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Résumeé

Mots clés: Démences Frontotemporales — Sclérose Latérale Amyotrophique —

Microglie — Inflammasome NLRP3 — Autophagie — Lysosomes

Les démences frontotemporales (DFT) et la sclérose latérale amyotrophique (SLA)
sont deux maladies neurodégénératives faisant partie d'un méme spectre clinique,
génétique et neuropathologique. Cependant, les voies biologiques communes
contribuant a la pathogénése sont peu identifiées. C’est dans cet objectif, que nous
nous sommes intéressés aux mécanismes d’activation microgliale dans les DFTs et
dans les formes mixtes de DFT-SLA. Des modeles murins reproduisant les pertes
d’expression de GRN et C9ORF72, génes qui sont mutés dans les formes familiales
de DFT et DFT-SLA, développent des phénotypes immunitaires. Par ailleurs, grace
aux nouvelles technologies TEP-SCAN, la participation précoce de la
neuroinflammation a la pathogénése des DFT/SLA est de plus en plus admise.

Ainsi, deux axes d’étude principaux ont composé cette thése : 1/ La protéine TDP-43,
qui forme les inclusions majoritaires des DFT-SLA, est-elle capable d’activer les
cellules microgliales ? Par quels mécanismes ? 2/ La perte de fonction des protéines
CI90RF72 et PGRN a-t-elle des conséquences sur la réactivité microgliale en
présence de TDP-43 ?

Par l'utilisation de modéles in vitro de cultures primaires microgliales nous montrons
gue la protéine TDP-43 active la voie non canonique microgliale de l'inflammasome
NLRP3. Cette activation se produit suite a I'intéraction de TDP-43 avec les récepteurs
TLR2/4, et a son internalisation dans les cellules microgliales. Les cellules microgliales
murines déficientes C9orf727/- et GrnR493X/R493X gont hyper-réactives vis-a-vis d’une
stimulation par TDP-43. Cet effet est reproduit dans un modeéle « MDMi » de cellules
microgliales dérivées de monocytes de patients DFT porteurs de mutation GRN ou
C90RF72. Enfin, nous montrons que cet effet peut étre lié aux fonctions des protéines
PGRN et C90RF72 nécessaires au bon fonctionnement de la boucle de rétrocontrdle
de l'activité de I'inflammasome par la voie autophagique.

Nos données mettent en évidence une voie commune de neuroinflammation dans les
DFTs et la SLA, et ouvrent de nouvelles pistes sur les processus neurodégénératifs

de ces maladies.



Abstract

Keywords: Frontotemporal Dementia — Amyotrophic Lateral Sclerosis — Microglia —

NLRP3 Inflammasome — autophagy — lysosomes

Frontotemporal Dementia (FTD) and Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) are two
neurodegenerative diseases from the same clinical, genetic and neuropathological
spectrum. However, common biological pathways contributing to pathogenesis remain
to be properly characterized. In this context, we examined the microglial activation
mechanisms in FTD and mixed forms of FTD-ALS. Murine models mimicking GRN and
C90RF72 loss of expression, genes that are mutated in familial forms of FTD and FTD-
ALS, develop immune phenotypes. TEP-SCAN studies in patients have led to the
increasing recognition of the early involvement of neuroinflammation in FTD/ALS
pathogenesis.

Thus, this thesis was composed by two main lines of study: 1/ Is the TDP-43 protein,
which is the main component of inclusions in FTD-ALS, capable of activating microglial
cells? By which mechanisms? 2/ Does C9ORF72 and PGRN loss of function have
consequences on microglial reactivity to TDP-43?

Using in vitro models of primary microglial cultures, we show that TDP-43 activates the
noncanonical NLRP3 inflammasome microglial pathways. This activation occurs
following the interaction of TDP-43 with TLR2/4, and its internalization in microglial
cells. C9orf727 et GrnR493X/R493X deficient murine microglial cells are hyper-reactive to
TDP-43 stimulation. This effect was also observed in an "MDMi" model consisting in
microglia-like cells derived from FTD patients’ monocytes. These patients are GRN or
C90RF72 mutation carriers. Finally, we show that this effect may depend on the
functions of PGRN and CO9ORF72 which appear essential to the dynamics of the
inflammasome-autophagy negative feedback loop regulating the activity of the
inflammasome.

Our data highlight a common pathway of neuroinflammation in FTD and ALS and open

new insights into the neurodegenerative processes of these diseases.
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ABBREVIATIONS

DFT
DLFT
SLA
IL-18
TNF-a
SNC
MA
ROS
BDNF
PRR
TLR
NLR
RLR
PAMP
DAMP
LCR
IGF-1
IL-4
IL-6
IL-13
LPS
NO
NF-kB
C/EPB
PI3K
mTOR
MAPK
JAK
STAT
CMH I
CD86
CPA
BHE
CD4/CD8
IFN-y
TEP
DFTvc
APPvnf
APP-vs
APP-vI
GWAS
HLA
TDP-43
C90ORF72
PSP

Démences Frontotemporales

Dégénérescences Lobaires Frