatases

Les phosphatases catalysent la réaction inverse en enlevant les groupements
phosphates des résidus phosphorylés d'une cible spécifique. Des études ont montré que
les trois phosphatases PP1, PP2 et la calcineurine déphosphorylent TDP-43 (Figure 27).
Des études ont montré que la calcineurine se lie a I'extrémité C-terminale de TDP-43
dans des modeéles in vitro (Liachko et al., 2016) et co-immunoprécipite également avec
TDP-43 dans des lysats de cerveau humain (David et al.,, 2017). Quant aux PP1/2, elles
pourraient interagir directement avec TDP-43 et il a été montré que ces phosphatases
co-immunoprécipitent avec TDP-43 dans des extraits de cellules HEK-293T (Gu et al.,
2018). Concernant leurs sites de déphosphorylation, il a été démontré que la calcineurine
déphosphoryle TDP-43 aux sérines 409 et 410 (S409/410) alors que les PP1/2 peuvent
déphosphoryler in vitro TDP-43 aux sites S379, S403/404 et S409/410 (Liachko et al.,

2016 ; Gu et al, 2018). Dans des cellules humaines en cultures, il a été constaté qu'un
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traitement avec des inhibiteurs des PP1/2 (calyculine A) ou avec un inhibiteur de la
calcineurine (tacrolimus), a tendance a accroitre les niveaux de TDP-43 phosphorylé
(Liachko et al., 2016; Gu et al, 2018). Dans des modeles transgéniques C.elegans
exprimant TDP-43, la perte de I'homologue tax-6 de la calcineurine, a eu pour effet de
favoriser I'accumulation de TDP-43 phosphorylé, les altérations motrices et accélere la
neurodégénérescence. Fait intéressant, I'accumulation de TDP-43 phosphorylée n'a pas
eu d'effets majeurs sur les fonctions d'épissage de TDP-43. Autre point, la calcineurine
co-localise avec la protéine TDP-43 phosphorylée dans les inclusions retrouvées chez les
patients atteints de SLA et de FTLD-TDP ce qui pourrait suggérer que dans la pathologie,
la calcineurine viendrait déphosphoryler TDP-43 afin de la protéger de l'agrégation
toxique (Liachko et al.,, 2016). De plus, une altération de la calcineurine peut contribuer
a la maladie puisque I'activité de la calcineurine est réduite chez les patients atteints de
SLA (Ferri et al., 2004). Nous allons maintenant voir que le déreglement de I'activité de
phosphorylation de TDP-43 dans un contexte pathologique peut avoir des conséquences
sur sa localisation subcellulaire, sa capacité a former des condensats biomoléculaires, sur

sa solubilité et enfin sur sa fonction d'épissage des ARNm cibles.

1.1.19 Conséquences de la phosphorylation de TDP-43
1.1.19.1 Effet sur la localisation subcellulaire

Des études suggerent que la phosphorylation de TDP-43 peut altérer la
localisation subcellulaire de la protéine. Par exemple, il a été récemment montré dans
une étude que la casein kinase 1 & (CK1) peut induire la re-localisation, I'accumulation
et I'agrégation toxique de TDP-43 dans le cytoplasme a la fois dans des modeéles in vivo
et in vitro (Nonaka et al., 2016). Une étude parue en 2020 a démontré dans des cellules
NSC-34 qu’en conditions de stress du réticulum endoplasmique (RE), CK1 provoque
I'accumulation de TDP-43 endogene dans des agrégats. Cette accumulation a pu étre
diminuée en présence d'un inhibiteur de kinase CK1 (Hicks et al., 2020). Dans certains
modeles, des mutations phosphomimétiques imitant une phosphorylation de TDP-43

dans le domaine CTD au niveau de ses résidus sérines S387E, S389E, S393E et S395E
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favorisent la localisation cytoplasmique de TDP-43 comparé a la forme sauvage de TDP-
43 (Newell et al., 2019). Dans d'autres modéles, I'accumulation cytoplasmique de TDP-
43 suffit pour former des agrégats et induire la phosphorylation (Gasset-Rosa et al,
2019). Cependant, une étude récente n'a montré aucun impact de mutations
phosphomimétiques du domaine CTD de TDP-43 sur sa distribution subcellulaire dans
des cellules en culture (Gruijs da Silva et al., 2022). En somme, ces différentes études ne
permettent pas d'avoir une corrélation claire entre la phosphorylation et la localisation

de TDP-43, et le lien entre ces deux mécanismes et I'agrégation reste encore peu étudiée.

1.1.19.2 Effet sur I'activité d’'épissage des ARNm

Quelques études ont rapporté que la phosphorylation aux résidus T153/Y155 et
S48 de TDP-43 a la capacité de moduler I'activité d'épissage. L'expression d'un double
phosphomimétique T153E/Y155E potentiel dans des cellules en culture en combinaison
avec un reporter d'épissage pour 'ARNm CFTR, a diminué de prés de 30% l'inclusion de
I'exon 9 de CFTR, comparé a TDP-43 normal. Ce résultat peut s'expliquer par une
diminution de I'affinité de liaison de TDP-43 a I'’ARN de 5 fois par rapport au contréle
sans pour autant modifier la solubilité ou la stabilité (Li et al., 2017). De méme, une
mutation phosphomimétique au niveau du résidu S48 (S48E) a réduit l'activité d'épissage
du transcrit CFTR d’environ 40% dans les cellules HelLa (Wang et al., 2018). Ces données
suggerent un role spécifique de la phosphorylation dans la régulation de l'activité

d'épissage.

1.1.19.3 Effet sur la solubilité et I'agrégation

La littérature scientifique présente des résultats contradictoires concernant la
relation entre la phosphorylation et I'agrégation de protéine TDP-43. Lla
phosphorylation, une modification post-traductionnelle essentielle, joue un réle crucial
dans la régulation des propriétés IDR de TDP-43 impliquées dans son auto-association
(LLPS). Elle modifie la charge des chaines latérales des acides aminés phosphorylés,

introduisant ainsi des charges négatives qui modifient les propriétés des protéines, leur
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offrant de nouvelles possibilités d'interactions intra- et intermoléculaires (Bah et al.,
2016). On peut donc s'attendre a ce que cela ait un impact positif ou négatif sur I'auto-
association réversible de TDP-43. Des études ont montré que l'introduction d'une
substitution phosphomimétique (S48E) perturbe la dimérisation fonctionnelle médiée
par le domaine NTD et réduit la formation du processus LLPS de TDP-43 in vitro (Wang
et al,, 2018). Une autre étude a également constaté que cette substitution perturbe la
formation d'anisosomes, des compartiments nucléaires distincts formés par le processus
LLPS et qui se forment lorsque TDP-43 polymérise indépendamment de sa liaison a I'ARN
(Yu et al,, 2021). Il a été également démontré que des substitutions phosphomimétiques
(D) dans le domaine CTD de TDP-43 (visant des résidus phosphorylés chez les patients)
inhibent la condensation de TDP-43 dans le cytoplasme, réduisent son agrégation et
augmentent sa solubilité in vitro par rapport a la forme sauvage de TDP-43 (Gruijs da
Silva et al, 2022). Dans les cellules, les mutations phosphomimétiques réduisent
également de maniére significative le recrutement de TDP-43 dans les granules de stress,
sans qu'aucune explication ne soit avancée (Li et al., 2011 ; Gruijs da Silva et al., 2022).
Cependant, d'autres études ont montré que la phosphorylation de TDP-43 par la kinase
CK16 aux résidus sérines S393/S395/5S409/5410 entraine une mauvaise localisation et
une accumulation de la protéine dans le cytoplasme, suivie d'une agrégation dans les
cellules SH-SY5Y et in vitro (Nonaka et al, 2016). En résumé, le lien entre |'auto-
association de TDP-43 (LLPS) dépendante de la phosphorylation et son agrégation

cytoplasmique nécessite des études plus poussées.
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Objectifs de la these

La protéine de liaison a I'ARN, TDP-43 est le principal composant des inclusions
cytoplasmiques, caractéristiques de la sclérose latérale amyotrophique (SLA), ce qui en
fait un marqueur pathologique important de la maladie (Neumann et al., 2006). Une
autre caractéristique majeure des inclusions cytoplasmiques dans la SLA, est la présence
d'une hyper-phosphorylation des sérines de TDP-43 dans son domaine C-terminal,
notamment la phosphorylation des sérines S409/410 qui est une signature importante
de la pathologie (Hasegawa et al., 2008). Cette modification post-traductionnelle a été
corrélée a une relocalisation de la protéine TDP-43, a son accumulation cytoplasmique
et a la formation d'agrégats toxiques a la fois in vitro et in vivo (Taylor et al.,, 2018).
Toutefois, les mécanismes précis a l'origine des modifications de TDP-43 et a son
agrégation ne sont toujours pas clairs.

Une des hypotheses admises actuellement repose sur la perturbation du
processus physiologique d'autoassociation de TDP-43 (LLPS). Ce mécanisme serait
régulé en grande partie par le domaine de faible complexité (LCD) de TDP-43 ayant des
propriétés de type prion (PrLD), domaine ou se trouve la majorité des sérines retrouvées
hyper-phosphorylées dans les inclusions cytoplasmiques des personnes atteintes de SLA
(Conicella et al, 2016; Eck et al, 2021). Encore aujourd’hui, les effets de la
phosphorylation sur le mécanisme d'auto-association réversible de TDP-43 (LLPS) et sur
I'agrégation ainsi que sur les fonctions biologiques de TDP-43 restent peu approfondies.

Dans un premier temps, mon travail de these avait pour objectif d'étudier I'impact
de la phosphorylation du domaine CTD de TDP-43 sur son autoassemblage (LLPS), sa
distribution subcellulaire et sa fonction d'épissage des pré-ARNm cibles. Dans un second
temps, I'objectif était d'identifier des composés ciblant les autoassemblages et certaines
fonctions biologiques de TDP-43 afin de proposer un potentiel traitement thérapeutique
pour les protéinopathies associées a TDP-43. Pour atteindre ces objectifs, j'ai défini les

objectifs spécifiques suivants :
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» Objectif 1: Développer une nouvelle approche in cellulo automatisée :
o Quantifier les autoassemblages de TDP-43 (LLPS) dépendants de la

phosphorylation de son domaine CTD.

» Objectif 2 : Caractériser les autoassemblages de TDP-43

o Notamment ceux liés a la phosphorylation

* Objectif 3 : Déterminer I'impact de la phosphorylation de TDP-43
o Sur son recrutement dans les granules de stress, liaison a 'ARNm, sa

distribution subcellulaire et I'épissage de son ARNm cible CFTR.

* Objectif 4 : Identifier des composés
o Capables de cibler spécifiquement les autoassemblages de TDP-43 (LLPS)
dans les cellules
» Objectif 5 : Caractériser I'effet des composés identifiés
o Sur la localisation subcellulaire de TDP-43, son import nucléaire et son

agrégation

Pour atteindre ces objectifs, nous avons utilisé une nouvelle technologie appelée
Microtubule bench (MT bench), qui permet d'étudier le processus d'auto-association
réversible de TDP-43 dans les cellules Hela (LLPS), combinée avec des analyses
d'imageries automatisées a haute résolution (HCS). Nous avons complété ces études
avec des tests sur des cellules indépendant de la MT Bench. Nous avons également
généré des mutants de TDP-43 mimant soit une déphosphorylation (en substituant des
résidus sérine par des résidus alanine) soit une hyper-phosphorylation (en substituant
des résidus sérine par des résidus glutamate ou aspartate) dans le domaine CTD de TDP-
43 afin d'étudier leurs effets sur l'autoassemblage de TDP-43 et ses fonctions
biologiques liées a la régulation de I'ARNm. Nous avons aussi réalisé un criblage de 134

molécules issues d'une librairie d'inhibiteurs de kinases (98 molécules) et d'inhibiteurs
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de phosphatases (36 molécules) afin de cibler spécifiquement les autoassemblages de

TDP-43 dans le cytoplasme a I'aide du MT bench.

En résumé, ces travaux de these avaient pour objectif de caractériser I'impact de
la phosphorylation de TDP-43 sur son association réversible (LLPS), sur ses fonctions
biologiques ainsi que sur son agrégation pathologique. Plus particulierement, notre
objectif était de rechercher des phénotypes liés a la phosphorylation de TDP-43 afin
d'identifier dans un second temps des composés capables de cibler 'autoassociation de
TDP-43 dépendante de la phosphorylation de son domaine C-terminal. Les résultats
obtenus pourraient ouvrir de nouvelles perspectives pour la conception et le

développement de traitements plus efficaces pour la SLA.
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Matériel et méthodes

Plusieurs techniques a haute résolution ont été utilisées dont le microscope a haut
contenu (HCS) et la méthode du Microtubule Bench (MTbench) pour les expériences de

biologie cellulaire. Elles vous seront expliquées en détails dans la partie suivante.

o Méthodes en Biologie Cellulaire
a) Microscope a haut contenu (HCS)

Pour toutes nos expériences, un microscope a haut contenu (High-Content
Screening, HCS) de chez PerkinElmer (Opera Phenix) a été utilisé. Le microscope
automatisé a fluorescence HCS est un systéeme d'imagerie avancé congu pour I'analyse
automatisée et a haut débit de cellules et de tissus. Il permet l'acquisition rapide
d'images de haute résolution et la collecte de données multiparamétriques a partir d'un
grand nombre d'échantillons biologiques. Tous les avantages liés au microscope HCS

sont listés dans le Tableau 2.

Tableau 2- Description des avantages liés au microscope a haut contenu (HCS).

Principaux avantages Détails
Analyse Le HCS permet l'acquisition simultanée de multiples
multiparamétrique parametres d'imagerie (intensité de fluorescence,

localisation subcellulaire, morphologie cellulaire etc...).
Cela permet d'obtenir une vue d'ensemble plus compléte
des caractéristiques cellulaires et des interactions
moléculaires, ce qui peut aider a comprendre les
mécanismes biologiques complexes.

Haute résolution et |Le HCS utilise des objectifs de haute qualité et des
imagerie en temps réel | caméras sensibles pour capturer des images de résolution
élevée. Cela permet une visualisation détaillée des
structures cellulaires et des marqueurs spécifiques. De
plus, le HCS permet I'imagerie en temps réel, ce qui
permet d'observer les processus cellulaires dynamiques

et les réponses en direct.
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Criblage a haut débit Le HCS est concu pour le criblage a haut débit, ce qui
signifie qu'il permet d'analyser de grandes quantités
d’'échantillons en peu de temps. Grace a I'automatisation
et a la robotique intégrées, il est possible de traiter des
plagues multi-puits ou des échantillons en série de
maniere rapide et efficace.

Analyse quantitative et | Le HCS est accompagné de logiciels d'analyse puissants
statistique qui permettent d'extraire des informations quantitatives
a partir des images acquises. Ces logiciels peuvent
effectuer des analyses statistiques, générer des profils de
distribution, mesurer les intensités de fluorescence,
quantifier les caractéristiques morphologiques, etc... Cela
facilite Il'analyse comparative, l'identification de
phénotypes spécifiques et I'évaluation de I'efficacité des
traitements.

Exploration de la | Le HCS permet d'étudier la diversité cellulaire au sein
diversité cellulaire d'une population. Il peut étre utilisé pour détecter les
variations de réponses cellulaires, les sous-populations
cellulaires spécifiques et les phénotypes rares. Cela peut
étre particulierement utile dans le contexte de la
recherche sur le cancer, la biologie du développement, la
médecine régénérative etc...

Réduction des erreurs | L'automatisation du HCS réduit la dépendance aux
expérimentales manipulations manuelles, ce qui minimise les erreurs
expérimentales et améliore la reproductibilité des
résultats. De plus, la possibilité de capturer des images en
temps réel permet de suivre les réponses cellulaires en
direct, réduisant ainsi les risques d'interprétation erronée

ou de biais.

Ces avantages font du microscope HCS, une méthode précieuse pour la recherche
biomédicale, le criblage de médicaments, la biologie cellulaire et de nombreux autres
domaines de la science. Il permet une analyse minutieuse des échantillons biologiques,

offrant ainsi une compréhension plus détaillée des mécanismes cellulaires.
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b) Méthode du Microtubule bench (MT bench)
i. Description

La séparation de phase des RBPs est considérée comme le mécanisme a |'origine
de la formation des MLO dans les cellules (Mitrea et Kriwacki, 2016). Cependant, il est
nécessaire d'analyser leur distribution spatiale respective afin de décrypter les
mécanismes sous-jacents a la compartimentation (Feric et al., 2016 ; West et al., 2016).
La plupart des études récentes sont basées sur la reconstitution in vitro des LLPS, qui
nécessite souvent des modifications substantielles des RBPs pour assurer leur solubilité.
Par conséquent, il est nécessaire de développer de nouvelles approches pour sonder la
compartimentation des protéines dans un contexte cellulaire. Pour y répondre, une
technique innovante a été développée par le laboratoire SABNP (INSERM U1204). Il s'agit
du Microtubule bench (MT bench), dont le brevet est actuellement détenu par la start-
up Synsight (#EP17306008.8), une plateforme de criblage a haut débit automatisée.
Cette méthode utilise le réseau de microtubules comme nanoplateforme pour détecter
la séparation de phase de deux protéines dans les cellules (ou assemblages réversibles).
Il s'agit donc d'une technique in situ, qui permet d'analyser des signaux de fluorescence
en concentrant les protéines sur les microtubules. Le principe du MT bench est simple
(Figure 28), une ou deux protéines sont confinées sur les microtubules des cellules par
fusion a un domaine de liaison aux microtubules (Microtubule Binding Domain, MBD). De
plus, les protéines sont étiquetées avec un tag fluorescent rouge (RFP) ou vert (GFP). A
la suite de leur confinement sur les microtubules, le processus LLPS (ou la
compartimentation) est visualisée et peut-étre quantifiée en analysant la corrélation
spatiale (R?) entre les signaux de fluorescences le long des filaments de microtubules.
On peut ainsi facilement observer I'auto-association réversible de la protéine TDP-43
avec une autre copie de TDP-43 comme ce qu'il se passe dans les condensats
biomoléculaires. On peut éventuellement analyser le processus LLPS de TDP-43 en

interaction avec des partenaires protéiques tels que G3BP1 ou HuR (ELAV-like protein 1).
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Figure 28- Schéma du principe de la méthode du Microtubule bench

Le MT bench est donc une méthode biophysique unique pour analyser la
formation de compartiments de type liquide de TDP-43 et la miscibilité (auto-
association) de la forme normale de TDP-43 avec une forme de TDP-43 portant des
mutations afin de détecter si des mutations pathologiques alterent les assemblages
d’'ordre supérieur de TDP-43. En plus de la visualisation de leur compartimentation sur
les microtubules, des parameétres quantitatifs reflétant leur miscibilité relative peuvent
étre facilement obtenus en analysant la corrélation spatiale entre les signaux de
fluorescence le long des filaments de microtubules (score d'auto-association R? ou
« mixing score » en anglais)

Une autre version du MT bench appelée Proie/Appat (Bait/Prey) consiste en I'ajout
d'une protéine proie conjuguée a un fluorochrome et a un MBD ainsi qu'une protéine
appat libre conjuguée uniquement a la protéine fluorescente. Cette technique permet
aussi de mettre en évidence une interaction entre les deux protéines. Par exemple, si les
deux protéines interagissent, directement ou indirectement, la protéine libre co-
localisera avec celle fixée sur les microtubules, montrant un signal de fluorescence jaune,
dans le cas contraire, on aura des signaux distincts vert et rouge le long du réseau de
microtubules avec un signal de fluorescence plus marquée pour la protéine possédant

un MBD.
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ii. Avantages et inconvénients

De nombreuses techniques existent pour explorer la condensation des RBPs afin
de comprendre les mécanismes de la compartimentation, qui semblent étre dérégulés
dans la pathologie. Cependant, il existe de nombreux inconvénients. Pour le test PLA
(Proximity ligation assay) par exemple, il est nécessaire que les cellules soient fixées pour
détecter une colocalisation et il est important d'avoir des anticorps spécifiques des
protéines d'intéréts. Pour le FRET (Fluorescence Resonance Energy transfer), un
équipement spécifique est nécessaire et le signal FRET dépend fortement de la distance
et de l'orientation entre les molécules donneuses et acceptrices. Quant au MT bench, il
présente de nombreux avantages (Tableau 3). Les seuls points limitants de cette
méthode que nous pouvons soulever, est qu'elle nécessite la production de plasmides
et de grandes quantités de ces plasmides pour étre compatible avec le microscope HCS.
Une fois ce travail réalisé, le MT bench se révéle tres efficace pour sonder des contacts
protéine-protéine. De plus, la présence du MBD dans les protéines affectent leur
localisation subcellulaire naturelle qui peut devenir un avantage. En effet, elle permet
ainsi d'étudier des comportements dans le cytoplasme, qui est aussi le lieu de

I'agrégation de TDP-43 dans la SLA.

Tableau 3- Avantages de la technique du Microtubule bench.

Avantages Détails
La géométrie des | La surface offerte par les microtubules est tres
microtubules grande, ce qui empéche la saturation des protéines

dans la plupart des cas. Ainsi, l'interaction des
protéines sur ces structures peut étre facilement
distinguée dans le cytoplasme de la cellule et devrait
permettre un schéma de détection tres sensible.

Contexte physiologique et | Les interactions sont détectées in situ, ce qui permet

dynamique de conserver un processus dynamique, qui est
important pour les RBP qui possedent elles-mémes
des propriétés liquides et dynamiques. Malgré leur
confinement sur les microtubules, les protéines
restent mobiles.
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Détection sensible et

spécifique des protéines

Analyse de la séparation de
phase spatiale de n'importe
quel couple de protéines

Détermination de I'impact de
mutations sur
I'autoassemblage de TDP-43
La présence d'’ARNm et
I'interaction avec I'ARNm
peut étre étudiée

Méthode compatible avec le
microscope HCS et

automatisation

Les protéines étudiées sont étiquetées avec un
fluorochrome GFP ou RFP et
microtubules est favorable a une détection fine et tres

la structure des

sensible de la fluorescence émise par ces protéines.
Le laboratoire SABNP a déja démontré que cette
méthode fonctionne avec des RBPs nucléaires et que
leur fusion au MBD ne perturbe pas leur liaison a
I'ARNm (Boca et al., 2016).

Permet de mesurer l'interaction entre les protéines
indépendamment de leur localisation naturelle ou de
leur abondance dans la cellule.

Il suffit de réaliser une hybridation in situ sur les
cellules

Les protéines étiquetées avec des fluorochromes sont
facilement observables avec un microscope a
HCS. scripts

automatiques peuvent étre réalisés pour analyser le

fluorescence classique ou Des
score de miscibilité et la colocalisation entre les 2
protéines. De plus, elle peut étre compatible avec du

criblage de molécules a haut débit.
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Résultats

La rétention nucléaire de TDP-43 est antagonisée par son
autoassemblage dans le cytoplasme, qui dépend de I'état de
phosphorylation de son domaine C-terminal

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative
grave caractérisée par la dégénérescence des motoneurones. Une caractéristique
fréequemment observée dans la SLA est la formation d'agrégats de la protéine TDP-43,
qui joue un réle central dans la pathologie de la maladie. TDP-43 est une protéine
essentielle impliquée dans la régulation de nombreux processus liés au métabolisme de
I'ARN dans les cellules. Dans les régions cérébrales touchées par la SLA, TDP-43 subit
une série de changements progressifs, notamment une déplétion nucléaire, une
délocalisation dans le cytoplasme, une mauvaise conformation, des modifications post-
traductionnelles (MPT), une auto-association aberrante (LLPS), et I'assemblage en
structures pathologiques distinctes avant de former des inclusions. On pensait
auparavant que l'accumulation de TDP-43 dans le cytoplasme était le principal facteur
de toxicité neuronale et de dysfonctionnement dans la SLA. Cependant, il a été observé
que la perte de TDP-43 normal dans le noyau des cellules pouvait également contribuer
a la neurodégénérescence, méme en l'absence d'inclusions de TDP-43 dans le
cytoplasme. Parmi les modifications post-traductionnelles (MPT) pathologiques
associées a la SLA, la phosphorylation de certaines sérines C-terminales de la protéine
TDP-43, en particulier les sérines S409/410, est une signature significative de la maladie.
Cette modification semble étre associée a la mauvaise localisation de TDP-43 dans le
cytoplasme et a la formation d'agrégats toxiques de la protéine TDP-43 dans les
neurones. Cependant, les mécanismes précis a l'origine de ces modifications et de

I'agrégation de TDP-43 restent encore mal compris.
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Ainsi, mes travaux de recherche ont pour objectif d'élucider les mécanismes sous-
jacents a l'autoassemblage de TDP-43 et a I'agrégation pathologique en relation avec sa
phosphorylation, en vue d'identifier des inhibiteurs de kinases et de phosphatases
pouvant moduler les autoassemblages cytoplasmiques de TDP-43.

Pour résoudre ces questions, nous avons développé une approche automatisée
utilisant I'imagerie a haut contenu (HCS) que nous avons combiné avec la méthode du
Microtubule Bench (MTbench) afin de quantifier les autoassemblages cytoplasmiques de
TDP-43 en fonction de I'état de phosphorylation de son domaine CTD. Notre modele
scientifique montre que la forme hypo-phosphorylée de TDP-43 favorise son
autoassemblage dans le cytoplasme, ce qui induit une perturbation de son import dans
le noyau. Nous avons également identifié des inhibiteurs potentiels de kinases et de
phosphatases qui modifient ces autoassemblages, de maniere phospho-dépendante.

En résumé, nos résultats indiquent que les inhibiteurs de kinases sélectionnés ont
un effet négatif sur I'importation nucléaire de TDP-43, conduisant a son accumulation
dans le cytoplasme. Par conséquent, il semble que les inhibiteurs de phosphatases
pourraient étre plus pertinents du point de vue thérapeutique pour la SLA, en préservant
la localisation nucléaire de TDP-43. Pour la présentation de mes travaux de these, j'ai
subdivisé mes résultats de recherche en 7 parties. Ces travaux ont fait I'objet d'un article

qui a été soumis pour publication (inséré a la fin de ce chapitre).

1. Développement d’'une approche automatisée in cellulo afin de quantifier
I'impact de la phosphorylation sur les autoassemblages de TDP-43
Dans cette étude, nous avons développé une nouvelle approche automatisée dans
les cellules Hela afin de quantifier les autoassemblages phospho-dépendants de TDP-
43. Notre approche se base sur une technologie déja brevetée par le laboratoire appelée
le Microtubule Bench (MTbench), et qui permet de reconstituer in cellulo les
autoassemblages réversibles de la protéine TDP-43, en utilisant le réseau de
microtubules des cellules HeLa comme nanoplateformes. Cette technique repose sur la
variation de miscibilité entre deux protéines sur les microtubules, par exemple une forme

sauvage et une forme mutée de TDP-43 afin d'étudier I'impact de mutations sur les
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autoassemblages de TDP-43. Afin d'automatiser notre approche, nous avons combiné le
MTbench a de la microscopie a haute résolution HCS. Notre méthode est sensible,
puisqu’elle permet de détecter des altérations dans la miscibilité de TDP-43 de type

sauvage avec des mutants hypo- ou hyper-phosphomimétiques.

2. Impact de la phosphorylation sur I'autoassemblage de TDP-43

Afin de valider I'approche in cellulo automatisée, nous avons étudié l'effet des
mutants phosphomimétiques sur les autoassemblages de TDP-43. Nous avons constaté
que les formes hypo- et hyper-phosphorylées alterent significativement les
autoassemblages de TDP-43. Etant donné que nous n'avons pas observé de différence
entre les deux formes, nous avons cherché des différences dans le profil de
distribution/compartimentation des mutants le long des microtubules. Nous avons
observé une diminution de la densité des compartiments pour la forme hyper-
phosphorylée tandis que l'inverse a été observé pour la forme hypo-phosphorylée. Ces
résultats suggerent que I'hyper-phosphorylation C-terminale de TDP-43 diminue les
autoassemblages cytoplasmiques alors que la forme hypo-phosphorylée augmentent les

autoassemblages cytoplasmiques.

3. Effets de la phosphorylation sur la localisation subcellulaire de TDP-43 et
I'épissage de son ARNm cible CFTR

Une fois notre approche automatisée validée, nous avons explorer I'impact de la
phosphorylation C-terminale de TDP-43 sur sa distribution subcellulaire dans les cellules
HeLa. Nos résultats indiquent une distribution subcellulaire différentielle selon la nature
du mutant phosphomimétique utilisé. La forme hyper-phosphomimétique de TDP-43 est
retenu dans le noyau tandis que la forme hypo-phosphomimétique de TDP-43
s'accumule dans le cytoplasme. Nous avons également examiné l'effet de la
phosphorylation de TDP-43 sur l'activité d'épissage de son pré-ARNm cible CFTR. Nos
résultats montrent que les mutants phosphomimétiques n’'ont pas restaurer
completement I'excision de I'exon 9 de CFTR par rapport a la forme sauvage de TDP-43.

Ces données suggerent que les événements d’hypo et d'hyper-phosphorylation dans le
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domaine C-terminal de TDP-43 peuvent influencer la régulation de I'épissage de 'ARNm

CFTR dans le noyau.

4. Impact de la phosphorylation sur la formation d'agrégats de TDP-43 en
réponse au stress oxydatif

Nous avons ensuite étudié I'impact de la phosphorylation sur le recrutement de TDP-
43 (sauvage ou mutée) dans les GS en réponse a différents types de stress (stress oxydant
léger ou aigu). Nos résultats indiquent que sous des conditions de stress oxydatif Iéger,
les mutants hypo- et hyper-phosphorylés sont efficacement recrutés dans les GS.
Cependant, en présence d'un stress oxydant aigu de type arsénite, seul le mutant hyper-
phosphorylé n'est plus recruté dans les GS. Pour expliquer ces résultats, nous avons
constaté une perte drastique de la liaison entre la forme hyper-phosphorylée et '’ARNm
en conditions de stress aigu, alors que la forme hypo-phosphorylée maintient sa liaison
avec I'ARNm. Ces données supportent I'hypothese selon laquelle le mutant hyper-
phosphorylé favorise les contacts intermoléculaires entre les domaines RRM et ainsi la
perte de liaison avec 'ARNm et le non-recrutement du mutant dans les GS. Ces résultats
montrent que |'état de phosphorylation du domaine C-terminal influence le recrutement

de TDP-43 dans les GS en fonction du type de stress oxydant.

5. Identification d'inhibiteurs de kinases et de phosphatases ciblant
spécifiquement les autoassemblages cytoplasmiques de TDP-43, dépendant
de la phosphorylation de son domaine C-terminal

Une fois que nous avons caractérisé des phénotypes associés a la phosphorylation

de TDP-43, nous avons entrepris de corriger I'impact négatif de la phosphorylation avec
des petites molécules. Pour cela, nous avons choisi a partir d'une librairie commerciale,
134 composés dont 99 inhibiteurs de kinases et 36 inhibiteurs de phosphatases. Notre
premier objectif était d'étudié l'effet des 134 inhibiteurs sur les autoassemblages
phospho-dépendants de TDP-43 (le couple mutant hyper-phosphorylé/forme sauvage
de TDP-43), en utilisant I'approche automatisée précédemment validée. Ce premier test

de criblage nous a permis d'identifier 16 composés hits dont 14 inhibiteurs de kinases et
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2 inhibiteurs de phosphatases. On a observé des effets opposés pour les deux types
d'inhibiteurs : les inhibiteurs de kinases identifiés ont significativement réduit
I'autoassociation entre la forme sauvage et la forme mutée de TDP-43 tandis que les

inhibiteurs de phosphatases identifiés ont eu I'effet inverse.

6. Effets des inhibiteurs identifiés sur la distribution subcellulaire de TDP-43
sauvage

Nous avons ensuite entrepris d'explorer |'effet des composés identifiés sur la
distribution subcellulaire de la forme sauvage de TDP-43. Pour cela, nous avons réalisé
un autre test de criblage avec 11 inhibiteurs de kinases et 2 inhibiteurs de phosphatases.
Nos résultats montrent que 7 des 11 inhibiteurs de kinases ont significativement
augmenté les niveaux cytoplasmiques de la protéine TDP-43. En revanche, les inhibiteurs
de phosphatases ont augmenté les niveaux nucléaires de TDP-43. Ces résultats ont
également été observés dans une lignée de type neuronale NSC-34. lls suggérent que
les inhibiteurs de kinases identifiés, qui diminuent les autoassemblages phospho-
dépendants de TDP-43, ont également tendance a augmenter les niveaux
cytoplasmiques de TDP-43. Ce phénotype est d'ailleurs similaire a celui obtenu pour la
forme hypo-phosphorylée de TDP-43 qui a tendance a étre accumulée dans le
cytoplasme. En revanche, les inhibiteurs de phosphatases ont été soit inactifs ou soit
régulé négativement le niveau cytoplasmique de TDP-43. Ces résultats reproduisent le

phénotype observé pour la forme hyper-phosphorylée de TDP-43.

7. Effets des inhibiteurs identifiés sur la capacité de recrutement de TDP-43
sauvage dans les granules de stress et sur I'activité d'épissage de son ARNm
cible CFTR

Nous avons ensuite analysé l'effet des composés identifiés sur la capacité de

recrutement de la forme sauvage de TDP-43 dans les GS, en conditions de stress aigu
ou de stress léger. Nous avons constaté des variations avec les inhibiteurs sélectionnés
mais nous n'avons pas observé de corrélation claire avec les résultats obtenus

correspondants a l'autoassociation de TDP-43 dans le cytoplasme. Ces variations

109



inattendues suggerent que ces composés pourraient influencer le recrutement de TDP-
43 dans les GS indépendamment des mécanismes liés a I'autoassemblage de TDP-43
contrélé par I'état de phosphorylation de son domaine C-terminal dans le cytoplasme.
Nous avons aussi recherché si les composés sélectionnés altéraient les fonctions
nucléaires de TDP-43 notamment son activité d'épissage de 'ARNm cible CFTR. De
maniere similaire, certains composés ont affecté I'activité d'épissage contrdolé par la
forme sauvage de TDP-43, mais nous n‘avons pas obtenu de corrélation claire avec les
résultats obtenus sur l'autoassociation de TDP-43. Ces résultats suggerent que les
composés sélectionnés pour leur capacité a moduler les autoassemblages
cytoplasmiques de TDP-43 ne semblent pas montrer une corrélation claire avec les

événements d'épissage de '’ARNm qui ont lieu dans le noyau.

8. Effets des inhibiteurs identifiés sur I'agrégation de la protéine mutante
G146A

Nous avons ensuite exploré comment les molécules sélectionnées influencaient
I'agrégation de TDP-43 en utilisant le mutant G146A de TDP-43 qui est affecté dans sa
liaison coopérative a I'ARNm riche en GU (Rengifo-Gonzalez et al., 2021). Nos résultats
démontrent que les deux inhibiteurs de phosphatases identifiés ont significativement
diminué la formation d'agrégats du mutant G146A, l'inverse est observé avec les
inhibiteurs de kinases identifiés. Il est intéressant de noter que certains inhibiteurs de
kinases qui augmentent I'agrégation du G146A, augmentent aussi I'enrichissement en
ARNm dans les agrégats riches en G146A, contrairement aux inhibiteurs de
phosphatases. Ce résultat est en accord avec une plus grande affinité du mutant hypo-

phosphomimétique pour I'ARNm, tel qu'observé précédemment.

9. Effets des inhibiteurs identifiés sur I'importation nucléaire de TDP-43
sauvage

Nous avons également examiné comment les composés identifiés affectaient la

distribution de la protéine TDP-43 dans le noyau et dans le cytoplasme des cellules.
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Nous avons constaté que les inhibiteurs de kinases sélectionnés empéchaient
I'importation nucléaire de TDP-43 cytoplasmique, suggérant un mécanisme potentiel de

régulation de la localisation subcellulaire de TDP-43.

Résumé des résultats : Mes travaux de these ont permis I'élaboration d'un modéle dans

lequel I'hypo-phosphorylation C-terminale de TDP-43 ou l'action des inhibiteurs de
kinases favorisent les autoassemblages cytoplasmiques de la protéine perturbant ainsi
son import nucléaire. L'inverse est observé avec la forme hyper-phosphorylée de TDP-

43 et les inhibiteurs de phosphatases identifiés.

Conclusion : Cette étude met en évidence I'importance de la phosphorylation de TDP-
43 dans son autoassemblage et suggere que la diminution de I'autoassemblage du
domaine C-terminal de TDP-43 dans le cytoplasme par des approches thérapeutiques
est a priori pertinente pour favoriser la localisation nucléaire de TDP-43 et limiter son

agrégation toxique dans le cytoplasme.
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ABSTRACT

Protein aggregation is a hallmark of many neurodegenerative disorders, including
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), in which TDP-43, a nuclear RNA-binding protein,
forms cytoplasmic inclusions. Here, we have developed a robust and automated method
to assess protein self- assembly in the cytoplasm using microtubules as nanoplatforms.
Importantly, we have analyzed specifically the self-assembly of full-length TDP-43 and its
mRNA binding that are regulated by the phosphorylation of its self-adhesive C-terminus,
which is the recipient of many pathological mutations. We show that C-terminus
phosphorylation prevents the recruitment of TDP-43 in mRNA-rich stress granules only
under acute stress conditions because of a low affinity for mRNA but not in mild stress.
In addition, the self-assembly of the C-terminus is negatively regulated by phosphorylation
in the cytoplasm which in turn promotes TDP-43 nuclear import. We anticipate that reducing
TDP-43 C-terminus self-assembly in the cytoplasm may be an interesting strategy to
reverse TDP-43 nuclear depletion in neurodegenerative diseases.
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INTRODUCTION:

TDP-43 is an RNA-binding protein expressed in all human tissues that mainly participates
in nuclear functions associated with mRNA processing (1, 2). TDP-43 exhibits a long self-
adhesive domain of low complexity (LCD) in its C-terminus that allows the formation of
reversible cellular compartments with liquid-like properties (3-5). Additional contributions also
come from its structured self-associating N-terminal domain (6) and the cooperative association
of its two RNA-recognition Motifs (RRM-1 and -2) to GU-rich repeats (3, 7). TDP-43 is
involved in certain neurodegenerative diseases such as ALS (Amyotrophic Lateral Sclerosis)
and FTLD (Frontotemporal Lobar Degeneration) (8, 9). Indeed, both the identification of
pathological mutations, notably in the unstructured C-terminal domain of TDP-43, and the
occurrence with which TDP-43 forms cytoplasmic inclusions in the affected neurons explain
the particular interest of the scientific community in this RNA-binding protein (7, 10).
Accordingly, TDP-43 is considered a major target with the aim of preventing its cytoplasmic
aggregation (11) or restoring its nuclear location (12-14). These two aims are intertwined
since TDP-43-rich cytoplasmic inclusions depletes the pool of nuclear TDP-43, which in turn
prevents TDP-43 self- regulation of its own expression (15, 16). A decreased concentration of
nuclear TDP-43 may thus induce a toxic feedforward mechanism to generate additional
TDP-43-rich  cytoplasmic inclusions. TDP-43 aggregation is thought to take place after an
aberrant transition from a liquid- to solid- like state in TDP-43 condensates (17), which is
promoted by pathological mutations in the self- adhesive C-terminal domain of TDP-43(18). The
formation of solid-like TDP-43 aggregates can be prevented by the presence of RNA in the
nucleus, which acts as a chaperone (17, 19), notably, in the case of TDP-43, by binding to GU-
rich sequences (20). In addition, protein chaperones such as heat shock proteins can also
contribute to preserve the reversibility of TDP-43 condensate (21-23). Besides RNA and
protein chaperones, TDP-43 solubility may be preserved by posttranscriptional modifications,
notably phosphorylation (24, 25). In this study, we focus our attention on multiple
phosphorylation sites located in the C-terminal domain of TDP-43, which regulate the
capacity of TDP-43 to form liquid-like compartments (26).

The role of TDP-43 phosphorylation in its cytoplasmic location and aggregation remains
a matter of debate. TDP-43 phosphorylation has been associated with the presence of TDP-43 in
the cytoplasm and the formation of inclusions (27-30), with the detection of phosphorylated
TDP-43 in cytoplasmic aggregates identified in affected neurons (31, 32). Consistently,
the activity of the kinase CK1 and phosphomimetic mutants were reported to increase the
presence of TDP-43 in the cytoplasm (33, 34). Phosphorylation can thus be considered as a driver
of TDP- 43 nuclear translocation and of its cytoplasmic aggregation. However, in affected
neurons, these phosphorylation events may occur downstream of TDP-43 aggregation and its
truncation (35). In addition, in other studies, multiple TDP-43 phosphorylation sites in the
C-terminal domain prevented TDP-43 to form aggregates (28). The formation of liquid
droplet in vitro was also impaired with phosphomimetic mutants compared to wild-type TDP-
43 (26). Therefore, TDP-43 C-terminus phosphorylation may as well antagonize TDP-43
aggregation by decreasing its" propensity to form liquid droplets. In keeping with the latter
hypothesis, the recruitment of TDP- 43 in stress granules can be inhibited by the
hyperphosphorylation of TDP-43 C-terminus (26), and/or TDP-43 phosphorylation can be
prevented by the recruitment of TDP-43 in stress granules (36). Stress granules are
cytoplasmic mRNA-rich liquid-like condensates that are formed in response to a large variety
of cellular stress. The recruitment of TDP-43 into mRNA- rich stress granules may provide
a mean to keep cytoplasmic TDP-43 soluble, notably by preserving TDP-43 interaction with
mRNA (17, 36). However, this model is still debated since stress granules can be considered
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as crucibles to promote TDP-43 aggregation (37-39). In summary, no real consensus has
been reached on the consequences of TDP-43 phosphorylation on its subcellular distribution
and the formation of TDP-43 cytoplasmic inclusions.

Here we develop a new approach based on an entirely automated analysis of single cells at
high resolution using a confocal HCS imager. The HCS imager also operates in confocal
mode at high-resolution with water immersed lenses. High resolution enabled us to score
TDP-43 self- assemblies controlled by the phosphorylation of the C-terminal domain in the
cytoplasm using microtubules as nanoplatforms (MT bench assay (7, 40)). After validation
with phosphomimetic controls, we demonstrated the ability of our method to quantify TDP-
43-specific assemblies by detecting the aggregation of TDP-43 under arsenite stress (41,
42).  While TDP-43 hyper- phosphomimetic mutants are not recruited in stress granules
during acute stress (26, 39) , we did measure a significant recruitment of TDP-43 hyper-
phosphomimetic mutants after mild stress. Our results indicate that intermolecular
interactions involving RRM domains, most likely through disulfide cysteine bridges or
acetylation of Lysine residues (41, 42), prevent the recruitment of TDP-43 hyper-
phosphomimetic mutants in stress granules but only under acute stress conditions. Having
demonstrated the potential of our approach, we screened and selected 14 out of 98 kinase
inhibitors and 2 out of 36 phosphatase inhibitors that significantly modulate the
phosphorylation-dependent TDP-43 self-assembly when comparing wild-type TDP-43
mixing with TDP-43 hyper- or hypo-phosphomimetic protein mutants. We then revealed
that TDP-43 hypo-phosphomimetic mutants and selected kinase inhibitors negatively regulates
TDP- 43 nuclear retention, which may be considered as a negative contribution in TDP-43
pathologies (14, 43-45). Interestingly, kinase and phosphatase inhibitors, respectively, increase
and decrease the cytoplasmic condensation of a TDP-43 mutant (G146A) which is defective in
its cooperative association to GU-rich mRNA (42). Altogether, our stringent large-scale screen
and functional cellular assays enabled the identification of three kinase and two phosphatase
inhibitors that target phosphorylation-dependent TDP-43  self-assembly. We also
established that the phosphorylation-dependent self-assembly of the C-terminal domain is
critical to keep TDP-43 in the nucleus of HeLa cells and of a mouse motor neuron cell line
(NCS-34). Together, our data provide the basis for further investigations into how TDP-43
phosphorylation may interfere with pathological mutations identified in the C-terminus of
TDP-43 and whether interfering with TDP-43 self-assembly in the cytoplasm may correct the
negative impact of TDP-43 pathological mutations.

RESULTS:

An automated pipeline to detect phosphorylation-dependent TDP-43 self-assembly in
the cytoplasm.

Various screens have been implemented to detect how small molecules can interfere with liquid-
liquid phase separation (LLPS) of RNA-binding proteins or stress granule formation (46, 47).
In addition, TDP-43-centered studies have also focused on identifying small compounds to alter
the recruitment of TDP-43 in stress granules (37) or RNA recognition(48). However, even if the
role of TDP-43 phosphorylation is recognized as essential for its physiological mRNA-
related functions or its pathological aggregation (35), though with opposite views, large-
scale studies aiming at identifying kinase and phosphatase inhibitors are scarce (49). Here,
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we opted for ascreen based on the self-assembly of TDP-43 in the cytoplasm, whose
loss of reversibility contributes to the formation of TDP-43-rich inclusions in the cytoplasm. It
also promotes the loss of TDP-43 nuclear functions. To identify specific kinase or phosphatase
inhibitors, our approach detects a variation of miscibility between wild-type TDP-43
and a hyper- or hypo- phosphomimetic mutant in the cytoplasm. To this end, we use a new
technology, the MT bench (40), to measure the mixing/de-mixing of two proteins brought onto
the microtubule network in cells by fusing them to a microtubule-binding domain (MBD). In
addition, the two proteins are either RFP- or GFP-labeled to distinguish them from each
other (Figure 1la, Table S1). The approach also utilizes fully automated robots for cell
manipulation and drug molecule handling, as well as automatic acquisition/analysis of high-
resolution images in confocal mode in 96-well plates (Figure lc, Figure 2a and b and Materials
and Methods). We have already validated this approach in the case of TDP-43 by
detecting the formation of mRNA-rich reversible compartments along the microtubule
network (40). The sensitivity of our method enables to detect whether single mutations
interfere with the mixing of wild-type TDP-43 (7). To undertake our analysis, we measured
the mixing/de-mixing of wild-type TDP-43 with hypo- or hyper-phosphomimetic mutants,
which contain several serine substitutions for alanine or glutamic acid residues in the
C-terminal domain of TDP-43 similar to those used in a previous study (26) (Figure 1b).
However, though our assay is specific to C-terminus-dependent TDP-43 self-assembly, we
cannot distinguish whether kinase inhibitors directly change the phosphorylation
status of TDP-43 C-terminus or regulate the mixing with TDP-43 phosphomimetic
by an indirect mechanism (for instance by acting on chaperone protein activity, RNA helicase
activity, mRNA translation, etc.).

Both hyper- and hypo-phosphomimetic mutants significantly de-mix with wild-type TDP-
43, but in different ways.

To explore whether TDP-43 phosphorylation interferes with self-assembly in the cytoplasm, we
generated several full-length hyper- and hypo-phophomimetic TDP-43 mutants (Figure
Ib, Tables S2 to S4). Phosphomimetic mutants are useful for mimicking TDP-43
phosphorylation in the C-terminus, although multiple mutations can change the structure
and behavior of the C-

terminus compared to native phosphorylation. Nevertheless, these mutations modify
the ""biophysical properties of the C-terminus and prevent its modification by kinases or
phosphatases. Thus, phosphomimetic mutants can be used to screen kinase and phosphatase
inhibitors that regulate the higher order assembly of TDP-43 through its unstructured self-
adhesive C-terminus. To determine the extent to which phosphomimetic mutants can
mimic native TDP-43 phosphorylation, HeLa cells expressing phosphomimetic mutants
were stained with an anti- phospho TDP-43 antibody (Ser 409/410). In contrast with the
hypo-phosphomimetic mutants, the anti-phospho TDP-43 antibody clearly recognizes hyper-
phosphomimetic mutants (18E, 12E) when residues 409/410 were included among the
mutated residues, but not when absent (5E) (Figure 2d and e, and Supplementary Figure Ic¢).
This result suggests that the phospho-epitope is strongly mimicked by the hyper-
phosphomimetic mutant, in agreement with a previous report

(50). We also investigated whether the recognition of the phosphomimetics is still observed if
serine residues were mutated into aspartate residues (D) instead of glutamic acid residues
(E) (Supplementary Figure 1c).
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Using the MT bench assay, we then explored whether phosphorylation in the C-terminus
regulates TDP-43 self-assembly, as found in vitro (26). After confirming the mixing of wild-
type TDP-43 with itself or its de-mixing with two RNA-binding proteins that do not
interact with wild-type TDP-43 (HuR and G3BP1, Figure 2b and Supplementary Figure 5a),
we measured the mixing of wild-type TDP-43 with several hypo- or hyper-phosphomimetics
targeting the C- terminal domain in HeLa cells (Figure 2c). We observed a de-mixing of wild-
type TDP-43 with both the hypo- and hyper-phosphomimetic mutants (Figure 2b, d).
Importantly, the hyper- and hypo-phosphomimetic mutants generated two different
compartments on microtubules that, accordingly, strongly de-mixes with each other
(Supplementary Figure 2). The hyper- phosphomimetic mutant (18E) generated less
dense compartments than those of the hypo-phosphomimetic mutant (18A) (Supplementary
Figure 2), supporting the decrease in TDP-43 self-assemblies upon phosphorylation of the
C-terminal domain (26). Additionally, we measured the de-mixing of different
phosphomimetic mutants with wild-type TDP-43 (Figure 2d). As expected, the hyper- and
hypo-phosphomimetic mutant containing the most mutations, 18E and 18A, respectively,
induced the strongest de-mixing with wild-type TDP-43. Interestingly, hypo- phosphomimetic
mutations downstream of the RRM2 (5A) did not induce any significant de- mixing with
wild-type TDP-43, unlike the 5E mutant bearing the respective hyper- phosphomimetic
mutations. It is possible that the serine residues mutated in 5A/5E proteins are dephosphorylated
in wild type TDP-43 under our experimental conditions.

Hyper-phosphomimetic mutations hinder TDP-43 translocation and TDP-43-related
mRNA splicing.

Having validated the use of phosphomimetic mutants for the MT bench assay, we
considered functional assays as complementary screens to increase the stringency of compound
selection. Using HA-tagged phosphomimetic mutants, we sought putative phenotypes that
could be associated with TDP-43 phosphorylation, including TDP-43 translocation, recruitment
in stress granules, condensation in the cytoplasm, and nuclear mRNA splicing in HeLa cells
(Figure 1d). We noticed that 24 hours after transfection, hypo-phosphomimetic mutants
strikingly accumulated in the cytoplasm, while hyper-phosphomimetic mutants remained
in the nucleus""even more than wild-type TDP-43 (Figure 3a). The results were surprising
since similar mutations did not affect the subcellular location of TDP-43 in a previous
report(26). Puzzled about this discrepancy, we further tested the dynamics of the
nucleocytoplasmic shuttling of wild-type and mutant TDP-43. To this end, we chose to
use actinomycin D (ActD) to stop transcription and subsequently promote the translocation
of TDP-43 in the cytoplasm (43), which may be less intrusive than using hormone-inducible
nuclear export assay requiring TDP-43 fusion with a hormone-binding domain (26). We also
increase the time after transfection prior to ActD treatment (48 hours instead of 24 hours) which
led to an increased presence of wild-type TDP-43 in the cytoplasm (43). In contrast the
subcellular distribution of the hyper- and hypo- phosphomimetics mutants (18E, 18A) remained
unchanged (Figure 3b and ¢). As some of the phosphomimetic mutants tested also included
mutations in a short conserved region (a.a. 316-346) that possibly adopts an a-helix secondary
structure to form weak homo- oligomeric contacts that could promote TDP-43
condensation(18), we also tested whether mutants in which the putative short helix was not
mutated behave similarly. Similar results were obtained regarding the subcellular location of
TDP-43 mutant (Supplementary Figure 1b). Finally, we also probed whether mutations
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into aspartate residues instead of glutamic acid residues would affect the results, but it was
not the case (Supplementary Figure 1 b).

We then explored whether phosphomimetic mutations in the C-terminus domain also interfere
with TDP-43 nuclear functions. To this end, we used a well characterized splicing reporter
in which the presence of an intronic 12 GU repeats recognized by TDP-43 controls the excision
of exon 9 in the CFTR gene (51, 52) (Figure 3d, Supplementary Figures 3a and b). We reported
only splicing events occurring in a similar windows of mRNA reporter expression (GFP signal)
for all the mutants and controls (Supplementary Figure 3c). Using shRNA-treated HEK cells
that no longer express TDP-43, we found that expression of shRNA-resistant wild-type TDP-
43-HA restored the skipping of exon 9 (Tables S5 and S6), as expected. However, the
expression of either HA-tagged hypo- or hyper-phosphomimetic mutants failed to completely
restore exon 9 excision, albeit to a greater extent than HuR, an RNA-binding protein used as a
negative control (Figure 3d). However, a significant difference in the response of the
splicing efficiency was observed in the presence of HA-tagged hypo- or hyper-
phosphomimetic mutants (Figure 3d). Our results were consistent with a putative role of the
TDP-43 C-terminal domain in CFTR gene splicing (52, 53). To ensure that differences in the
subcellular location of TDP-43 mutants at the single-cell level did not bias the results, we
also selected cells with very similar nuclear HA- tagged TDP-43 expression at the single-
cell level (Figure 3d). Once again, the results suggest that, under our experimental
conditions, phosphorylation/dephosphorylation events occurring in the TDP-43 C-terminus
domain may contribute to the regulation of CTFR mRNA splicing in the nucleus by
differentially regulating TDP-43 self-assembly or its interaction with mRNA splicing partners
(53).

TDP-43 hyper-phosphomimetic mutant promotes RRM aggregation during acute
oxidative stress, which prevents its recruitment in stress granules but only after acute
stress.

To investigate whether TDP-43 phosphorylation controls its recruitment in mRNA-rich
stress granules, HeLa cells expressing wild-type or mutated TDP-43 were subjected to
arsenite (NaAsO2) stress (54). Stress granules were detected using an automated pipeline using
the HCS imager (Supplementary Figure 4a) and G3BP1-GFP as a marker (55). In our hands,
300 uM was the lowest arsenite concentration that can induce a robust formation of stress
granules in the cytoplasm of a large majority of HeLa cells. Our results showed
that TDP-43 hyper- phosphomimetic mutants were not recruited to stress granules, in
agreement with a previous report (26). The recruitment of wild-type TDP-43 in stress
granules was also impaired, but to lesser extent than the hyper-phosphomimetic mutant (18E),
while the recruitment of the hypo- phosphomimetic mutant remained significant (Figure 4a,
Supplementary Figure 4b, c). However, under mild oxidative stress conditions such as
exposing cells to 300 uM hydrogen peroxide (H202) combined to puromycin (56) or simply
overexpressing G3BP1 to trigger stress granule assembly (55), an efficient recruitment of TDP-
43 hyper-phosphomimetics in stress granules was observed. This result questions whether the
level of stress negatively regulates the recruitment of TDP-43 in stress granules. To address this
point, we used an elevated concentration of H202 (1 mM) which nearly totally prevented the
recruitment of TDP-43 hyper-phosphomimetic mutants in stress granules, but not that of TDP-
43 hypo-phosphomimetic mutant (Supplementary Figure 4d). Of note, the results obtained were
similar regardless of whether D or E residues were used to mimic phosphorylation and whether
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serine residues in the C-terminus sequence (a. a. 316-346) that could form an a-helix (51) were
mutated (Supplementary Figure 1a, mutants 12E and 12D). These data suggest that the non-
recruitment of TDP-43 hyper-phosphomimetic mutants in stress granules relies on acute
oxidative stress conditions rather than an inherent impossibility of phosphorylated TDP-43
to be recruited in stress granules.

Since stress granules contain non polysomal mRNAs, we considered whether the
differential recruitment of TDP-43 mutants in stress granules relies on a differential
affinity of TDP-43 mutants for mRNA, which could depend on stress level. To this end, we
used an adapted version of the MT bench method, which enables us to detect the binding of
endogenous mRNAs to RBPs (57). Briefly, a bait is brought onto microtubules, similar to
our approach for measuring the mixing between two different proteins (Figure 1a).
Next, we measured the amount of endogenous mRNA recruited onto microtubules by wild-
type or mutant TDP-43 used as baits. The quantitative measurements indicate that the ability
of TDP-43 hyper-phosphomimetic mutant (18E) to bind to mRNA is significant, though lower
than that of wild-type TDP-43 and TDP-43 hypo-phosphomimetic mutant (18A) (Figure 4b).
On the other hand, under arsenite stress, we observed a sharp decrease in the
recruitment of mRNA with the hyper- phosphomimetic mutant in contrast to the hypo-
phosphomimetic mutant, which may explain the non-recruitment of the hyper-phosphomimetic
mutant in stress granules upon arsenite exposure. Based on literature, we noticed the possible
aggregation of TDP-43 RRMs under oxidative stress conditions (42), which are highly
conserved domains that target GU-rich RNA repeats. The aggregation occurs under acute
oxidative stress, including arsenite stress, through disulfide cysteine bridges and/or
acetylation of lysine residues (41, 42). Therefore, we utilized the MT bench assay to probe the
TDP-43 aggregation process after arsenite stress (Supplementary Figure 5 a,b). The de-mixing
of TDP-43 with G3BP1 and HuR strongly increased in the presence of arsenite, which may
be due to TDP-43 aggregation separately from G3BP1 or HuR. Interestingly, both
the hypo- or hyper-phosphomimetic mutants better mixed with wild-type TDP-43 in the
presence of arsenite, compared to HuR and G3BP1, which should occur in the case of
intermolecular TDP-43 RRM aggregation. Furthermore, we designed an experiment to
investigate whether TDP-43 RRMs were specifically involved in this aggregation process.
When TDP-43 RRM1/2 fragment were used as baits on microtubules, they failed to recruit
TDP-43 hyper- and hypo-phosphomimetic mutants under normal conditions (Supplementary
Figure 6a,b). However, under arsenite stress, the hyper-phosphomimetic mutant was
recruited onto microtubules, but not the hypo-phosphomimetic mutant.

To further explore this hypothesis without using the MT bench assay, we examined
whether GFP-tagged wild-type TDP-43 could be routed out of stress granules upon
intermolecular RRM aggregation with a hyper-phosphomimetic mutant after arsenite stress
(Figure 4c). In contrast with the hypo-phosphomimetic mutant (18A), GFP-tagged wild-
type TDP-43 is indeed not recruited to stress granules in cells co-expressing GFP-tagged
wild-type TDP-43 and the HA- tagged hyper-phosphomimetic mutant (18E) (Figure 4c).
Taken together, these results demonstrate the capability of the MT bench assay to evaluate TDP-
43 self-assemblies and suggest a higher propensity of TDP-43 hyper- than hypo-
phosphomimetic mutants for RRM-mediated aggregation under acute oxidative stress (Figure
4d, Supplementary Figure 6a,b). However, both hypo- and hyper-phosphomimetic mutants bind
to mRNA and are recruited in stress granules without environmental oxidative stress (G3BP1
expression) or under mild oxidative stress conditions (H202 <300 uM).
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Identification of kinase and phosphatase inhibitors that can interfere specifically with
TDP-43 self-assembly mediated by the C-terminal domain in the cytoplasm.

To identify inhibitors of kinases or phosphatases that modify the phosphorylation-
dependent TDP-43 assembly, we chose to investigate the mixing of wild-type TDP-43
with a hyper- phosphomimetic mutant having the highest number of serine residues mutated
into glutamic acid (18E) to cover the maximum range of phosphorylation events. To evaluate
the robustness of the MT bench assay, we measured a statistical indicator, the Z' factor, in a 96-
well plate (58). When positive and negative controls were set as the mixing between wild-
type TDP-43/18E and 18E/18A, respectively, we obtained a Z’ factor of 0.57 in our
assay (Figure 5a). This value demonstrates that our assay is suitable for screening
molecules in a robust manner (Z 0.5, indicating a very good assay (59); see Materials and
Methods). However, when we used wild- type TDP-43/wild-type TDP-43 as a control instead
of 18E/18A, we obtained a Z’factor of -0.80 (Supplementary Figure 7a). This result indicates
that the detection scheme is more sensitive to compounds that decrease the mixing score of
wild-type TDP-43 with 18E, likely kinase inhibitors, than those that increase the mixing
score, likely phosphatase inhibitors. Using 18A rather that 18E as a mixing partner with
wild-type TDP-43 may be a better option to detect potent phosphatase inhibitors with higher
sensitivity. A large-scale primary screen was then performed in HelLa cells with 98 kinase
and 36 phosphatase inhibitors at a compound concentration of 10 uM after a 4-hour incubation
period (Table S9). A short incubation time was preferred to limit toxicity but should be
sufficient to induce changes in the mixing of wild-type TDP-43 with its phosphomimetic
mutants. The results indicate that most of the kinase and phosphatase inhibitors do not
significantly impact the mixing""score (p>0.05, ANOVA test with quadruplicates). Only 14
kinase inhibitors and 2 phosphatase inhibitors significantly modify the mixing of wild-type
TDP-43 with the hyper-phosphomimetic mutant (18E) (Figure 5b,c,d and e). Importantly,
kinase inhibitors tend to promote de-mixing with the hyper-phosphomimetic mutant, while
phosphatase inhibitors promote mixing (Figure 5c, d and e, p < 0.01 for both kinase and
phosphatase inhibitor versus control). A differential behavior is expected if the
kinase/phosphatase inhibitors respectively decrease/increase the number of phosphorylated
serine residues in the C-terminal region or if, on average, kinase and phosphatase inhibitors
interfere differently with TDP-43 self-assemblies mediated by the C- terminal domain.
Notably, IC261, a kinase inhibitor, was discarded due to a significant microtubule
destabilization at 10 uM (Supplementary Figure 7c). Staurosporine, hypericin and 9,10-
Phenanthrenequinone induced significant morphological cellular changes at 10 pM,
indicating that their actions may be at least partly nonspecific (Supplementary Figure
7¢). Additionally, among all the selected kinase inhibitors, hypericin unexpectedly
decreased the mixing of wild-type TDP-43 with itself, which is unexpected unless changes in
cell morphology biased the measurement of the mixing/de-mixing score (Supplementary Figure
7b).

After the primary screen, we studied in detail the 13 out of 14 selected kinase (IC261
was discarded, as indicated above) and the 2 phosphatase inhibitors. We then compared,
in two different secondary screens, whether hypo- or hyper-phosphomimetic mutants (18A
or 18E) differentially mix with wild-type TDP-43 (Figure 5f). In the case of kinase
inhibitors, we observed a better mixing of wild-type TDP-43 with hypo-
phosphomimetic than hyper- phosphomimetic mutants (4 kinase inhibitors with significant
differences). In contrast, with the two selected phosphatase inhibitors, the mixing of wild-
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type TDP-43 was significantly higher with the hyper-phosphomimetic mutant (Figure 5f).
Such a differential pattern suggests that the selected kinase inhibitors directly decrease the
number of phosphorylated residues in the C- terminus or indirectly interfere with the C-
terminus of TDP-43 to better mix wild-type TDP-43 with TDP-43 hypo- than hyper-
phosphomimetic mutant, while the trend is opposite in the case of the selected phosphatase
inhibitors.

At 1 uM and again with a short incubation time (4 h), only 5 kinase inhibitors still significantly
decreased the mixing of I8E with wild-type TDP-43: C16, Ro 31-8220 mesylate,
5- Iodotubercidin, Staurosporine and Hypericin (Supplementary Figure 7d). We also measured
the IC50 values of 4 kinase inhibitors with the MT bench assay (Figure 5g). IC50 values
ranged from 533 nM to 1279 nM for 3 compounds: 5-Iodotubercidin, C16 and Ro 31-8220
mesylate. INJ-7706621 is only active at high concentrations with an IC50 value of ~2.1 pM.

In contrast to phosphatase inhibitors, selected kinase inhibitors impaired TDP-43
nuclear retention.

To analyze whether the selected molecules interfere with TDP-43 subcellular distribution,
we considered 11 kinase inhibitors in detail (ML-9 and BML-259 were no longer studied
due to their weak effect on TDP-43 mixing compared to other kinase inhibitors (Figure
5¢)) and 2 phosphatase inhibitors. After 4 hours of incubation, strikingly, 7 kinase inhibitors,
including the 5 kinase inhibitors still efficient at a 1 pM concentration, significantly modified
the subcellular distribution of wild-type HA-TDP-43 expressed in the Hela cells by promoting
the cytoplasmic accumulation of TDP-43. The remaining kinase inhibitors were passive
(Figure 6a). In contrast, the 2 phosphatase inhibitors increased TDP-43 nuclear level. As
a control, we observed that the 7 active kinase inhibitors that increased TDP-43 cytoplasmic
level did not affect the subcellular distribution of the TDP-43 hyper-phosphomimetic mutant
(18E) (Figures 6a). We repeated this experiment in a motor neuron cell line (NSC-34) and probe
the subcellular distribution of endogenous TDP-43 with an anti-TDP-43 antibody. We also used
a lower concentration (3 uM for 4 hours) to prevent cell toxicity. The 3 selected kinase inhibitors
still efficient at 1 pM in Hela cells (Supplementary Figure 7d), Ro 31-8220 mesylate, 5-
Iodotubercidin and C16, significantly decreased the nuclear location of endogenous TDP-43 in
NCS-34 cells (Figure 6b). On the other hand, Alexidine, one of the two phosphatase inhibitors
selected tended to increase TDP-43 nuclear retention. Staurosporine, hypericin, and, 9,10-
Phenanthrenequinone, have to be considered with caution for this analysis since they
significantly affected NSC-34 cell morphology (Supplementary Figure 7c, d).

These results demonstrate that the kinase inhibitors promoting the de-mixing of wild-type TDP-
43 with the hyper-phosphomimetic mutant tend to increase the cytoplasmic level of TDP-43. In
contrast, the 2 phosphatase inhibitors were either passive or negatively regulated TDP-
43 cytoplasmic level. Only 3 kinases inhibitors, Ro 31-8220 mesylate, 5-Iodotubercidin, and
C16, were validated in all the screens (active at 1 uM in MT bench assay, translocation of HA-
wild- type TDP-43 in HeLa cells, and translocation of endogenous TDP-43 in NSC-34
cells). However, since kinase inhibitors have broad target spectra, it is possible that alterations
in the mixing of wild-type TDP-43 with hyper-phosphomimetics may result from indirect effects
that impact TDP-43 C-terminus self-assembly.
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Kinase inhibitors promote the formation of aggregates in an mRNA-binding deficient
TDP-43 mutant.

We investigated whether the selected molecules interfere with the recruitment of TDP-43 into
stress granules. We performed this screen in HeLa cells expressing wild-type HA-TDP-43 and
G3BPI1-GFP to form stress granules in the absence of additional oxidative stress (Figure 6¢). Of
the 11 kinase and 2 phosphatase inhibitors tested, we observe a poor correlation between
the recruitment of TDP-43 into stress granules and changes in the mixing of wild-type TDP-43
with the hyper-phosphomimetic mutant in the cytoplasm (Figure 6c). Moreover, we
observed unexpected variations in the recruitment of TDP-43 hyper-phosphomimetic mutant
in stress granules. Therefore, the selected kinase/phosphatases inhibitors could alter the
recruitment of TDP-43 into stress granules independently of mechanisms linked to TDP-
43 self-assembly controlled by the phosphorylation state of its C-terminal domain in the
cytoplasm. Consistent with the limited correlation between TDP-43 recruitment in stress
granules and TDP-43 self-

assembly orchestrated by the C-terminus, we found no overlap between the kinase inhibitors
and "those identified in a previous screen based on the enrichment of TDP-43 in stress granules
(49) (Supplementary Figure 8a).

Next, we sought to investigate whether the selected molecules interfere with TDP-43
self- assembly by using a TDP-43 mutant, G146A, which strongly impairs the recruitment of
TDP-43 in mRNA-rich stress granules. G146 residue is located in an unstructured loop of
RRM1, which controls the cooperative binding of TDP-43 to GU-rich RNA repeats (7) .
When G146A is expressed in HeLa cells, it forms G146A-rich cytoplasmic condensates that
are poorly enriched in mRNA, as previously reported(7). We measured the recruitment of
G146A into condensates and their relative enrichment in mRNAs in HeLa cells treated with the
selected compounds for 4 hours. The two phosphatase inhibitors clearly inhibited G146A
condensation, whereas 4 out of the 11 tested kinase inhibitors, including the 3 hits identified
from the MT bench assay that were still efficient at 1 pM (Ro 31-8220 mesylate, 5-
Iodotubercidin and C16) (Figure 6d, Supplementary Figure 7d), increased the recruitment
of TDP-43 in aggregates, indicating a negative impact on G146A solubility (Figure 6d).
Interestingly, Ro 31-8220 mesylate, 5- Iodotubercidin, and C16 also increased the content
mRNA in G146A-rich condensates, unlike the 2 phosphatase inhibitors (Figure 6d). This result
is in keeping with the stronger recruitment of mRNAs by hypo- than hyper-phosphomimetic
mutants detected on microtubules (Figure 4b).

We also analyzed whether the selected compounds could interfere with the splicing
events controlled by TDP-43 (Supplementary Figure 8b). Using the reporter of CFTR exon 9
excision controlled by TDP-43, we found that some compounds affected the skipping of exon
9, but we failed to find a clear trend with the mixing score. Notably, Ro 31-8220 mesylate
but not 5- Iodotubercidin and C16 affected the skipping of exon 9. As the selected
compounds were screened for their ability to interfere with cytoplasmic TDP-43 self-
assemblies, a limited correlation with mRNA splicing taking place in the nucleus may be
expected.

In summary, in contrast to translocation assays, neither the stress granule nor splicing
assays revealed a clear correlation with the MT bench assays (Figure 5a). However, we
notice that kinase inhibitors validated at low concentration (1 uM) and the two phosphatase
inhibitors promoted and inhibited cytoplasmic condensation of G146A mutant, respectively
(Figure 5d).
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Selected Kinase inhibitors prevent the import of cytoplasmic TDP-43 into the nucleus.

A correlation has been established between compounds that reduce the mixing of wild-
type TDP-43 with the hyper-phosphomimetic mutant (18E) in the cytoplasm and an
increased presence of wild-type TDP-43 in the cytoplasm, while the opposite trend is
observed with phosphatase inhibitors (Figure 5f and Figure 6a). To explain the phenomena
behind this correlation, we examined the nuclear levels of wild-type TDP-43 and TDP-43 hypo-
and -hyper phosphomimetic mutants at the single-cell level compared to their respective levels
of expression in HeLa cells. We observed a population of cells displaying a marked nuclear
location for both wild-type TDP-43 and the hyper-phosphomimetic mutant, 18E
(Supplementary figure 9a). This behavior is consistent with an active nuclear import of
TDP-43 (44, 60) and/or a nuclear

retention(43) based on the formation of TDP-43 higher-order assemblies in the nucleus
(Figure"7a). In contrast, the hypo-phosphomimetic mutant (18A) displays a linear relationship
between nuclear and cytoplasmic levels, with a higher R? value compared to wild-type TDP-43
or 18E, indicating that 18 A’s subcellular location is mainly governed by passive bi-directional
diffusion through nuclear pores without active nuclear import (Figure 7a, Supplementary Figure
9a).

Interestingly, the same pattern was observed in HeLa cells expressing HA-TDP-43 treated with
our three kinase inhibitor hits, Ro 31-8220 mesylate, 5-Iodotubercidin, and C16 (Supplementary
Figure 9a). Based on these results, we investigated whether TDP-43 nuclear import is impaired
or its nuclear retention is promoted after cell treatments with kinase inhibitors. We first noticed
the presence of granular nuclear structures enriched in phosphorylated TDP-43 in HeLa cells or
NSC-34 cells (anti-phospho TDP-43, serine residues 409/401) (Figure 7b, c). These
nuclear granular-like structures may represent sites in which phosphorylated TDP-43 but also
wild-type TDP-43 can be sequestered in the nucleus. Indeed, HA-TDP-43, HA-18E but not HA-
18A were detected in the anti-phospho TDP-43-rich nuclear granules (Figure 2e).
However, upon expression of hyper- but not hypo-phosphomimetic mutants, we observed that
the recruitment of TDP-43 in these nuclear granules did not increase (Supplementary Figure
9b). Therefore, the expression of hyper-phosphomimetic TDP-43 mutants did not promote
the assembly of the phospho-TDP-43-rich granular structures. More importantly, we also
observed that the selected kinase inhibitors, which markedly increase TDP-43 cytoplasmic
levels, promoted the formation of phospho-TDP-43 nuclear granules in both HeLa and NCS-
34 cells (Figure 7b,c). Thus, the increased cytoplasmic TDP-43 level upon cell exposure to the
selected kinase inhibitors is not due to the dissociation of phosphorylated TDP-43 nuclear
granules.

As the experimental results do not support an increased sequestration of TDP-43
by phosphorylated TDP-43-rich structures in the nucleus, we investigated whether the
nuclear import of TDP-43 is impaired. In a previous study (39), it was reported that
cytoplasmic de- mixing of TDP-43 inhibits its nuclear transport, leading to depletion of nuclear
TDP-43. We then examined whether TDP-43 self-assemblies in the cytoplasm increase when
cells express a hypo- phosphomimetic mutant. While most cells showed a homogenous
distribution for TDP-43 hyper- phosphomimetic mutant (18E), we observed an increase in
the occurrence of TDP-43-rich granules in the cytoplasm of cells expressing the TDP-43 hyper-
phosphomimetic mutant. Using the same window of TDP-43 expression in the cytoplasm, we
also found that the enrichment of TDP-43 in the detected granules was highest with the hypo-
phosphomimetic mutant (18A) and lowest with the hyper-phosphomimetic mutant (18E)
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(Figure 7d). In addition, denser compartments were generated along microtubules by hypo-
than hyper-phosphomimetic mutants
(Supplementary Figure 2).

DISCUSSION:

Deciphering the mechanisms that regulate TDP-43 cytoplasmic/nuclear levels is critical to
defining therapeutic strategies since the presence of TDP-43 in cytoplasmic inclusions with less
TDP-43 in the nucleus is a pathological hallmark of ALS and FTLD (61). In previous studies,
passive diffusion of TDP-43 through nuclear pores associated with an active nuclear import have
been proposed as the main determinants of TDP-43 sub-cellular distribution (44, 60). According
to this model, an increased TDP-43 sequestration in nuclear structures/compartments promotes
TDP-43 nuclear retention (43, 62). Alternatively, an increased occurrence of TDP-43 self-
assemblies in the cytoplasm has also been reported as a factor that increases the
cytoplasmic location of TDP-43 by reducing its nuclear import (39) (Figure 8). Consistent
with the latter point, removing the C-terminus domain of TDP-43 promotes its cytoplasmic
location (45). The TDP-43 cytoplasmic self-assembly hypothesis also makes sense because hypo-
phosphorylation of the TDP-43 C-terminal promotes the formation of liquid droplet with
reduced dynamics in vitro (26) (Figure 8 and Supplementary Figure 2). We thus considered
whether the sub-cellular location of TDP-43 can be differentially regulated by kinase and
phosphatase inhibitors that alter the phosphorylation state of the self-adhesive C-terminal domain
of TDP-43 in the cytoplasmic. Here, we used the Microtubule Bench method to select kinase
and phosphatase inhibitors that alter the phosphorylation-dependent self-assembly of TDP-
43 mediated by the C-terminus domain in the cytoplasm (Figure 1a). Having identified kinase
and phosphatase hits (Figure 5c), we found that both TDP-43 hypo-phosphorylation mimetics
and, consistently, the 3 kinase inhibitor hits, Ro 31-8220 mesylate, 5-lodotubercidin, and C16,
negatively regulate the nuclear retention of TDP-43. In contrast, the hyper-phosphomimetic
mutant and the selected phosphatase inhibitors increase TDP-43 nuclear levels (figure 6a, e).
Therefore, there is a clear negative correlation between the strength of cytoplasmic TDP-
43 self-assembly and the efficiency of TDP-43 nuclear retention (Figure 5a). In addition, when
we used G146A, a TDP-43 mutant that no longer cooperatively binds to GU-rich sequence, to
form cytoplasmic TDP-43 condensates, we found that the phosphatase inhibitors oppose the
sequestration of G146A into cytoplasmic condensates (Figure 6¢). On the other hand, the 3
kinase inhibitor hits increase the sequestration of G146A mutant into cytoplasmic condensates
(Figure 6e, Supplementary Figure 8b).

Of note, phosphorylated TDP-43 recognized by anti-phospho TDP-43 antibodies (S409/410) is
generally associated with a cytoplasmic location of TDP-43 and a positive regulation of TDP-43
self-assembly. These observations were often related to the aggregation of TDP-43 (28, 63-65),
which occurs at the late stages of ALS or FTLD (66). Therefore, cytoplasmic TDP-43
phosphorylation in neurons affected by these diseases could also occur downstream of TDP-43
aggregation and truncation (35).

In addition to analyzing sub-cellular location of TDP-43, the results obtained with a CFTR exon
9 mini-gene reporter indicate a possible role of TDP-43 phosphorylation in splicing regulation
(Figure 3d). However, there is no correlation between changes in cytoplasmic self-assembly of
TDP-43 and the inclusion of exon 9 of the CFTR gene after treatment with the selected kinase
and phosphatase inhibitors (Supplementary Figure 8b). TDP-43 control over nuclear splicing
events may not be regulated by the same kinases, which makes sense as splicing takes place in
the nucleus and not in the cytoplasm. "Another point is the recruitment of TDP-43 mutants in
stress granules which can be impaired by TDP-43 hyper-phosphorylation of its C-terminus
(26). Here we clarified that stress granules obtained after G3BP1 overexpression or after mild
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oxidative stress (300 uM H202) do recruit the hyper-phosphomimetic mutants (Figure 4a,
Supplementary Figure 4b, ¢, d). The non-recruitment of the hyper-phosphomimetic mutants in
stress granules occurs only after acute oxidative stress, such as arsenite treatment or elevated
H202 concentration (1 mM). Acute oxidative stress promotes intermolecular RRM
interactions (41,42), which strongly inhibit the binding of the hyper-phosphomimetic mutant
TDP-43 to mRNA, but to a lesser extent for the hypo- phosphomimetic mutants
(Figure 4b). Since stress granules are mRNA-rich compartments, an impaired affinity of
TDP-43 for cytoplasmic mRNA may explain the non-recruitment of the hyper-
phosphomimetic mutant in stress granules under acute oxidative stress (Figure 4b,
Supplementary Figure 4b, c, d). Whether phosphorylation of TDP-43 C-terminus controls
the binding of TDP-43 to mRNA under acute stress and whether this behavior is only observed
in artificial phosphomimetic mutants remain open questions.

In summary, TDP-43 self-assembly in the cytoplasm, promoted by the hypo-phosphorylation of
the C-terminal domains, antagonizes TDP-43 nuclear import. As already proposed (39), with the
objective of defining a therapeutic strategy, decreasing TDP-43 C-terminus self-assembly in the
cytoplasm is a priori relevant to promote the nuclear localization of TDP-43 and limit TDP-43
cytoplasmic aggregation. Given that many pathological mutations occur in the C-terminal
domain, it is important to investigate whether phosphorylation or dephosphorylation events can
correct the deregulation in TDP-43 self-assembly and TDP-43 functions in mRNA processing,
especially splicing. Conversely, it is also important to investigate whether pathological mutations
alter the phosphorylation status of the C-terminal domain. These are crucial issues that require
further investigation in order to better understand the mechanism underlying TDP-43-
related neurodegenerative diseases and to develop potential therapeutic strategies.
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Materials and Methods
MT bench experiments

Plasmid preparation. Plasmids harboring the full length TDP-43, HuR and G3BPI
genes fused with RFP-MBD (Microtubule-Binding Domain of Tau) and/or GFP-MBD were
obtained previously (7, 40). Plasmids used for the MT bench technique are listed in Table S1.
Constructed Hypo- and hyper-phosphomimetic mutations are located in the C-terminal domain
of TDP43, and DNA sequence encoding for this part is located between Ndel and Ascl restriction
sites in the plasmid TDP43-RFP-MBD. Hypo- and hyper-phosphomimetic constructs were
amplified by PCR using a synthetic DNA template bearing the desired mutations (purchased
from Eurofins Genomics) and primers containing Ndel and Ascl restriction sites. Then,
they inserted into the plasmid TDP43-RFP-MBD digested with Ndel and Ascl restriction
enzymes. The introduced mutations were checked by DNA sequencing (Eurofins Genomics). All
the DNA oligos used for constructing TDP43 hypo- and hyper-phosphomimetic mutants are
indicated in Table S2.

Cell culture and plasmid co-transfection. HelLa cells were obtained from ATCC
and cultured at 37°C, 5% CO2 in high-glucose DMEM medium (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 1x
MEM non- essential amino acids solution and 1% penicillin-streptomycin (GIBCO Life
Technologies). Cells at confluence were plated at a density of 18 000 cells per well of
96-well plates and co- transfected with the indicated plasmids using Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen) as vehicle. Co-transfected cells were incubated during 24 h at 37°C
in 5% of CO2. Cells were washed with PBS, then fixed with ice-cold methanol for 10 min at
—20°C and washed with PBS. Cells were further fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) diluted
in PBS during 10 min at RT. This double methanol/PFA fixation is performed to improve
the microtubule structure visualization. After final washing with PBS, 96-well plates were
ready for image acquisition with the Opera Phenix® Plus High-Content Screening (HCS)
System.

Image acquisition and mixing score (R-squared) measurement. All image acquisition
was carried out with Opera Phenix® Plus High Content Screening System (PerkinElmer)
in confocal mode on 40x magnification. To assess sub-compartmentalization in the system
with both proteins fused to GFP/RFP-MBD, the cell image analysis was performed using
the PerkinElmer Harmony v4.8 software, and we have defined an analysis pipeline by
applying several parameters defining spatial segregation of two proteins such as RFP/GFP
fluorescence intensity in the spot, number of spots, width to length ratio of the spot and
RFP/GFP fluorescence intensity in the cytoplasm. Briefly, we selected the population of interest
i.e. the co- transfected cells harboring both red and green cells. Nuclei, cytoplasm, and
spots of proteins fused to GFP/RFP-MBD along the microtubule network were automatically
detected. we identified clusters of microtubules (spots) along the microtubules of the cells,
and we applied thresholds to filter them. The spots were selected according to their area (30<spot
area<200 px2),
the width to length spot ratio (<0.2) in order to remove all non-tubular spots. In each selected
“microtubule” spots, the intensity of RFP and GFP was measured as well as in the surrounding
cytoplasm. The mixing score (R-squared) was obtained by plotting the mean intensity
values (IRFP-TDP43/IGFP-TDP43) having previously subtracted the RFP and GFP intensities in
the cytoplasm to eliminate the background. A linear regression has been used to
automatically determine R2 values.
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Cellular functional bioassay

Plasmid preparation. Hypo- and hyper-phosphomimetic constructs harboring HA-
tag (YPYDVPDYA) were amplified by PCR using a synthetic DNA template bearing the
desired mutations (purchased from Eurofins Genomics) and primers containing Ndel and Ascl
restriction sites. Plasmids harboring the full length TDP-43, HuR and G3BP1 genes fused
with HA-tag were obtained previously (7). In order to construct the plasmids encoding the full
length TDP43 Hypo- and hyper-phosphomimetic fused to HA-tag, similar procedure as
described above for plasmids used in MT bentch assay. The corresponding insert amplified by
PCR using primers containing Ndel and Xhol restriction sites and inserted into HA-TDP43-
pcDNA3.1 plasmid digested with Ndel and Xhol restriction sites (7). Phosphorylation status.
After transfection with the indicated plasmid and fixation with 4% PFA, IF was realized by
using anti-HA (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) and anti- phospho-TDP43Ser409/410
(1:3000, PAB Proteintech) primary antibodies diluted in blocking buffer.  The
phosphorylation level was quantified by measuring the pTDP43:anti-HA fluorescence
rat1o.

Subcellular localization assay. Hela cells were transfected 24 h with indicated
HA- tagged phosphomimetic mutants or 48 h post transfection followed by DMSO or 300
uM actinomycin D (ActD) treatment during 1 h 30 at 37°C. After treatment, cells were fixed with
4% PFA for 30 min 37°C. The staining was performed using anti-HA (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology) primary antibodies. mRNA was visualized by in situ hybridization with Cyn3 or
Cyn2-labelled poly(dT) probes. Quantifications were performed with HCS confocal mode. The
HCS software was used to automatically detect the fluorescence intensity of HA in cells.
Cytoplasm was revealed by the mRNA fluorescence. We measured the cytoplasmic: nuclear
fluorescence ratio by using the anti-HA fluorescence signal.

Splicing reporter analysis. To generate stable HEK-293T cell lines for splicing reporter
analysis, 50.000 HEK-293T cells from ATCC were plated in 6-well plates using standard
conditions (DMEM, 10% FBS, penicillin-streptomycin). The indicated lentiviral plasmid
targeting TARDBP (AM21) or negative control TRS-NS (See Table S5) were packaged
using second generation packaging plasmids (pGIPZ, pMD2.G, psPAX2) (Addgene) and
transfected into HEK-293T target cells with Effectene transfection reagent (Qiagen) to
produce lentiviral particles for transduction. Viral supernatants were collected at 48 h post
transfection, pooled, filtered through non-binding 0.45 pum syringe filters and 40 pL was used to
transduce HEK-293T cells with 8 pg/uL polybrene (Sigma-Aldrich). After 24 h, the virus-
containing medium was
removed and replaced with selection medium containing Puromycin 8 pg/uL (Sigma-Aldrich).
After 7 days of selection, cells were stored at -80°C. Stable inhibition of TDP43 was verified by
immunofluorescence and western blot and stable HEK-293T line AM21 was selected to use for
splicing reporter analysis experiments. The AM21 shRNA targets a coding sequence of TDP43
gene in the 3’ part. Therefore, to avoid off-target effects we synthesized oligonucleotides in order
to introduce mismatch with silent mutations without altering the functionally of TDP43 protein.
Table S6 shows for each plasmid, the corresponding primers used to introduce the
mismatch mutations. TDP43 functional activity was assessed using a transfection CFTR splicing
reporter from Rajat Rohatgi lab (pHBS956 IBB-GFP-mCherry3E; Plasmid #107859;
Addgene). The corresponding HA plasmids were co-transfected with CFTR splicing reporter
into shRNA stable cell line-HEK293T wusing Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen)
following the standard manufacturer’s protocols. After 24 h, cells were fixed and stained
with anti-HA antibody (1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Splicing activity was then evaluated
by IF in nucleus using HCS imaging. The fluorescence intensity of GFP and mCherry in
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cells was detected in the nucleus and we measured the mean intensity ratio of mCherry:GFP
for each condition.

Stress granules assay. HeLa cells were co-transfected with corresponding HA plasmid
for indicated times.

For stress granules induced with Arsenite, cells were treated with DMSO or 300 uM Arsenite
during 1 h at 37°C. After treatment, cells were washed with PBS and fixed with 4 % PFA during
30 min at 37°C. The staining was performed using anti-HA (1:1000, Santa Cruz Biotechnology)
primary antibody (Table S7-S8). To visualize mRNA in HeLa cells, mRNA in situ hybridization
was performed. Briefly, cells were fixed with 4% PFA as explained above. Cells were
then incubated with ethanol 70% during 10 min at RT and then with 1 M Tris-HCI pH 8.0 solution
during 5 min. Poly-dT oligonucleotide coupled with Cyn-2 1 pg/uL (Molecular Probed
Life Tech) in the hybridization buffer (0.005% BSA, 1 mg/mL yeast RNA, 10% dextran sulfate,
25% formamide in 2X SSC buffer) was then used to reveal mRNAs. DAPI (0.66mg/mL) was
used to visualize nuclei. Quantifications were performed with HCS imaging in confocal mode.
The HCS software was used to assess the anti-HA fluorescence intensity in SGs and in
cytoplasm for background (Supplementary Figure S4). The HA protein enrichment in G3BP1-
GFP or mRNA- rich granules was assessed by dividing the mean anti-HA fluorescence intensity
value in granules with the mean G3BP1-GFP or mRNA abundance in the cytoplasm.

For stress granules formation with hydrogen peroxyde (H202), cells were first pre-treated with
puromycin (2.5 pg/ml) during 20 min and then with H202 (300 uM or 1 mM) during 30 min at
37°C. Cells were fixed as mentioned above and subjected to IF by using anti-HA antibody
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology). mRNA was visualized by in situ hybridization as described
above.

For Bait/Prey assay, cells were co-transfected with corresponding plasmid and were treated with
DMSO or Arsenite (300 puM) during 1 h at 37°C. After 4% PFA fixation, the staining
was performed using anti-HA antibody (1:1000, Santa Cruz Biotechnology).

To investigate TDP43-GFP and HA protein recruitment in SGs following arsenite stress, cells
were co-transfected with the corresponding plasmid and were treated with 300 pM Arsenite
during 1 h at 37°C. The staining was done with anti-HA antibody (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology). mRNA was detected by in situ hybridization as above-mentioned.
Quantification of HA and TDP43-GFP protein relative recruitment in SGs versus cytoplasm was
performed.

RNA interaction assay. Cells were transfected with a single bait plasmid bearing
point mutations (18E-RFP-MBD, 18A-RFP-MBD or the wild-type TDP43-RFP-MBD
plasmid) and treated with DMSO or Arsenite (300uM) during 1 h at 37°C. After cell
treatment, cells were fixed and mRNA in situ hybridization was performed to assess mRNAs
in cells as mentioned above. The bait and mRNA fluorescence were detected automatically

and the ratio Ivait/Imrna Was measured to evaluate the interaction of the bait protein with mRNA.

MT bench screen

Compounds. We selected a phosphatase and kinase inhibitors libraries (ENZO)
and others known phosphatase and kinase inhibitors (Table S9-S10). Compounds were
provided and prepared (10 mM in a 96-well plate) by Mcule company.
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Assay validation and hit screen. The assay was validated using the Z’ factor measure.
For this, a series of negative (screening system) and positive controls (de-mixing) were
measured using the MT bench assay. Briefly, HeLa cells were plated on 96-well plates
(CellCarrier Ultra microplates, PerkinElmer) at a density of 18.000 cells per well. After
overnight incubation, cells were co-transfected for each condition in 48 wells with the
following couple of plasmids based on the optimization of the transfection conditions: 18E-
RFP-MBD/wtTDP43-GFP-MBD for the screening system and the couple 18A-RFP-
MBD/18E-GFP-MBD for the de-mixing control by using 0.4 pL lipofectamine 2000™
reagent (Invitrogen). DNA concentrations used for this screen are 0.4 pg/0.1 pg per well
for RFP-MBD/GFP-MBD plasmids respectively since GFP fusion is better expressed in
HeLa cells. After 24 h co-transfection, cells were fixed with methanol/4% PFA. The
plate was analyzed, and the Z’ factor was measured. To validate the degree of separation,
the Z’ factor was determined using the formula:

7’ factor =1

3':.(7_:5 +opg)
(uss—ups)

where Yss and 9ps  are the standard deviations of the screening system (SS) and
de-mixing system (DS) respectively and ~ Hss  and Hps  are the corresponding mean
values. A Z’ factor between 0.5 and 1.0 indicates an excellent assay and statistically reliable
separation between the screening system and de-mixing system. Using a BRAVO liquid
handler (Agilent), HeLa cells were seeded and were co-transfected in quadruplicate with
the screening system (wtTDP43- GFP-MBD/18E-RFP-MBD) or the de-mixing control
(18A-RFP-MBD/18E-GFP-MBD) to performed quality control (Z’ factor measurements for
each screen plate) with the same DNA concentrations as those used for assay validation.
Cells were treated in quadruplicate with DMSO or drug compounds at desired
concentrations. Only data at 10 uM will be shown. Then cells were exposed to compounds
during 4 h at 37°C. After compound treatment, cells were fixed. Nuclei were stained with
1 mg/ml DAPI. Image acquisition was performed automatically with the Opera Phenix® Plus
High-Content Screening System. Details on image acquisition and statistical analysis are
provided in Figure 2a, b.

Determination of IC50 of hit compounds. Hela cells were co-transfected
with wtTDP43-GFP-MBD/18E-RFP-MBD plasmids and treated with hit compounds.
10 concentrations of drugs were tested. Experiments were done in quadruplicates
for each concentration. IC50 values were determined by plotting the % inhibition versus the
log of the concentration of the inhibitor. The inhibitor concentrations used are: 39.063
nM, 78.125 nM, 156.250 nM, 312.500 nM, 625.000 nM, 1250.000 nM, 2500.000 nM,
5000.000 nM, 1000.000 nM, 2000.000 nM. After 4 h of incubation, cells were fixed and the
quantification was performed as described above.

Cell-based bioassay screen

HeLa cells were transfected with the indicated plasmid and then treated with the 13 hit
compounds (10 uM) during 4 h at 37°C.

Subcellular localization screen. After incubation of molecules, HeLa cells were washed
and fixed as already mentioned above. mRNA was visualized by in situ hybridization.
The staining was performed using anti-HA primary antibody. The same experiment was carried
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out using NSC-34 cell line. NSC-34 cells were purchased from ATCC and maintained in
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and penicillin and streptomycin
antibiotics (pen/strep). NSC-43 cells were seeded in 96-well plates and treated with
DMSO or hit compounds. Immunostaining was performed with anti-TDP43 (1:1000,
Proteintech) and anti-o- Tubulin  (1:1000, Sigma-Aldrich) primary antibodies.
Quantifications are already mentioned above in the subcellular localization assay section.

Stress granule screen. After hit compounds treatment, the cells were fixed as mentioned above.
The staining was performed using anti-HA primary antibody (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology).

HA-G146A condensates screen. Hel a cells were transfected with the indicated plasmid
(TDP43 G146A mutant) and then treated with hit compounds during 4 h at 37°C. IF
was performed with anti-HA antibody and mRNAs were stained by in situ hybridization as
described above. We measured the aggregates to cytoplasmic fluorescence ratio by using
anti-HA fluorescence and the mRNA enrichment in cytoplasmic aggregates by using the
mRNA fluorescence assessment.

Phosphorylation screen. After drug treatment, IF was performed with the following
primary antibodies: anti-TDP43 (1:1000, ABnova) and anti-pTDP43 (1:3000, Proteintech).
The same experiment was carried out with NSC-34 cell line. NSC-34 cells were treated
with the indicated compounds and IF was performed with anti-a-Tubulin (1:1000, Sigma-
Aldrich) and anti-TDP43 (1:1000, Proteintech) primary antibodies. We quantified the
fluorescence ratio of anti-pTDP43 inside versus outside nuclear granules by the nuclear
granule:nucleoplasm pTDP43 fluorescence ratio.

Splicing screen. HEK-293T stable lines were transfected with the indicated plasmid
and CFTR minigene reporter assay following by hit compounds treatment. Splicing
analysis is already explained in “Splicing reporter analysis” section.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA). The one-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare
between more than two groups. p values <0.05 were considered to be statistically
significant. Data were normally distributed with similar variance between the groups. All
data described in graphical representations are mean + standard error of the mean (SEM).
The 1Cso values were determined by analysis of dose-response inhibition using GraphPad
prism.

129



Acknowledgments

This work was supported by a CIFRE grant from the ANRT (Association Nationale de la
Recherche et de la Technologie) and 4P-PHARMA. This work was also supported by
U1204 INSERM, SABNP lab (Laboratoire Structure et Activité des Biomolécules Normales
et Pathologiques) and SYNSIGHT.

130



Figure 1

a MT bench assay b Hyper- or hypo-phosphomimetic mutants
TDP43 (WT) ¢ ¢ TDP43 mutant
é 1 106 176 191 262 414
GFPY 4 TRFP ‘ NTD | RRMIT | | RRm2 LcD sssss| | Topa3
: j 1 106 176 191 262 ‘ 44

Hyper-phosphomimetic
mutants

%

s 333838, g8 ££££’§*$”§§ |

|se
bobodedod ol
1 ¢ Mlcrotubules E_g UMlcroiubules | » AEQQNGEG 'NQAFGEGNNSYEGENEGAAIGWGEAENAGEGEGFNGGFGEEMDEKEEGWGM®* |1BE
S 09 3 ISONS0K '}‘;u-tkt;{+

1 106 176 191 262 ‘ 414

Hypo-phosphomimetic
NTD RRM1 H RRM2 LCD AAAAA e pmutgms

[w.rmqun RGGGAGL I 5A

Hela cells

|“‘ AAWGMMGMLAAQQNG AGPAGNNQNGGNMQREPNQAFGAGNNSY AGANAGAAIGWGAAANAGAGAGFNGGFGAAMDAKAAGWGM ™ l 18A

c d
MT bench protocol Compound screening targeting TDP43 auto-association
Day 0 Day 1 Day 2
! ; ¢ MT bench screen 10 uM,4 h,quadruplicate
Hel.a seeding MT bench assay High-content Library of 98 kinase and 36 phosphatase inhibitors

screening (HCS)

y4 \ ] i “’/ hY \\", Co-transfection |
2/ e, | l16 hits
= g,
. N ! Dose response curve
| R
! 5
I
]
1

s | N
[ =t ,////;, : 7 \-’V
, v ) IC50 of 4 compounds
e’\\,\)\?‘\e | +Transfection N
reagent i /
13 hits tested
Inset (40X
Co-transfected cells (40X)
Cell-based bioassay screen 10 uM,4 h,quadruplicate
SG Protein Splicing Protein
assay translocation activity condensation

CFTR splifing
reportef .

P96-whole well

1 Field of View (10X)

131



Figure 1: Schematic representation of the experimental approach for identifying kinase
and phosphatase inhibitors targeting the TDP-43 C-terminus self-assembly in the cytoplasm.

a. Description of the MT bench technology which is designed to probe the mixing between wild
type and mutant TDP-43 along microtubules in HeLa cells co-expressing the indicated
protein fusions. Scale bar: 20 um.

b. Schematic representation of TDP-43 hyper- or hypo-phosphomimetic mutants.

c. Automatic detection of single cell fluorescence via an automatic HCS imager in 96-
well plates for measuring the mixing/de-mixing between two proteins along the microtubule
network. Scale bar: 50 um. Zoom scale bar: 100 um.

d. Screening strategy for identifying kinase/phosphatase inhibitors which significantly interfere
with the phosphorylation-dependent self-assembly of TDP-43 C-terminus in the cytoplasm. 98
kinase and 36 phosphatase inhibitors were tested in a primary screen. Then, in secondary
screens, the capacity of the selected compounds to alter the recruitment of TDP-43 in
stress granules, its subcellular distribution, TDP-43-related mRNA splicing events and the
cytoplasmic condensation of an mRNA-binding deficient TDP-43 mutant, G146A, was
subsequently

analyzed. Scale bar: 20 um
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Figure 2
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Figure 2: Hypo- and hyper phosphomimetic mutants significantly demix with wild type TDP-43
but differently.

a. Presentation of the automatic detection scheme allowing to measure fluorescence
intensities in spots along the microtubules network in HeLa cells co-expressing wild type and
mutant TDP-43 fused to a microtubule binding-domain (MBD) by using the Harmony software.
In each “microtubule” spots, the intensity of RFP and GFP was measured as well as in the
surrounding cytoplasm. Scale bar: 50 um. Zoom scale bar: 20 um.

b. Representative images of HeLa cell co-expressing indicated proteins used to measure
their mixing along the microtubule network. Scale bar: 50 um. Zoom scale bar: 30 um
C. Left panel: Scatter plot of the relative GFP and RFP fluorescence intensity (spots versus

cytoplasm) detected in all HeLa cells present in a single well under indicated conditions. The R-
squared (R2) value indicates to which extent the scatter plot distribution can be fitted
using a linear regression (R?>=1: perfect mixing between the two proteins). Right panel: images
of Hela cells showing that TDP-43 is well mixed with itself (R?>= 0.96) but not with G3BP-1 (R*=
0.47). Scale bar: 50 um.

d. Mixing score (R? values) measured in HeLa cells expressing wild type TDP-43 and the
indicated phosphomimetic mutants (see Figure 1a). Error bars indicate SEM and the asterisks
indicate statistical significance with ***p<0.001, ****p<0.0001, ns. non-significant, as
measured by ANOVA test from n =4 wells.

€. Images of Hela cells expressing indicated HA-tagged protein and immune-stained with
an anti-phospho TDP-43 antibody (Ser409/410). Note the co-localization of the hyper-
phosphomimetic TDP-43 mutant and the anti-phospho TDP-43 in the nucleoplasm and
some nuclear granules. Scale bars: 20 um.

f. Relative increase in cellular anti-phospho TDP-43 (Ser409/410) fluorescence intensity
with respect to anti-HA intensity in HeLa cells expressing indicated HA-tagged TDP-43
phosphomimetic mutant. Note the non-recognition of the SE mutant by the anti-phospho TDP-43
since Ser409/410 were not mutated into Glu residues in this mutant. Error bars indicate SEM and
the asterisks indicate statistical significance with ****p<(0.0001, ns. non-significant, as measured
by ANOVA test from n =4 wells.
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Figure 3
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Figure 3: Mimicking the hypo-phosphorylation of TDP-43 C-terminus antagonizes its nuclear
retention in HeLa cells

a. Left panel: Subcellular distribution of indicated HA-tagged phosphomimetic mutants
expressed in HeLa cells 24 h after transfection. Poly(A) mRNA in green; anti-HA in red. Right
panel: Automatic Quantification of the HA-tagged TDP-43 cytoplasmic level under indicated
conditions. Each dot represents the mean value of a single well (96-well plate). Error
bars indicate SEM and the asterisks indicate statistical significance with ****p<0.0001, ns.
non-significant, as measured by ANOVA test from n = 6 wells. Arrows indicate representative
cells. Scale bar: 20 um.

b. Schematic view of the results obtained with the translocation assays.

c. Same as (a) 48 h post transfection in HeLa cells treated with Actinomycin D (ActD) or
not to promote TDP-43 translocation into the cytoplasm. Error bars indicate SEM and the
asterisks indicates statistical significance with **p<0.01, ns. non-significant, as measured
by ANOVA test from n = 8 wells. Arrows indicate representative cells. Scale bar: 20 um.

d. Analysis of the skipping of CFTR exon 9, which is controlled by TDP-43, using
the indicated minigene reporter in stable shRNA HEK cells that no longer expressed
endogenous TDP-43 and after adding back the expression of HA-tagged TDP-43 mutants.
Left panel: Representative image of stable sShRNA HEK cells under indicated conditions. Upper
right panel: Splicing reporter used to detect the skipping of CFTR exon 9. Lower right panel:
Quantitative analysis of the splicing efficiency and anti-HA fluorescence intensity under
indicated condition at the single cell level. Each dot represents the average values in selected
HEK cells in a single well. Quantitative analysis was also performed with cells expressing
the same level of HA- tagged protein in the nucleus as showed in the panel. Error bars indicate
SEM and the asterisks indicate statistical significance with *p<0.05 as measured by unpaired
Student's t-test and

*#%%p<0.0001, ns. non-significant, as measured by ANOVA test from n = 8 wells. Scale bar: 50
pm.
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Figure 4: Hyper-phosphomimetic TDP-43 mutant is not recruited in stress granules but
only under acute oxidative stress."

a. Left panel: Representative images of HeLa cells expressing HA-tagged phosphomimetic
mutants and G3BP1-GFP with or without arsenite (300 uM, 1 h). Right panel: Automatic
quantification of the recruitment of HA-tagged TDP-43 mutants in stress granules. Each
dot represents the mean value over all stress granules detected in a single well (96-well plate).
Error bars indicate SEM and the asterisks indicate statistical significance with *p<0.05,
*%p<0.01, ****p<0.0001, ns. non-significant, as measured by Student’s t-test from n = 4 wells.
Scale bar: 50 pm.

b. Left panel: Representative images of HeLa cells expressing the indicated TDP-43
mutants fused to microtubule-binding domain to analyze the recruitment of mRNA along
microtubules in the presence or absence of arsenite (300 uM, 1 h). Right panel: Relative
recruitment of mRNA along microtubules for indicated proteins used as baits. Each dot
represents the mean value over all stress granules detected in a single well (96-well plate). Note
the absence of mRNA along microtubules with the hyper-phosphomimetic mutant (18E)
after arsenite treatment. Error bars indicate SEM and the asterisks indicate statistical significance
with **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns. non-significant, as measured by Student’s
t-test from n =4 wells. Scale bar: 50 um. mRNA was detected by in situ hybridization
with a fluorescent poly-dT probe.

c. Left panel: Representative images of HeLa cells expressing indicated HA-tagged TDP-43
mutants and wild type TDP-43 in the presence of arsenite. Scale bar: 50 pum. Center
panel: Measurement of the recruitment of HA-tagged TDP-43 mutant and wild type TDP-43 in
stress granules. Right panel: Measurement of the recruitment of wild type TDP-43 (GFP-
tagged) in stress granules when Hela cells were co-transfected with GFP-tagged wild type TDP-
43 and the HA-tagged wild-type or phosphomimetic mutants. Wild-type TDP-43-GFP is no
longer recruited in stress granules in arsenite-treated HeLa cells expressing the hyper-
phosphomimetic mutant (18E). Error bars indicate SEM and the asterisks indicate
statistical significance with ***p<0.001, ****p<(0.0001, ns. non-significant, as measured by
ANOVA test from n = 4 wells.

d. Schematic view of the differential recruitment of TDP-43 in stress granules regulated by
the phosphorylation status of TDP-43 C-terminus domain and the level of oxidative stress.
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Figure 5
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Figure 5: Identification of kinase/phosphatase inhibitors affecting TDP-43 C-terminus self-
assembly in the cytoplasm.

a. Left panel: Mixing score of wild type TDP-43 with two mutants (18E or 18A) in a 96-
well plate. The measured Z’ factor is 0.57, which corresponds to a very good assay for
compounds decreasing the mixing score. Right panel: Representative image of the mixing
of indicated proteins along the microtubule networks in HeLa cells. Scale bar: 50 um.

b. Summary of the results of the primary screen.

C. Scatter plot representing the mixing score for all the tested compounds. Red, kinase
inhibitors, Blue: Phosphatase inhibitors, Gray: hits. Hela cells were treated for 4 h with 10 uM of
the indicated compounds.

d. Scatter plot of the mixing score for treatments with DMSO (control), kinase and
phosphatase inhibitors. Globally, kinase inhibitors decrease while phosphatase inhibitors
increase the mixing of the hyper-phosphomimetic mutants (18E) with wild type TDP-43.
p values are indicated. T-test.

e. Representative image of the mixing of wtTDP-43 with 18E after indicated treatments.
Scale bar: 50 pm.
f. Mixing score changes when comparing the mixing of wild type TDP-43 with either 18E

or 18A mutant under indicated treatment. The mixing scores were normalized to 1 under control
conditions (DMSO) to help detecting a putative differential mixing. Changes in the normalized
mixing score are represented for 13 kinase and 2 phosphatase inhibitors selected from the
primary screen. Statistical significance of the bidirectionality was probed with a Student’s t-test.
Error bars indicate SEM and the asterisks indicates statistical significance with *p<0.05,
*%p<0.01, ***p<0.001, ns. non-significant, as measured by Student’s t-test from n =4 wells. For
each condition, the mean mixing score was measured in 4 wells (96-well plates). Kinase
inhibitors (in red). Phosphatase inhibitor (in blue).

g. IC50 curves of the mixing score obtained from the analysis of 8 wells per
conditions. Incubation time: 4 h. The IC50 values are reported for 4 compounds.
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Figure 6

Subcellular localization screen

mRNA

HA-WT

Merge with

anti-TDP43

Subcellular localization screen

Subcellular localization screen

anti-a tubulin

[HA-18E]

*
*

nsnspsns * 1S » ¥

(VH-nue) onel yusssaionyy

Jeajonu : ojwseldojfy

= +0d-0L'6
*xx 1 [FIOHZ duIpIxaly
L
woxkr I
4 2411299022 FNI
fud 2| worx g LajejAsaw 0zz8-1€ 0
= P P
< (2% 2§
L |28 2 ——}aunodsoinelg
S8 | et suojneduay
88| o E=_1X€0Z601 49
CE | wwex IOHZ L-H
2 #_FIOHZ 68-H
<4 TOSNna
< et = bl
~N -~ -~ o

(VH-nue) one. Jusosaionyy

Jeajonu : owseldojfy

OSId 910

Stress granule screen

2 W IOHZ 8uIpixe|y
{ uip1o1aqniopol-g
F_T910
] [ejejAsaw 0zzg-LE oY
< OSWa

34 cells]
screen
¥
H

[NSC-:
Subcellular localization®

S [t
o~ ~

(evdaL-nue) ones Jusosalonyy
olwise|dojfo : seajonN

1.0

0d -04'6

IOHZ 8uIpIx8|y
qiuejur

910
12990LL-FNI
LojejAsaw 0zzg-LE oY
Luip1oJaqniopol-g
aonadAq
aunodsoine)s
auo|ineduay|
X€0260L1 49
1OHZ LH

1OHZ 68-H

[HA-18E]

Stress granule screen

AR ol

Qe v <
N - -

0.5

SOS 1Ldgeo Ul
VH-BUE JO JuawWw}inioal pazijewoN

wiwn H 0d -0L'6

IOHZ auIpIxaly
qiueyury

910

12990LL-NI
[oje|Asaw 0Z88-LE oY

ﬂ

fons ¥
ns
i°%nsns

r
*
*

[HA-WT]

3uodsoinels
auojnedusy|
X€0260LL 49
1OHZ /H
IOHZ 68-H
OSa

ns
NSpg ns s

00 D

Stress granule screen
Phosphatase inhibitors

Kinase inh

]

1.0
05

o
o
SOS Ldgeo u!
VH-}UE JO Juaw}inIoal pazijewioN

G3BP1-GFP

HA-WT

OSIad ajelhsaw 0d-0L‘6
0¢¢8-1€ 0

TDP-436'46A condensates screen
[MRNA]

2 _tod-0L'6
* {L_I1DHZ auIp1xa|y
24 Fqiuepur
] 910
sk [12990LL-PNF
xo Fauo|ineduay
wnx U Fuip1oJaqnjopol-g
24 HOHZ 68-H
sor <« W [ojelAsaw 0zz8-1€ 0y
2
2
0

FuroadAH,

i [X€0260}L 49
2 {L___teuuodsoineg,
] FHOHZ /H
FOsSwa

S ® o @w 9
™ N N -~ ~

S9jesuspuod

ojwise|dojAd uj JuawydLIud YNYW

TDP-436'46A condensates screen
[HA protein]

wi {_10d-0L'6

woeci L FIOHZ @UlIpIXaly

g Tquepun

910
FL2990.LL-FNI
[eje|Asaw 0Z88-1€ oY
luipiosagnjopol-g
ouedAH
[sunodsoinels
louojineduay
IX€0260LL 49
F1OHZC ZH

FOHZ 68-H
FOSNa

<

(VH-nue) onjes Ajisuajul Juassaion)y

TDP43¢'4A condensates screen
mRNA

HA-G146A

olwse|dojfo 0} sajesuapuo)

OSsa 910 0d-01'6

141



Figure 6: Selected kinase inhibitors antagonize the nuclear retention of TDP-43 in contrast with
phosphatase inhibitors.

a. Left panel: Subcellular distribution of HA-tagged wild type TDP-43 in HelLa cells after
treatment with the indicated compounds during 4 h (10 pM). Poly(A) mRNA in green (poly-dT
probe) and anti-HA in red. Arrows indicate representative cells. Scale bar: 50 um. Right panel:
Automatic Quantification of the cytoplasmic:nuclear ratio of HA-tagged TDP-43 under indicated
conditions. Each data point represents the mean ratio value obtained from a single well in a 96-
well plate. As control, the cytoplasmic:nuclear ratio of the hyper-phosphomimetic mutant was
measured under the same condition. Error bars indicate SEM and the asterisks indicate statistical
significance with *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns. non-significant
as measured by ANOVA test from n =4 wells.

b. Upper panel: Subcellular distribution of HA-tagged wild type TDP-43 in undifferentiated
mouse motor neuron-like hybrid cell line, NCS-34 cells, after treatment with the indicated
compounds for 4 h (3 uM). Poly(A) mRNA in green; anti-HA in red. Scale bar: 50 um. Lower
panel: Automatic quantification of the nuclear:cytoplasmic ratio of HA-tagged TDP-43
under indicated conditions. Each data point represents the mean ratio value obtained from a single
well. Error bars indicate SEM and the asterisks indicate statistical significance with
*H%p<(0.001, ****p<0.0001, ns. non-significant as measured by ANOVA test from n = 8 wells.
c. Left panel: Recruitment of HA-tagged wild type TDP-43 in stress granules in HeLa cells
expressing GFP-G3BP1 and treated with the indicated compounds during 4 h (10 uM). Anti-HA
in red. Arrows indicate representative stress garnules. Scale bar: 20 um. Right panel: Automatic
quantification of the recruitment of HA-tagged TDP-43 in stress granules under indicated
conditions. Each data point represents the mean ratio value obtained from a single well in a 96-
well plate. As control, the same ratio was measured with the hyper-phosphomimetic TDP-
43 mutant (18E) under the same condition. Error bars indicate SEM and the asterisks
indicate statistical significance with *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns. non-
significant as measured by ANOVA test from n = 4 wells.

d. Left panel: Recruitment of HA-tagged G146A mutant in cytoplasmic condensates in
HeLa cells treated with the indicated compounds during 4 h (10 uM). Anti-HA in red. mRNA in
green. Scale bar: 50 pm. Zoom scale bar: 10 um. Right panel: Automatic quantification
of the recruitment of HA-tagged G146A mutant into cytoplasmic condensates and their
mRNA enrichment under indicated conditions. Error bars indicate SEM and the asterisks
indicate statistical significance with *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns. non-
significant as measured by ANOVA test from n =4 wells.
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Figure 7
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Figure 7: Kinase inhibitors and the hypo-phosphomimetic mutations (18A) impaired TDP-
43 nuclear retention because of cytoplasmic TDP-43 self-assembly.

a. Scatter plot of subcellular distribution of HA-tagged wild type and hypo-phosphomimetic
TDP-43. A linear regression with a high R? (0.675) shows that the level of cytoplasmic
and nuclear hypo-phosphomimetic mutant increase linearly, as expected for a passive diffusion.
On the other hand, in HeLa cells expressing wild type TDP-43, we observed a fraction of the cells
with increased TDP-43 nuclear level. Each dot represents a single cell.

b.  Left panel: Representative images of HeLa cells treated with the indicated compounds
during 4 h (10 uM). Red, endogenous TDP-43. Green, anti-phospho TDP-43 (Ser 409/410).
Arrows indicate an increased brightness of anti-phospho-TDP-43 positive nuclear granules.
Arrows show representative nuclear granules. Scale bar: 20 um. Right panel: Quantification of
fluorescence ratio of anti-phospho TDP-43 inside versus outside nuclear granules. Only nuclei
were selected for this analysis. Error bars indicate SEM and the asterisks indicate statistical
significance with *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, ns. non-significant as measured
by ANOVA test from n =4 wells.

C. Same as (b) with mouse motor neuron-like hybrid cell line NSC-34. Left panel:
Representative images of NSC-34 cells. Red, tubulin. Green, anti-phospho TDP-43. Arrows
show representative nuclear granules. Scale bar: 30 um. Right panel: statistical analysis.
The effect was assessed for 4 concentrations of compounds. Error bars indicate SEM and
the asterisks indicate statistical significance with **p<0.01, ***p<(0.001, ****p<(0.0001, ns.
non- significant as measured by ANOVA test from n = 4 wells.

d. Left panel: Representative images of HeLa cells expressing HA-tagged TDP-43 or
indicated mutant. Arrows indicate representative cytoplasmic TDP-43 rich granules. Scale bar:
30 um. Zoom scale bar: 20 um. Right panel: Quantification of the anti-HA intensity in detected
cytoplasmic spots and the density of spots per cytoplasm area. Each dot represents the
mean value obtained over the selected cells in a single well. Error bars indicate SEM and the
asterisks indicate statistical significance with ***p<0.001, ****p<(0.0001, ns. non-significant as
measured by ANOVA test from n = 8 wells.
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Figure 8
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Figure 8: Schematic view on the link between phosphorylation of the C-terminal domain
of TDP-43 and its sub-cellular location in cells.

According to our results, dephosphorylated state of TDP-43 promotes its cytoplasmic retention
with cytoplasmic condensates as observed in the case of 18A mutant or in presence of protein
kinase inhibitors. Indeed, the hypo-phosphorylation of TDP-43 in the cytoplasm positively
regulates protein-protein interaction which antagonizes the import of cytoplasmic TDP-43 to the
nucleus leading to TDP-43 nuclear depletion and its retention in the cytoplasm. In contrast, as
observed for I8E mutant as well as in the presence of protein phosphatase
inhibitors, phosphorylated TDP-43 is enriched in the nucleus.
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Supplementary Figure 1: Aspartate or glutamate hyper-phosphomimetic mutations display
similar behaviors.

a. Representative images of HeLa cells expressing HA-tagged phosphomimetic mutants (12D-
HA or 12E-HA) and G3BP1-GFP after 1 h-exposure to 300 pM arsenite. G3BP1 in green; anti-
HA in red. Scale bar: 50 pum. b. Subcellular distribution of indicated HA-tagged phosphomimetic
mutants expressed in HeLa cells 24 h after transfection. Scale bar: 20 um. c. Presentation
of TDP43 hyper-phosphomimetic mutant 12D. Right panel: Images of Hela cells expressing
indicated HA-tagged protein and immune-stained with anti-phospho TDP43 antibody
(Ser409/410). Hyper-phosphomimetic mutants are recognized by the antibody. Scale bar:
50

pm.
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Supplementary Figure 2: Assessment of spot density from MT bench assay.

Left panel: Representative images of Hela cells co-expressing indicated proteins used to
measure their RFP spot density values. Scale bar: 30 um. Zoom scale bar: 20 um. Right panel:
RFP spot density values (arbitrary unit) measured according to the indicated proteins. Note the
high RFP spot density values for 18A-RFP-MBD protein. Error bars indicate SEM and
the asterisks indicates statistical significance with **p<0.01, ***p<0.001, as measured by
ANOVA test from n = § wells.
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Supp 3

Analysis pipeline for splicing assay
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Supplementary Figure 3: Assessment of effect of phosphomimetic mutations in splicing
assay.

a. Representative images of the splicing analysis method using the Harmony software associated
to the HCS microscope. This pipeline allows the detection of HEK-293T cell nuclei that
are filtered with average GFP and RFP intensity values higher than 2000 (a.u.) to calculate
the mCherry:GFP ratio (splicing efficiency). Scale bar: 20 um. b. Representative image of
stable ShRNA HEK-293T cells under indicated conditions. Note the cytoplasmic localization of
18A- HA (as indicated by arrow). Scale bar: 20 pum. c. Scatter plot of the relative GFP
and RFP fluorescence intensity detected in all HEK-293T cells present in a single well
under indicated

conditions. A GFP expression window was selected for all conditions (8<x<8.5) to homogenize
the data and eliminate the background.
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Supplementary Figure 4: Assessment of effect of phosphomimetic mutations in stress
granules (SG) assay.

a. Representative images of the SG analysis method using the Harmony Software. This pipeline
allows the detection of SGs (called spot). From HeLa cells co-transfected with the indicated
plasmids, nuclei are first automatically detected, followed by cytoplasm, and finally spots.
Spots are filtered by area (<400 px?), roundness (>0.8), length (<5 um). The filtered
spots are quantified. Scale bar: 20 um. b. Representative images of HeLa cells expressing HA-
tagged wild type or phosphomimetic mutants and mRNA used to quantify the relative protein
enrichment of HA-tagged protein after 1 h-exposure to 300 uM arsenite or hydrogen peroxide.
Note the loss of enrichment of 18E-HA after arsenite-type oxidative stress. Scale bar: 20
um. c. Left panel: Automatic quantification of the recruitment of HA-tagged TDP43 mutants
in SGs. Each dot represents the mean value over stress granules detected in a single well
(96-well plate). Error bars indicate SEM and the asterisks indicates statistical
significance with **p<0.01, ****p<0.0001, ns. non-significant, as measured by ANOVA
test from n =7 wells. Right panel: Quantification of the recruitment of HA-tagged wild-type
TDP43 or phosphomimetic mutants in SGs after 1 h-exposure to 300 uM hydrogen peroxide.
Note the absence of effect of hydrogen peroxide-type oxidative stress on the recruitment
of HA-tagged protein in SGs. ns. non- significant, ANOVA test from n= 7 wells. d.
Representative images of HeLa cells expressing HA-tagged wild-type TDP43 or
phosphomimetic mutants and mRNA to quantify the relative protein enrichment of HA-
tagged protein after 1h-exposure to 300 uM (upper panel) and 1 mM (center panel) hydrogen
peroxide (H.O.). Note the enrichment of 18A-HA in the SGs despite the high hydrogen
peroxide concentrations. However, high concentrations of H,O, (>300 pM) prevent the
recruitment of wild type and TDP-43 hyper-phosphomimetic mutant in stress granules in
the cytoplasm. Scale bar: 50 um.
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Supplementary Figure 5: MT bench assay to probe the TDP-43 aggregation process.

a. Left panel: Representative images of HeLa cell co-expressing indicated proteins after 1 h-
exposure to 300 M arsenite to measure their mixing along the microtubule network (MT bench
assay). Scale bar: 50 um. Right panel: Mixing score (R? values) measured in HeLa cells
expressing wild type TDP-43 and the indicated wild-type RNA-binding proteins (G3BP1
and HuR). Note the important de-mixing of these RBPs with the wild-type TDP43. Error
bars indicate SEM and the asterisks indicates statistical significance with ***p<0.001,
*#%%p<0.0001, ns. non-significant, as measured by Student’s t-test from n =4 wells. b.
Left panel: Representative images of HeLa cell co-expressing indicated proteins after 1 h-
exposure to 300 pM arsenite to measure their mixing along the microtubule network
(MT bench assay). Scale bar: 50 pm. Right panel: Mixing score (R? values) measured in HeLa
cells expressing wild type TDP-43 and the indicated phosphomimetic TDP-43 mutants.
Note the opposite effect with phosphomimetic mutants. Error bars indicate SEM and the
asterisks indicates statistical significance with *p<0.01, *p<0.01, ns. non-significant, as
measured by Student’s t-test from n = 4 wells.
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Supplementary Figure 6: TDP-43 RRMI1/2 domains was brought as a bait onto
microtubules to probe the recruitment onto microtubules of hyper- and hypo-
phosphomimetic mutants, used as the prey, in the presence of arsenite.

a. Representative images of HeLa cells co-expressing HA-tagged phosphomimetic mutants
as prey and the indicated TDP43 mutant fused to microtubule-binding domain as bait to probe
the interaction between bait/prey in the presence or absence of arsenite (300 pM, 1 h).
Note the hyper-phosphomimetic (18E) mutant is recruited onto microtubules in the presence
of arsenite but not the hypo-phosphomimetic (18A) mutant. Scale bar: 20 um. b.
Schematic view representing the results obtained with the Bait/Prey interaction assay.
Under acute oxidative stress, including arsenite stress, the hyper-phosphomimetic mutant
(18E) interact with wild type TDP-43 through their RRM domains leading to the exclusion of
TDP-43 from stress granules

and found in the cytoplasm as 18E mutant. However, in the same stress conditions, the hypo-
phosphomimetic mutant is found located in the stress granules in the cytoplasm.
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Supplementary Figure 7: Assessment of effect of kinase inhibitors on mixing score of wild
type TDP-43 with the hyper-phosphomimetic mutant (18E).

a. Mixing score of wild-type TDP43 in a 96-well plate. Each condition was run in 48 wells. Z’
factor is -0.80, which corresponds to a very bad assay for compounds increasing the
mixing score. There is too much overlap between the wt/wt and wt/18E for the assay to be
useful. Note that this is the reason why we did not choose these conditions for the MT
bench screen. b. Mixing score (R? values) of wt TDP-43 with itself measured with the MT
bench assay in HeLa cells. Note that no compound can change the mixing of TDP-43 with itself,
as expected, except hypericin due to morphological changes or toxicity. Error bars indicate
SEM and the asterisks indicates statistical significance with ****p<(0.0001, ns. non-
significant, as measured by ANOVA test fromn=4 wells. c. Representative images
of HeLa cells co-expressing the indicated proteins after treatment with indicated hit
compounds. Scale bar: 30 um. d. Summary

table of hit compounds discovered using the MT bench assay over the screening system.
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Supplementary Figure 8: Assessment of effect of the compound hits on splicing TDP-43-
dependent assay.

a. Venn diagram showing the total number of kinase inhibitors tested for MT bench assay and
SGs assay (98 and 80, respectively), together with those commonly tested in both screens (14
which represents 8.5

% total). From these 14 common kinase inhibitors, 4 hits were obtained from the MT bench
assay and none from the SGs assay. Independently of these common 14 molecules, hits were
obtained from both assays (13 and 14 hits from MT bench and SGs, respectively). b.
Quantitative analysis of the splicing efficiency under indicated condition at the single cell
level and after treatment with the indicated compounds during 4 h (10 uM). Each dot
represents the average values in selected HEK-293T cells in a single well. Error bars indicate
SEM and the asterisks indicates statistical significance with *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001, ns. non-significant, as measured by ANOVA from n = 8§ wells.
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Supplementary Figure 9: Subcellular distribution of TDP-43 and phosphomimetic
mutants.

a. Scatter plot of subcellular distribution of indicated HA-tagged TDP43 treated with DMSO or
kinase inhibitor. A linear regression shows that in HeLa cells expressing wild-type
TDP43 treated with 5-Iodotubercidin kinase inhibitors, a fraction of the cell with increased
TDP43 cytoplasmic level with a significant decrease in the nuclear fraction (see circle).
Each dot represents a single cell. R2 are indicated for each condition. b. Quantification
of the nuclear granule:nucleoplasm intensity ratio from cells expressing the indicated HA
tagged TDP43 and

stained with anti-phospho TDP-43 antibody (Ser 409/410). ns. non-significant, as measured by
ANOVA from n =4 wells.
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Table S1. Plasmids used for MT bench assay

Name

TDP-43

TDP-43

G3BP1

G3BP1

HuR

RRM1/2 (TDP-43

RRM1/2)

Sequence Tag

FL (1- RFP-MBD or
414)

GFP-MBD
FL (1- GFP
414)
FL (1- GFP-MBD
466)
FL (1- GFP
466)
FL (1- GFP-MBD
326)
98-264 GFP-MBD

References

Maucuer, et al. J Cell Sci. 2018

Boca et al., 2015
Maucuer, et al. J Cell Sci. 2018
Boca et al., 2015
Maucuer, et al. J Cell Sci. 2018

Rengifo et al. (2021)

Table S2. Primers used to construct TDP-43 hyper- or hypo-phosphorylated mutants for
MT bench experiments.

Name

S5E

18E

18E

S5A

18A

12D

12E

Tag

RFP-MBD

RFP-MBD

GFP-MBD

RFP-MBD

RFP-MBD

RFP-MBD

RFP-MBD

Sense primer (bearing Ndel

restriction site)

GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG

GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG
GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG

GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG

GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG
GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG

GTAATGTCACAGCGA
CATATGATAG

Antisense primer (bearing Ascl
restriction site)

GCGGGCGCGCCAACA
TTCCCCAGCCAGAAG
ACTTAGAATCC
ATTGCGGGCGCGCCA
ACATTCC
ATTGCGGGCGCGCCA
ACATTCC

GCGGGCGCGCCAACA
TTCCCCAGCCAGAAG
ACTTAGAATCC
ATTGCGGGCGCGCCA
ACATTCC

ATT GCG GGC GCG CCA
ACATTICC

ATTGCGGGCGCGCCA
ACATTCC
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Table S3. 2lignement of C-terminal part of wild type TDP-43 and its hyper- or
hypo- phosphomimetic mutants.

Alignement of C-terminal part of wild type TDP-43 and its hyper-
phosphomimetic mutants with substitution of serine by glutamic residue
(showed in red):

IDP 43 (WI) KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMIEDELREFFSQYGDVMDVFIPKPFRAFAFVIFADDQIA 240
KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMIEDELREFFSQYGDVMDVFIPKPFRAFAFVIFADDQIA
18E KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMIEDELREFFSQYGDVMDVEFIPKPFRAFAFVIFADDQIA

TDP-43 (WI) QSLCGEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGFGNSRGGGAGLG 300
SE QSLCGEDLIIKGISVHISNAE PKHNENRQLEREGRFGGNPGGFGNQGGFGNERGGGAGLG
18E QSLCGEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGFGNSRGGGAGLG

TDP-43 (WI) NNQGSNMGGGMNFGAFSINPAMMAARAQAATLQSSWGMMGMLASQONQSGPSGNNQNQGNMQ 360

SE NNQGENMGGGMNEFGAFEINPAMMAAAQAATLQSSWGMMGMLASQONQSGPSGNNQNQGNMQ
18E NNQGSNMGGGMNEFGAFSINPAMMAAAQAALQEEWGMMGMLAEQONQEGPEGNNQNQGNMQ
TDP-43 (WI) REPNQAFGSGNNSYSGSNSGAAIGWGSASNAGSGSGFNGGFGSSMDSKSSGWGM 414
SE REPNQAFGSGNNSYSGSNSGAAIGWGSASNAGSGSGFNGGFGS SMDSKSSGWGM

18E REPNQAFGEGNNSYEGENEGAAIGWGEAENAGEGE GFNGGFGEEMDEKEEGWGM

Alignement of C-terminal part of wild type TDP-43 and its hypo-phosphomimetic
mutants with substitution of serine by alanine residue (showed in blue):

TDP-43 KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMTEDELREFFSQYGDVMDVFIPKPFRAFAFVIFADDQIA 240
SA KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMIEDELREFFSQYGDVMDVEIPKPFRAFAFVIFADDOIA
182 KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMIEDELREFFSQYGDVMDVEIPKPFRAFAFVIFADDQIA
TDP-43 QSLCGEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGFGNSRGGGAGLG 300
SA QSLCGEDLIIKGISVHISNAE PKHNANRQLERAGRFGGNPGGFGNQGGEFGNARGGGAGLG
16A QSLCGEDLIIKGISVHISNAE PKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGEFGNSRGGGAGLG
TDP-43 NNQGSNMGGGMNEFGAFSINPAMMARRQAALQSSWGMMGMLASQONQSGPSGNNQNQGNMQ 360
SA NNQGANMGGGMNFGAFAINPAMMAAAQAALQS SWEMMGMLASQONQSGP SGNNQNQGNMQ
16a NNQGSNMGGGMNFGAFSINPAMMAAAQAALQALWGMMGMLARQONQAGPAGNNQNQGNMQ
TDP-43 REPNQAFGSGNNSYSGSNSGAAIGWGSASNAGSGSGFNGGEFGSSMDSKSSGWGM 414

SA REPNQAFGSGNNSYSGSNSGAAIGWGSASNAGSGSGFNGGEFGSSMDSKSSGWGHM

182 REPNQAFGAGNNSYAGANAGAATIGWGAAANAGAGAGFNGGFGAAMDAKA AGWGM

Alignement of C-terminal part of wild type TDP-43 and its hyper-
phosphomimetic mutants with substitution of serine by aspartic or glutamic
acid residues (red):

TDP-43 (WI) KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMTEDELREFFSQYGDVMDVFIPKPFRAFAFVIFADDQIA 240

12D KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMTEDELREFFSQYGDVMDVFIPKPFRAFAFVIFADDQIA
12E KQSQDEPLRSRKVFVGRCTEDMTEDELREFFSQYGDVMDVFIPKPFRAFAFVIFADDQIA
TDP-43 (WI) QSLCGEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGEFGNSRGGGAGLG 300
12D QSLCGEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGEFGNSRGGGAGLG

12E QSLCGEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGFGNQGGEGNSRGGGAGLG
TDP-43 (WI) NNQGSNMGGGMNFGAFSINPAMMAAAQAAT.QSSWGMMGMLASQONQSGPSGNNQNQGNMQ 360
12D NNQGSNMGGGMNFGAFSINPAMMAAAQARLQSSWGMMGMLASQONQSGPSGNNQNQGNMOQ

12E NNQGSNMGGGMNFGAFSINPAMMAARQARLQSSWGMMGMLASQONQSGPSGNNQNQGNMO
TDP-43 (WI) REPNQAFGSGNNSYSGSNSGAAIGWGSASNAGSGSGFNGGFGSSMDSKSSGWGM 414

12D REPNQAFGSGNNSYDGDNDGAAI GWGDADNAGDGDGFNGGFGDDMDDKDDGWGM

12E REPNQAFGSGNNSYEGENEGAAIGWGEAENAGEGEGFNGGFGEEMDEKEEGWGM
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Table S4. Primers used for to construct TDP-43 mutants in HA-tag plasmid.

Plasmid
name

HA-5E

HA-18E

HA-5A

HA-18A

HA-12D

HA-12E

Tag

HA

Sense Primer
(bearing Ndel
restriction site)

GTAATGTCACA
GCGACATATGA
T AG
GTAATGTCACA
GCGACATATGA
T AG
GTAATGTCACA
GCGACATATGA
T AG
GTAATGTCACA
GCGACATATGA
T AG
GTAATGTCACA
GCGACATATGA
T AG
GTAATGTCACA
GCGACATATGA
T AG

Antisense primer (bearing Xhol
restriction site)

AATTTCTCGAGTTACATTCCCCA
G CCAGAAGACTTAGAATCC

AATTTCTCGAGTTACATTCCCCA
G CCTTCCTCCTTTTCATCC

AATTTCTCGAGTTACATTCCCCA
G CCAGAAGACTTAGAATCC

AATTTTCTCGAGTTACATTCCCC
A GCCAGCTGCCTTAGCATCC

GAT ATA GTC GAG TTA CAT
TCC CCA GCC ATC ATCCTIT
ATC ATC
AATTTCTCGAGTTACATTCCCCA
G CCTTCCTCCTTTTCATCC

Table S5. Sequence of shRNA from the TRC library used in this study.

Gene
name
TARDBP

shRNA name Type

TRCN000001603  TRC

8

human
shRNA

(Lentiviral)

Sequence

GCTCTAATTCTGGTGCAGC
AA

Table S6. Primers used for shRNA resistance (splicing assay).

Plasmid
name

HA-rTDP-43
(WT)

HA-rSE

Tag

HA

HA

Sense primer

Anti-sense primer

GTGGCTCTAATTC GCTGATCCCCAACCAAT

TGGGGCGGC

CGCCGC

GATTGGTTGGGGA  CCCAGAATTAGAGCCA

TCAGC

C

GTGGCTCTAATTC GCTGATCCCCAACCAAT

TGGGGCGGC

CGCCGC

GATTGGTTGGGGA  CCCAGAATTAGAGCCA

TCAGC

C
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HA-r18E HA GAGGGCGAAAATG GCTTCTCCCCAACCAAT
AGGGGGCG CGCCGC
GCGATTGGTTGGG  CCCCTCATTTTCGCCCT
GAGAAGC C

HA-r5A HA GTGGCTCTAATTC GCTGATCCCCAACCAAT
TGGGGCGGC CGCCGC
GATTGGTTGGGGA  CCCAGAATTAGAGCCA
TCAGC C

HA-r18A HA CTGGCGCAAATGC  GCTGCTCCCCAACCAAT
TGGGGCGG CGCCGC
CGATTGGTTGGGG  CCCAGCATTTGCGCCAG
AGCAGC

Table S7. List of primary and secondary antibodies used for IF.

Name Species Epitope Dilution Reference
anti-TDP43 Mouse AA 1-260 (N- IF (1:1000) mAb ABnova
ter
) H00023435-M01
anti-TDP43 Rabbit (C-ter) IF (1:1000) pADb Proteintech 12892-
1-AP
anti-HA Mouse HA tag IF (1:1000) mADb Santa Cruz
Biotechnology
(YPYDVPDY
Sc-7392
A)
anti-HA Rabbit HA tag IF (1:1000) pAb Proteintech
(YPYDVPDY
51064-2-AP
A)
anti-pTDP43 Rabbit Ser409/Ser410  1F (1:3000) pAb Proteintech
(S409/410) 99309-1-AP
Mouse AA 426-430 IF (1:1000) mAB Sigma- Aldrich
anti-o-Tubulin (C-ter) T5168
Table S8. List of secondary antibodies used for IF.
Name Species Epitope Dilution Reference
Alexa Fluor Mouse IegG IF (1 :1000) Invitrogen
594
A11005
Alexa Fluor Rabbit IegG IF (1 :1000) Invitrogen
488
A11008
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IR Dye 680 Rabbit IgG IF (1 :1000) LI-COR
RD
926-68071
Table S9. List of kinase inhibitor names and their target.
Number Name Target

1 | PD98059 MEK

2 | U0126 MEK

3 | SB 203580 p38 MAPK

4 | H-7 2HCI PKA, PKG, MLCK

5 | H-9 HCI PKA.PKG,

MLCK,PKC

37
38
39
40
41

Staurosporine

AG 494

AG 825
Lavendustin A
RG-1462
Tyrphostin 23
Tyrphostin 25
Tyrphostin 46
Tyrphostin 47
Tyrphostin 51
Tyrphostin 1
Tyrphostin AG 1288
Tyrphostin AG 1478
Tyrphostin AG 1295
Tyrphostin 9

PKC 412
Piceatannol

PP1

AG-490

AG-126

AG-879

LY 294002
Wortmannin

GF 109203X
Hypericin

Ro 31-8220 mesylate
D-Erythro- Sphingosine
H-89 2HCI

HA-1004 HCI
HA-1077 2HCI
2-Hydroxy-5-(2,5-
dihydroxybenzyl amino) benzoic
acid

KN-62

KN-93

ML-7 HCl

ML-9 HCl
2-Aminopurine

Pan-specific
EGFRK, PDGFRK
HERI1-2
EGFRK
EGFRK
EGFRK
EGFRK
EGFRK
EGFRK
EGFRK
Negative control for tyrosine kinase
Tyrosine kinases
EGFRK
Tyrosine kinases
PDGFRK

PKC

Syk

Src family
JAK-2

IRAK

NGFRK

PI3-K

PI3-K

PKC

PKC

PKC

PKC

PKA

PKA, PKG

PKA, PKG
EGFRK, CaMK II

KN-62
KN-93
MLCK
MLCK

p58 PITSLRE betal
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

64

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

NO-isopropyl olomoucine
Olomoucine
Iso-olomoucine
Roscovitine
5-iodotubericidin
LFM-A13

SB-202190

PP2

7ZM-336372

SU 4312

AG 1296

GW 5074

Palmitoyl-D L- carnitine
Rottlerin

Genistein

Daidzein

Erbstatin analog
Quercetin 2H20
SU1498

7ZM 449829

BAY 11-7082
5,6-dichloro-1-B-D-
ribofuranosylbenzimi dazole

2,2'33' 44"
Hexahydroxy-1,1'- biphenyl-
6,6'dimethanol dimethyl ether
SP 600125

Indirubin

Indirubin-3'- monooxime
Y-27632 2HCI

Kenpaullone

Terreic acid

Triciribin

BML-257

SC-514

BML-259

Apigenin

BML-259

Rapamycin

H-89 2HC1

AG-370

HNMPA

Y-27632 dihydrochloride

Imatinib mesylate
Sorafenib tosylate
TC-S 7004
INJ-7706621

C16 PKRi

CX-4945

SR-3029

GSK-3 inhibitor XVI
1C261

Binimetinib

CDK

CDK

Negative control for olomoucine
CDK

ERK2, CK1, CK2
BTK

p38 MAPK

Src family

cRAF

Flk1

PDGFRK

cRAK

PKC

PKC delta
Tyrosine kinases
Negative control for genistein
EGFRK

PI 3-K

Flk1

JAK-3

IKK pathway
CK1II

PKC alpha, PKC gamma

INK
GSK-3beta, CDKS5
GSK-3beta
ROCK
GSK-3beta

Btk

Akt signaling
Akt

IKK2

Cdk5/p25

CK-II

Cdk5/p25
mTOR

PKA

PDGFRK
Tyrosine kinases
ROCK

BCR-ABL
Tyrosine kinases
DYRKI1A/B
CDK1/2

PKR

CK2

CKl1d/e

GSK-3

CKl1d/e

MEK
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92
93
94
95
96
97
98

Ibrutinib
PF-670462
BMS-536924
AC-480
Enzastaurin
Linifanib
Saracatinib

BTK
CK 18, p38, EGFR
IGF-1R/IR
HER1/2

PKC
VEGFR/PDGFR
BTK, EGFR, Src

Table S10. List of phosphatase inhibitor names and their target.

Number Name Target
1 | Cantharidic acid PP2A
2 | Cantharidin PP1/2
3 | Endothall PP2A
4 | L-p bromotetramisole oxalate Alkaline phosphatase
5 | RK-682 PTP1B
6 | LEVAMISOL HCL Alkaline phosphatase
7 | TETRAMISOLE HCL Alkaline phosphatase
8 | CYPERMETHRIN PP2B
9 | Deltamethrin Calcineurin (PP2B)
10 | Fenvalerate Calcineurin (PP2B)
11 | Tyrphostin 8 Calcineurin (PP2B)
12 | CinnGel PTPIB
13 | NSC-95397 Cdc25
14 | BN-82002 Cdc25
15 | Shikonin PTP1B
16 | NSC-663284 Cdc25
17 | Cyclosporin A PTP1B
18 | Pentamidine PRL
19 | BVT-948 PTP
20 | B4-Rhodanine PRL3
21 | Alexidine 2HCI PTPMT1
22 | 9,10-Phenanthrene-quinone CD45
23 | BML-260 DUSP22
24 | Sanguinarine chloride PP2C
25 | BML-267 PTP1B
26 | OBA Tyrosine phosphatases
27 | OBA ester Tyrosine phosphatases (cell permeable)
28 | Gossypol So-reductase 1  and hydroxysteroid
dehydrogenase
29 | Vorinostat HDAC
30 | Citicoline Alkaline phosphatase
31 | ZINC253496134 PTP1B
32 | Tacrolimus PTP1B
33 | Alendronate Tyrosine phosphatases
34 | RWJ-60475 CD45
35 | benzylphosphonic acid PTP
36 | RWJ-60475 (AM)3 CD45
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Discussion

L'innovation de ce travail de these réside dans I'utilisation d'une approche
automatisée permettant de quantifier I'autoassociation phospho-dépendante de TDP-
43 dans le cytoplasme des cellules. Cette approche combinée a des tests cellulaires
nous a permis d'identifier des composés capables de moduler ces autoassemblages.
Notre approche automatisée nous a également permis d'en déduire un modele
scientifique permettant d'expliquer I'effet de la phosphorylation sur la distribution
subcellulaire de TDP-43. Encore aucune étude n'a permis de mettre en lumiére un role
des mutations phosphomimétiques dans la régulation de la localisation cellulaire de
TDP-43. Le modele scientifique proposé est le suivant: I'hypo-phosphorylation C-
terminale de TDP-43 et l'action des inhibiteurs de kinases, favorisent la formation
d'autoassemblages cytoplasmiques de TDP-43 empéchant son import nucléaire
(Figure 29).

La discussion qui suit se divise en plusieurs parties afin d'analyser en détail les
résultats obtenus a I'issu de ma these. J'aborderai |'effet de la phosphorylation de TDP-
43 sur sa distribution subcellulaire (A), sur son recrutement dans les granules de stress
(B), sur son activité d'épissage de I'ARNm cible CFTR (C), sur son agrégation protéique
(D) et enfin je discuterai des composés identifiés a I'aide de la méthode automatisée

développée (E).

A- Effet de la phosphorylation de TDP-43 sur sa distribution subcellulaire

Au cours de mes travaux de recherche, nous avons principalement constaté que
la phosphorylation joue un rdle essentiel dans la régulation de la localisation
subcellulaire de TDP-43. Nous avons mis en évidence le réle critique de I'hypo-
phosphorylation de TDP-43 dans sa rétention cytoplasmique. Cependant, nos résultats

different de ceux d'une étude récente menée par Guijs da Silva et al. (2022). Dans leur
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étude, les mutations phosphomimétiques (12D et 12A) n‘ont pas perturbé la
distribution subcellulaire et I'importation nucléaire de TDP-43. Ce qui pourrait
expliquer cette différence de résultats est la présence de résidus mutés dans la
potentielle région conservée CR [320-343] située dans le domaine C-
terminal (Conicella et al., 2016) dans les mutants phosphomimétiques 18A et 18E.
Cependant, nous avons réfuté cette hypothese en montrant que le mutant 12D (Guijs
da Silva et al., 2022) était retenu dans le noyau tout comme le mutant hyper-
phosphomimétique 18E. Ces observations suggerent que les différences obtenues
entre nos résultats et ceux de Guijs da Silva et al. (2022) ne sont pas attribuables a des
modifications structurales du domaine CTD de TDP-43.

De plus, nos résultats mettent en évidence une corrélation négative entre
I'autoassemblage de TDP-43 dans le cytoplasme et sa rétention nucléaire, ce qui est en
accord avec d'autres études antérieures (Gasset-Rosa et al., 2019 ; Duan et al., 2022 ;
Koehler et al., 2023). Une étude a démontré que la distribution de TDP-43 dans la
cellule est principalement régulée par la diffusion passive a travers les canaux des pores
nucléaires, et est limitée par la liaison a I’ARN riche en dinucléotide (GU) au niveau du
noyau, associée a une importation nucléaire active. Ce processus constitue le principal
déterminant de la distribution de TDP-43 dans la cellule (Duan et al., 2022). Une autre
étude a montré qu'une augmentation accrue de TDP-43 dans le cytoplasme en réponse
a un stress cellulaire provoque l'accumulation de TDP-43 phosphorylée dans des
condensats liquides qui recrutent progressivement des récepteurs d'importation
nucléaires (Importine-a et Nup62) et qui induisent une mauvaise localisation de
RanGap1, Ran (Ras related nuclear protein) et Nup107 (Nucleoporin 107), provoquant
I'inhibition de I'import nucléaire, la déplétion de TDP-43 dans le noyau et la mort
cellulaire (Gasset-Rosa et al,, 2019). Ces observations suggerent qu'un équilibre et une
régulation des niveaux de rétention nucléaire et la localisation cytoplasmique de TDP-
43 sont essentiels pour maintenir sa fonction normale. L'autoassemblage de TDP-43 et
les processus de phosphorylation et de déphosphorylation interagissent de maniere

complexe pour influencer la localisation subcellulaire de TDP-43. De plus, les résultats
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d'une étude suggerent que l'autorégulation de TDP-43 est médiée par son
autoassemblage et par le processus LLPS lorsqu’elle se lie a I'ARN. De plus, la liaison
spécifique de TDP-43 a un ARN appelé CLIP34 augmente les propriétés liquides des
condensats de TDP-43. En outre, ils montrent que la phosphorylation du résidu S48
dans le domaine NTD de TDP-43 et des variants pathologiques tels que M337V
associés a la SLA peuvent entrainer une accumulation anormale de TDP-43 dans les
cellules, ce qui peut étre dd a une diminution de la clairance de la protéine (Koehler et
al., 2022). Ces études additionnées a notre modéle scientifique suggéerent I'importance
de restaurer la fonction normale de TDP-43 dans le noyau dans des conditions
pathologiques liées aux maladies neurodégénératives.

Afin d'approfondir nos recherches, il serait intéressant d’'observer I'expression des
principaux régulateurs du trafic nucléocytoplasmique (RanGap1, Ran, Nup107 et
Nup62) de TDP-43 dans les cellules. On pourrait également comparer ce profil
d’'expression avec celui des récepteurs d'importation nucléaire (importine-a et la
karyophérine-p1) afin de déterminer s'ils s'accumulent dans les condensats
cytoplasmiques avec TDP-43. Dans des cellules exprimant soit les mutants
phosphomimeétiques (18E et 18A) soit la forme sauvage de TDP-43, on pourrait étudier
par immunofluorescence la localisation de ces marqueurs. Notamment, on pourrait
s'intéresser aux récepteurs d'importation nucléaire, Importine-a et la karyophérine-f1,
qui ont été rapportés pour prévenir ou inverser I'agrégation de TDP-43 in vitro (Guo et
al, 2018). En effet, la réduction de l'importation nucléaire pourrait potentiellement
perturber la voie d'autorégulation de TDP-43 (Ayala et al,, 2011 ; Polymenidou et al.,
2011).

= Quelques limites concernant les mutations phosphomimétiques

Dans le cadre de notre étude, nous avons employé des mutations
phosphomimétiques (E ou D). Il est important de noter que cela peut parfois constituer
une limite, car ces mutations ne reproduisent pas toujours de maniére précise I'impact

de la phosphorylation sur les interactions protéine-protéine (Durocher et al, 1999 ;
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Yaffe et al, 1997). Les substitutions phosphomimétiques consistent a remplacer une
sérine, une thréonine ou une tyrosine phosphorylée par un acide aminé chargé
négativement (D ou E), imitant ainsi la charge négative du groupe phosphate.
Néanmoins, ces substitutions sous-estiment le changement de charge (charge nette
de l'aspartate ou glutamate = -1 au lieu de -2 pour un groupement phosphate) et ne
reproduisent pas toujours avec précision la chimie d'un groupement phosphate.
Cependant, les mutations phosphomimétiques ont souvent été utilisées avec succes

pour étudier la fonction biologique des résidus phosphorylés (Martin et al., 2014).

18E (hyper-phosphomimétique)/Inhibiteurs de 18A (hypo-phosphomimétique)/Inhibiteurs de
phosphatases kinases
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Figure 29- Modéle de l'autoassemblage de TDP-43, dépendant de l'état de phosphorylation de

son domaine C-terminal.
A gauche, la forme hyper-phosphorylé (18E) de TDP-43 et les inhibiteurs de phosphatases favorisent la
rétention nucléaire de TDP-43. A droite, la forme hypo-phosphorylé (18A) de TDP-43 et les inhibiteurs
de kinases, augmentent l'auto-association de TDP-43 dans le cytoplasme, ce qui perturbe son
importation nucléaire et conduit potentiellement a une déplétion nucléaire. Les étoiles rouges
représentent les résidus glutamates (E), tandis que les étoiles vertes représentent les résidus alanines
(A).
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B- Effet de la phosphorylation de TDP-43 sur son recrutement dans les

granules de stress (GS)

Dans notre étude, nous avons exploré les effets de I'hyper- ou de I'hypo-
phosphorylation de TDP-43 sur sa capacité de recrutement dans les GS. Le résultat
principal est que la phosphorylation de TDP-43 n'influence pas son recrutement dans
les GS en conditions de stress physiologiques (H202 300 uM et expression de G3BP1-
GFP). C'est uniquement lors d'un stress oxydatif aigu que la forme hyper-phosphorylée
de TDP-43 n'est pas recrutée dans les GS contrairement a la forme hypo-phosphorylée
de TDP-43. Nos résultats obtenus en conditions de stress aigu sont en accord avec
I'étude de Guijs da Silva et al. (2022) qui montre que des mutations hyper-
phosphomimétiques (substitutions de sérines en acide aspartique) dans le domaine
CTD de TDP-43 alterent leur recrutement dans les GS a la fois in vitro et in cellulo
conduisant a une dispersion des mutants dans le cytoplasme apres un stress oxydant
aigu (ImM de H:02). Cependant, dans leur étude, ils considérent que c'est la
phosphorylation de TDP-43 qui empéche son autossemblage dans des compartiments
liquides cytoplasmiques (GS). En revanche, nous montrons dans notre modele que
I'état de phosphorylation de TDP-43 n’a pas d'impact sur son recrutement dans les GS,
uniquement dans des conditions de stress physiologiques. Nous avons décortiqué les
mécanismes sous-jacents a cette perte de recrutement et nous montrons que la
phosphorylation de TDP-43 réduit sa capacité de liaison aux ARNm en raison de son
agrégation intermoléculaire dépendante des domaines RRM uniquement lors d'un
stress aigu. Maintenant la question qui se pose est celle du recrutement différentiel
observé entre la forme hypo- et hyper-phosphorylée dans les GS en conditions de
stress aigu. Pourquoi la forme hypo-phosphorylée de TDP-43 n'est pas sensible a
I'agrégation des domaines RRM ? Pourquoi I'on n‘observe pas d'agrégats de la forme
hyper-phosphorylée de TDP-43 dans le cytoplasme lors d'un stress aigu? Ces
questions sont intéressantes et mériterait d'étre pleinement explorée. Autre point,
lorsque nous avons étudié I'effet des composés sur le recrutement de la forme sauvage

de TDP-43 dans les GS, nous n'avons pas observeé de résultats cohérents. En effet, nous
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nous attendions a observer en présence d'inhibiteurs de kinases, une augmentation du
recrutement de la forme sauvage de TDP-43 dans les GS, et I'inverse avec les inhibiteurs
de phosphatases. En effet, nous avons montré précédemment que la forme hypo-
phosphorylée de TDP-43 a une affinité plus grande pour I'’ARNm que la forme hyper-
phosphorylée. Cependant, nous avons obtenus des résultats contraires, qui ne vont pas
dans le méme sens que les mutants phosphomimétiques. Nos observations suggerent
que les inhibiteurs de kinases/phosphatases sélectionnés pourraient modifier le
recrutement de TDP-43 dans les GS indépendamment des mécanismes liés a
I'autoassociation de TDP-43 dans le cytoplasme, controlé par I'état de phosphorylation

de son domaine CTD.

C- Effet de la phosphorylation de TDP-43 sur sa fonction d’épissage des
ARNm cibles

Au cours de cette thése, nous avons mis en évidence une perte de fonction
nucléaire (épissage de I'’ARNm CFTR contrélé par TDP-43) liée a la phosphorylation.
Ces résultats sont cohérents avec un role potentiel du domaine CTD de TDP-43 dans
I'interaction avec des facteurs protéiques qui régulent I'épissage de ses ARNm cibles
(D'Ambrogio et al., 2009). Ainsi, il est raisonnable de supposer que des altérations de
I'auto-association de TDP-43 pourraient avoir un impact sur l'activité d'épissage de son
ARNm cible CFTR. Cependant, nous n'avons pas obtenu de tendance claire lorsque
nous avons entrepris de modifier 'activité d'épissage de TDP-43 avec les inhibiteurs de
kinases et de phosphatases identifiés. Nos résultats suggerent que l'activité d'épissage
des ARNm, contrblée par TDP-43 dans le noyau, pourrait ne pas étre régulée par les
mémes kinases impliquées dans son auto-association cytoplasmique. Il est donc
possible que des états de phosphorylation/déphosphorylation différents, spécifiques a
différentes parties du domaine CTD, puissent étre envisagés pour expliquer ces
résultats expérimentaux. C'est pour cette raison que nous ne sommes pas allés plus
loin dans la compréhension des mécanismes sous-jacents a la perte de fonction liée a

la phosphorylation de TDP-43.
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D- Effet de la phosphorylation de TDP-43 sur son agrégation protéique

Dans mon projet de recherche, j'ai entrepris d'étudier I'effet des inhibiteurs de
kinases et de phosphatases identifiés sur I'agrégation de la protéine mutante G146A.
J'ai principalement constaté que les inhibiteurs de kinases augmentent I'agrégation de
G146A ainsi que I'enrichissement en ARNm dans ces agrégats. L'inverse a été observé
avec les inhibiteurs de phosphatases sélectionnés. Ces résultats sont cohérents avec
I'observation faite sur la forme hypo-phosphorylée de TDP-43 (le mutant 18A) qui a
tendance a se fixer davantage a 'ARNm et a étre recruté dans les granules de stress.
Un article récent montre que TDP-43 dans les granules de stress reste soluble et ne
semble pas présenter les caractéristiques d’'agrégats irréversibles, alors que les
inclusions de TDP-43 a I'extérieur des GS pourraient étre insolubles (Mann et al., 2019).
Si I'on suit cette hypothéese, I'enrichissement de 'ARNm apres le traitement par les
inhibiteurs de kinases seraient un moyen pour la protéine mutante G146A de retrouver
sa solubilité. Pour I'heure, nous ne sommes pas en mesure de savoir s'il s'agit
finalement d'agrégats ou de granules de stress qui se seraient formées pour améliorer

la solubilité de la protéine mutante G146A.

E- Identifications de molécules capables de moduler I'auto-association de
TDP-43, dépendante de I'état de phosphorylation de son domaine CTD

Grace a lI'approche automatisée que j'ai développé, basée sur la quantification des
autoassemblages de TDP-43, phospho-dépendants dans la cellule vivante, nous avons
identifié plusieurs composés capables de moduler ces autoassemblages. Parmi ces
composeés, quatorze inhibiteurs de kinases empéchent la phosphorylation de la forme
sauvage de TDP-43. Notre hypothese est qu'en présence d'inhibiteurs de kinases, la
forme sauvage de TDP-43 imite une hypo-phosphorylation de son domaine C-terminal.
Ce qui a pour effet d'augmenter l'interaction de la forme sauvage avec elle-méme et
I'interaction de la forme hyper-phosphorylée (18E) avec elle-méme sur les
microtubules, ce qui se traduit par une diminution du score d'autoassociation (R?) entre

la forme sauvage et la forme hyper-phosphorylée de TDP-43 (18E).
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Deux autres inhibiteurs de phosphatases ont été identifiés, si I'on suit cette
hypotheése, ils agiraient en empéchant la déphosphorylation de la forme sauvage de
TDP-43. Ce qui a pour effet de regrouper la forme sauvage de TDP-43 qui imite une
hyper-phosphorylation avec la forme hyper-phosphorylée de TDP-43 (18E) sur les
microtubules. En d'autres termes, deux protéines qui se ressemblent auraient tendance
a s'autoassocier entre elles. Cette observation se traduirait par une augmentation du
score d'autoassociation (R2) entre la forme sauvage et la forme hyper-phosphorylée
de TDP-43 (18E). Cependant, bien que notre essai soit spécifique a I'auto-association
de TDP-43 dépendant de I'état de phosphorylation de son domaine CTD, nous ne
sommes pas en mesure de déterminer si les inhibiteurs de kinases sélectionnés
modifient directement I'état de phosphorylation de TDP-43 ou régulent indirectement
son auto-association par un mécanisme indirect (par exemple en agissant sur |'activité
des protéines chaperonnes ou par les hélicases des ARN). Etant donné le large spectre
des protéines ciblées par ces inhibiteurs de kinases, la voie indirecte semble plus
plausible, méme si la voie directe n'est pas a exclure. Toutefois, il serait intéressant de
cartographier les sites phosphorylés par ces inhibiteurs de kinases (probablement de
facon indirecte), dans I'ensemble du domaine CTD de TDP-43. Pour cela, on pourrait
réaliser des analyses in vitro de protéomique par spectrométrie de masse afin
d'identifier les sites spécifiques sur la protéine TDP-43 qui sont ciblés indirectement
par les inhibiteurs de protéines kinases.

Aucune autre étude n'a encore établi de lien entre les 3 inhibiteurs de kinases
mentionnés précédemment et I'auto-association de TDP-43. Une étude intéressante
démontre que le knockdown de TDP-43 dans des astrocytes de rat active
spécifiquement une voie de signalisation impliquant la protéine kinase R (PKR), une
kinase activée par I'ARN double brin et connue pour jouer un réle clé dans la réponse
immunitaire innée (LaRocca et al., 2019). L'activation de la voie de la PKR entraine une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires et l'induction de
réponses inflammatoires dans les astrocytes. De plus, cette étude montre que

I'inhibition de la protéine PKR par le composé C16 dans les astrocytes bloque les effets
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pro-inflammatoires, résultats de I'inhibition de I'expression de TDP-43 dans les cellules
astrocytaires. Ces résultats soulignent le rOle potentiel de TDP-43 dans la régulation de
la réponse immunitaire innée dans les astrocytes. lls suggerent également que la
dysfonction ou I'accumulation anormale de TDP-43 observée dans les MND pourrait

contribuer a I'activation de la réponse immunitaire et a I'inflammation dans le cerveau.

En résumé, mes travaux de recherche offrent une perspective prometteuse pour la
recherche de médicaments ciblant les autoassemblages défectueux de la protéine TDP-
43 dans la SLA. Dans la section suivante, nous examinerons plus en détail les

perspectives liées a mon projet de these.
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Conclusion et perspectives

Mes travaux de these ont permis de démontrer la fiabilité de notre approche
automatisée pour le criblage et I'identification de composés capables de moduler les
autoassemblages de TDP-43 dans les cellules vivantes. L'une des principales
perspectives de ce travail de recherche repose sur l'identification de composés FDA
afin de moduler les autoassemblages de TDP-43, en présence de mutations
pathologiques associées a la SLA. Cette approche faisait partie de I'un des grands
objectifs de cette these mais il a d'abord fallu automatiser le systeme MTbench afin
qu'il soit adapté pour la premiere fois a des tests de criblage a haut débit de molécules
en utilisant le microscope HCS. Cette perspective de recherche est d'autant plus
intéressante compte tenu de I'orientation de la société 4P-Pharma vers l'identification
de thérapies modifiant les maladies non traitées avec des médicaments régénérés
(molécules de repositionnement). De plus, étudier limpact des mutations
pathologiques de TDP-43 associées a la SLA et essayer de les corriger avec des
molécules approuvées (FDA) permettrait de gagner un temps précieux pour la maladie.
Une fois que nous aurions identifié des molécules prometteuses, nous pourrions les
évaluer dans des modeles plus pertinents de la maladie comme des modéles in vivo de
SLA. Par exemple, divers modeles de souris transgéniques portant des mutations
connues retrouvées chez des patients atteints de SLA ont été développés pour la
recherche fondamentale ou translationnelle (Wegorzewska et al., 2011 ; Huang et al.,
2020). Ensuite, ces modeles animaux pourraient étre utilisés pour des études de preuve

de concept in vivo.

Durant mes travaux de these, j'ai produit une quarantaine de mutants: des
mutations dans les parties structurées de TDP-43 (principalement le domaine NTD et
RRM), des mutations pathologiques et des mutations phosphomimétiques. Les seuls

mutants qui ont eu un impact significatif sur I'autoassociation de TDP-43, sont les
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mutations qui imitent une hyper- ou une hypo-phosphorylation C-terminale de TDP-
43. En parallele de mes études sur les mutants phosphomimétiques, je suis parvenu a
identifier deux mutants pathologiques associés a la SLA (N267S et K263E) qui
impactent significativement le processus d'autoassociation de TDP-43. J'ai décidé de
vous montrer quelques résultats préliminaires ci-dessous qui ont été obtenus afin de
vous donner une idée de ce que nous pourrions mettre en place dans le futur afin de
corriger les mutations pathologiques SLA. Ces résultats feront probablement partie de

la continuité d'une nouvelle these dans le laboratoire.

Etudes préliminaires sur la caractérisation des mutants pathologiques N267S et
K263E associés a la SLA

Au cours de mes travaux de these, nous avons également eu l'opportunité
d'étudier deux mutants pathologiques de la protéine TDP-43 associés a la SLA, les
mutants K263E et N267S. Ces mutations sont localisées dans la région située entre le
domaine RRM2 et le domaine CTD de TDP-43. Dans le premier mutant, K263E, la lysine
(avec une charge positive) est substituée par un résidu glutamate (avec une charge
négative) qui pourrait mimer le groupement phosphate (d'une sérine phosphorylée).
Dans le deuxieme mutant N267S, I'asparagine (non chargée) est substituée en résidu
sérine qui pourrait étre a son tour potentiellement phosphorylée par une protéine
kinase. Dans le but de comprendre lI'impact de ces mutations dans le mécanisme
conduisant a I'agrégation de TDP-43, nous avons réalisé une analyse de la séparation
de phase liquide-liquide de ces mutants pathologiques en présence de la forme
normale de TDP-43 in cellulo, en utilisant le MT bench. Nos résultats ont montré une
diminution significative de |'auto-association des protéines mutantes avec la forme

normale de la protéine TDP-43 (Figure 30).
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Figure 30- Quantification de ['auto-association des protéines mutantes N267S et K263E avec la
protéine TDP-43 normale a l'aide du Microtubule bench dans les cellules Hela.
Nous avons étudié I'impact des mutations pathologiques N267S et K263E sur |'auto-association de TDP-
43. Un contréle négatif constitué du couple de protéines G3BP1 et TDP-43 (normales), ne se mélange
pas sur les microtubules. On observe une réduction significative de I'auto-association des protéines
mutantes lorsqu’elles sont en association avec la protéine TDP-43 normale sur les microtubules. Un effet
plus prononcé est obtenu pour le mutant K263E avec un R? d’environ 0.84.

Par la suite, nous avons entrepris une caractérisation biochimique et structurale
de TDP-43 portant sur ces mutations pathologiques. Nous avons tout d'abord produit
des fragments de TDP-43 formés des deux domaines RRM (RRM1-2) portant soit la
mutation K263E soit la mutation N267S. Ces protéines ont été produites sans
marquage (pour des études biochimiques) ou avec marquage isotopique ("°N) pour
des études structurales en utilisant la spectroscopie RMN. Des résultats préliminaires
montrent que les deux mutations pathologiques induisent des perturbations de
déplacements chimiques et des variations de largeur des pics RMN pour plusieurs
résidus localisés dans le domaine RRM1 (résidus 101-192) (Figure 31), loin du site de
la mutation (résidu 263 ou 267) notamment pour des résidus situés au niveau de la
boucle 4 du domaine RRM1, qui sont connus pour étre impliqués dans la coopérativité

comme cela a été précédemment démontré au laboratoire (Rengifo-Gonzalez et al,
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2021). Ces modifications spectrales suggerent des changements structuraux probables
induits par ces mutations. Il est important de noter que, par le biais de I'approche de
microcalorimétrie isotherme ITC, nous avons démontré que ces mutations n'altérent
pas l'interaction des fragments RRM1-2 avec un oligonucléotide court (GU)s. Des
formes plus longues de ces fragments comprenant également le domaine NTD ont été
produites au laboratoire. De plus, des études sur l'effet de ces mutations sur
I'agrégation et la formation des LLPS in vitro de la forme entiere de TDP-43 vont étre

entreprise au laboratoire.

RRM1-2_WT
RRM1-2_K263$
RRM1-2_WT + GU)6
RRM1-2_K263S +GU)6

G146

@/

T T
10.0 2.5

Figure 31- Comparaison des spectres RMN des fragments RRM1/2 normaux et mutés (portant la
mutation K263E) seuls ou en association avec l'ARN (GUs).

Superposition d'une partie des spectres RMN (HSQC "H/"°N) du fragment RRM1-2 de TDP-43 normale

seul (en bleu), du mutant K263E seul (en rose), de TDP-43 normale en présence de I'oligonucléotide

(GU)s (en noir) et celui de K263E en présence de I'oligonucléotide (GU)s. (en rouge). Les fleches indiquent

les perturbations des déplacements chimiques induites par la liaison a I'ARN du mutant pathologique.

D’apres : Laboratoire SABNP.

Ces travaux préliminaires ouvrent la voie a une meilleure compréhension des
effets de ces mutations pathologiques sur la structure et la fonction de TDP-43.
L'identification de changements structuraux induits par ces mutations dans le domaine
RRM1 suggere une possible altération de la coopérativité de TDP-43, ce qui pourrait
avoir des conséquences sur ses interactions cellulaires et son comportement agrégatif.
Des études supplémentaires, notamment sur I'ensemble de la protéine et I'impact de
ces mutations sur I'agrégation et la formation de compartiments liquides-liquides in

vitro, seront nécessaires pour approfondir notre compréhension de ces mécanismes.
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Concernant les autres pistes de réflexion, nous avons principalement étudié I'auto-
association de TDP-43 avec elle-méme, mais nous n'avons pas abordé son impact sur
les interactions avec ses partenaires protéiques. Une approche possible consisterait a
réaliser des analyses comparatives de pulldown de TDP-43 suivies d'une analyse
protéomique globale dans des cellules, en utilisant la forme normale de TDP-43 et ses
mutants phosphomimétiques. Cela nous permettrait d'évaluer directement I'effet de la
phosphorylation sur les réseaux d'interactions protéiques de TDP-43 dans la cellule.

D'autre part, dans nos études portant sur I'épissage de 'ARNm cible CFTR
contrdlé par TDP-43, nous avons observé un effet de la phosphorylation de TDP-43 sur
I'activité d'épissage de I'ARNm CFTR. Cela suggere que les variants hyper- ou hypo-
phosphomimeétiques de TDP-43 pourraient influencer la régulation de certains ARNm.
Etant donné que TDP-43 cible des milliers d’ARN, y compris des ARN spécifiques aux
neurones impliqués dans des troubles neurodégénératifs (Polymenidou et al., 2011 ;
Sephton et al., 2011 ; Tollervey et al.,, 2011), il serait pertinent de réaliser des approches
telles que des analyses transcriptomiques completes ou des études de CLIP pour mieux
comprendre l'impact de la phosphorylation sur la régulation des ARNm par TDP-43. ||
est également important de ne pas exclure la possibilité que d'autres aspects de la
biologie de TDP-43, tels que son auto-régulation, sa fonction dans la transcription ou
la traduction, soient influencés par la phosphorylation.

Dans mes travaux de thése, nous avons principalement porté notre attention sur le
domaine CTD de TDP-43 en raison de la présence de multiples sites (sérines, thréonines
et tyrosines) susceptibles d'étre phosphorylés de maniere anormale dans la SLA
(Hasegawa et al., 2008). Cependant, une autre question importante se pose : Qu'en est-
il des autres domaines de TDP-43 ? Des études récentes utilisant la spectrométrie de
masse pour analyser les résidus phosphorylés de TDP-43 via la caséine kinase-1 (CK1)
ont identifié des sites phosphorylés dans le domaine N-terminal (NTD) (Kametani et
al., 2009). Il a été démontré qu'une seule substitution phosphomimétique (S48E) dans
le domaine NTD de TDP-43 perturbe la dimérisation fonctionnelle médiée par le

domaine NTD globulaire et interrompt la formation de LLPS de TDP-43 (Wang et al,
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2018a). Cependant, nous ne connaissons pas encore les conditions dans lesquelles la
phosphorylation du résidu S48 se produit ni son implication dans la maladie. Par
conséquent, il est possible que d'autres sites potentiels dans le domaine NTD modulent
également la séparation de phase de TDP-43.

De maniere intéressante, certains de ces sites se trouvent dans la séquence de
localisation nucléaire (NLS) située dans le domaine NTD de TDP-43, tels que les résidus
T88 et S91/92 (Kametani et al.,, 2016 ; Nonaka et al., 2016). Ainsi, la phosphorylation de
ces sites pourrait affecter la liaison de I'lmportine o/, en introduisant des charges
négatives, ce qui pourrait avoir un impact sur la liaison des importines aux résidus
lysine/arginine chargés positivement dans la séquence NLS de TDP-43. Cette
interaction est importante pour le transport nucléocytoplasmique de TDP-43 et
pourrait donc étre perturbée par la phosphorylation de ces sites. Ces résultats
soulignent I'importance d'explorer davantage les autres domaines de TDP-43 et leurs
sites de phosphorylation potentiels pour mieux comprendre limpact de la
phosphorylation sur la fonction et la pathologie de TDP-43 dans la SLA. En plus de la
phosphorylation, d'autres modifications post-traductionnelles (MPT) ont été associées
aux maladies et il serait intéressant d'étudier leurs effets sur I'auto-association de TDP-
43. Par exemple, I'acétylation de la lysine 82 identifiée par une analyse en spectrométrie
de masse dans les tissus post-mortem de cerveaux de patients atteints de SLA (Wang
et al, 2017 ; Cohen et al., 2018), se situe également dans la séquence NLS de TDP-43
(Kametani et al., 2016). Cette MPT pourrait également affecter la liaison de TDP-43 aux
importines et ainsi altérer le processus LLPS. Il est important de noter que I'acétylation
dans les domaines RRM de TDP-43 (sur K136, K145 et K192) diminue la liaison a 'ARN
et perturbe la régulation des cibles ARN de TDP-43 (Cohen et al.,, 2018 ; Morato et al.,
2020). Une autre étude récente a révélé que l'acétylation et la perte de liaison a I'ARN
augmentent la propension de TDP-43 a s'agréger et entrainent la déplétion nucléaire
de TDP-43 normal en le séquestrant dans des assemblages pathologiques, contribuant

ainsi a la dysfonction et a I'agrégation de TDP-43 dans la SLA (Keating et al., 2023). Par
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conséquent, I'étude de |'acétylation des domaines RRM de TDP-43 représente une piste
d'étude intéressante.

D'autres MPT, telles que l'ubiquitination et la O-Glycosylation TDP-43 sont
également pathologiques (Tsoi et al, 2023). Cependant, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer le role potentiel de ces MPT dans le
processus d'auto-association et dans I'agrégation de TDP-43. Ces résultats suggérent
une interconnexion complexe entre différentes modifications qui pourraient contribuer
au développement des protéinopathies de TDP-43.

Il reste encore de nombreuses questions qui nécessitent des recherches
approfondies. Par exemple, il serait important de savoir quand et par quelle kinase
TDP-43 est hyper-phosphorylée chez les patients atteints de SLA. Comprendre si la
phosphorylation de TDP-43 entraine d'autres changements dans le processus des
modifications post-traductionnelles (MPT), telles que l'ubiquitination et la dégradation
de TDP-43, est essentiel. Des questions subsistent également concernant les autres
MPT des protéines de liaison a I'ARN dans les MND. Par exemple, est-ce que des
modifications telles que la PARylation, la O-glycosylation ou la SUMOylation se
produisent et jouent un rble dans I'évolution de la maladie ? Comment ces
modifications régulent-elles les fonctions physiologiques normales et le cycle de vie
des RBPs liées a ces maladies ? Enfin, il est important de déterminer si les changements
dans le paysage des MPT des protéines de liaison a I'ARN sont corrélés a des
changements plus étendus dans le protéome ou l'interactome des RBPs. Poursuivre ces
recherches approfondies permettra de mieux comprendre les mécanismes des
maladies neurodégénératives liées a TDP-43 et ouvrira la voie au développement de
stratégies thérapeutiques potentielles visant a moduler les MPT de TDP-43 et d'autres

RBPs dans le but de prévenir ou de traiter ces affections dévastatrices.

En conclusion, d'un point de vue scientifique, mes travaux contribuent a une
meilleure compréhension des mécanismes régulant la distribution subcellulaire de

TDP-43, et de son rble dans les maladies neurodégénératives, en éclairant les voies
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cellulaires potentiellement affectées dans ces pathologies. D'un point de vue industriel,
la méthode automatisée développée au cours de ma these permet I'identification de
molécules modulatrices de ['autoassemblage de TDP-43 et de sa localisation
subcellulaire et ouvre ainsi la voie au développement de thérapies potentielles pour
prévenir ou traiter les maladies neurodégénératives associées a TDP-43. Ces
découvertes pourraient également avoir un impact significatif dans le domaine de la
médecine personnalisée, en permettant le développement de traitements adaptés aux

patients présentant des mutations spécifiques de TDP-43.
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Résumé : L'agrégation des protéines est
une caractéristique de nombreux troubles
neurodégénératifs, y compris la sclérose
latérale amyotrophique (SLA). Cette maladie
se caractérise par I'accumulation
cytoplasmique de TAR DNA-binding protein
43 (TDP-43), une protéine de liaison a I'ARN,
dans les motoneurones des malades.
Malheureusement, il n'existe actuellement
aucun traitement curatif pour cette affection
dévastatrice. Dans cette étude, nous avons
développé une approche in cellulo
automatisée afin de quantifier
I'autoassemblage de TDP-43 dans le
cytoplasme en utilisant les microtubules des
cellules HeLa comme nanoplateformes.
Pour cela, nous avons combiné le
microscope a haut contenu (HCS) et la
technique du Microtubule Bench, déja
breveté par le laboratoire SABNP, afin de
reconstituer les autoassemblages
cytoplasmiques de TDP-43, en fonction de
I'état de phosphorylation de son domaine
C-terminal. Nous avons validé cette
approche automatisée en évaluant I'impact
de mutations phosphomimétiques sur
I'autoassociation de TDP-43. Nos résultats
ont permis de montrer que ['hyper-
phosphorylation C-terminale, favorise la
réduction des autoassemblages
cytoplasmiques ainsi que la diminution du
recrutement de TDP-43 dans les granules de

Un premier test de criblage a permis
d'identifier 16 molécules hits, dont 14
inhibiteurs de kinases qui réduisent les
autoassemblages  phospho-dépendants
de TDP-43, et 2 inhibiteurs de
phosphatases qui ont I'effet inverse. Nous
avons sélectionné 13 composés afin de
réaliser des tests de criblage in cellulo
supplémentaires sur des cellules Hela et

NSC-34. Nous avons obtenu une
corrélation claire entre l'effet des
composés sur les autoassemblages

cytoplasmiques de TDP-43 et sur le
transport nucléo-cytoplasmique de TDP-
43. En effet, nos résultats démontrent que
les inhibiteurs de kinases sélectionnés
régulent négativement les niveaux
nucléaires de la forme sauvage de TDP-43,
tandis que l'inverse est observé avec les
inhibiteurs de phosphatases sélectionnés.
Nos résultats ont également démontré
que les inhibiteurs de kinases perturbent
I'import nucléaire de la forme sauvage de
TDP-43, ce qui est également le cas pour
la forme hypo-phosphorylée de TDP-43 en
conditions non-traitée. Enfin, nous avons
constaté que la forme hypo-phosphorylée
de TDP-43 favorise les autoassemblages
cytoplasmiques de TDP-43 dans le
cytoplasme, ce qui pourrait expliquer
I'accumulation cytoplasmique et la perte
de l'importation nucléaire. En conclusion,
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stress (GS) en conditions de stress aigu de
type arsénite. En revanche, en conditions de
stress léger, le recrutement de TDP-43 dans
les GS est indépendant de la
phosphorylation. Nos expériences ont
permis de mettre en évidence pour la
premiere fois, un effet de [I'état de
phosphorylation  sur la  localisation
subcellulaire de TDP-43. La phosphorylation
de TDP-43 a tendance a retenir la protéine
dans le noyau tandis que [|'hypo-
phosphorylation favorise I'accumulation
cytoplasmique de TDP-43. Une fois les
phénotypes associés a la phosphorylation
identifiés, nous avons tentés de les corriger
avec des petites molécules. Pour cela, nous
avons mis au point une plateforme de
criblage, et cribler 134 composés issus d'une
librairie commerciale dont 98 inhibiteurs de
kinases et 36 inhibiteurs de phosphatases.

nos études suggerent que la réduction des
autoassemblages cytoplasmiques de TDP-
43, en modulant I'état de phosphorylation
de son domaine CTD, pourrait constituer
une stratégie prometteuse pour restaurer
la localisation nucléaire de TDP-43 dans la
SLA et dans d'autres protéinopathies
associées a TDP-43. Nos résultats ouvrent
de nouvelles perspectives de criblage a
haut débit afin d'identifier des composés
ciblant TDP-43 et son autoassemblage.
Cela contribuera au développement de
thérapies ciblées visant a atténuer les
manifestations pathologiques associées a
I'accumulation cytoplasmique de TDP-43.
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Abstract : Protein aggregation is a feature
of many neurodegenerative disorders,
including amyotrophic lateral sclerosis
(ALS). This disease is characterized by
cytoplasmic accumulation of TAR DNA-
binding protein 43 (TDP-43), an RNA-
binding protein, in patients’ motor neurons.
Unfortunately, there is no curative treatment
for this devastating condition. In this study,
we developed an automated in cellulo
approach to quantify TDP-43 self-assembly
in the cytoplasm using Hela cell
microtubules as nanoplatforms. To this end,
we combined the High Content Screening
Microscope (HCS) and the Microtubule
Bench technique, already patented by the
SABNP laboratory, to reconstitute the
cytoplasmic self-assemblies of TDP-43,
depending on the phosphorylation state of
its C-terminal domain. We validated this
automated approach by assessing the
impact of phosphomimetic mutations on
TDP-43 self-association. Our results showed
that C-terminal hyper-phosphorylation
promotes reduced cytoplasmic  self-
assembly and reduced recruitment of TDP-
43 to stress granules (GS) under conditions
of acute arsenite stress. In contrast, under
mild stress conditions, TDP-43 recruitment
to GS is independent of phosphorylation.
Our experiments revealed, for the first time,

A first screening test identified 16 hit
compounds, including 14 kinase inhibitors
that reduce TDP-43 phospho-dependent
self-assembly, and 2  phosphatase
inhibitors that have the opposite effect.
We selected 13 compounds for further in
cellulo screening in HeLa and NSC-34 cells.
We obtained a clear correlation between
the effect of the compounds on TDP-43
cytoplasmic self-assemblies and on TDP-
43 nucleocytoplasmic transport. Indeed,
our results demonstrate that selected
kinase inhibitors negatively regulate
nuclear levels of wild-type TDP-43, while
the opposite is observed with selected
phosphatase inhibitors. Our results also
demonstrated that kinase inhibitors
disrupt the nuclear import of the wild-type
form of TDP-43, which is also the case for
the hypo-phosphorylated form of TDP-43
under untreated conditions. Finally, we
found that the hypo-phosphorylated form
of TDP-43 promotes cytoplasmic self-
assemblies of TDP-43 in the cytoplasm,
which could explain the cytoplasmic
accumulation and loss of nuclear import.
In conclusion, our studies suggest that
reducing TDP-43  cytoplasmic  self-
assemblies, by modulating the
phosphorylation state of its CTD domain,
could be a promising strategy to restore
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the presence of a phosphorylation status on
the subcellular localization of TDP-43.
Phosphorylation of TDP-43 tends to retain
the protein in the nucleus, while hypo-
phosphorylation  promotes cytoplasmic
accumulation of TDP-43. Once we had
identified the phenotypes associated with
phosphorylation, we attempted to correct
them with small molecules. To this end, we
developed a screening platform and
screened 134 compounds from a
commercial library, including 98 kinase
inhibitors and 36 phosphatase inhibitors.

TDP-43 nuclear localization in ALS and
other TDP-43-associated proteinopathies.
Our results open new prospects for high-
throughput  screening to identify
compounds targeting TDP-43 and its self-
assembly. This will contribute to the
development of targeted therapies aimed
at alleviating the pathological
manifestations associated with
cytoplasmic accumulation of TDP-43.
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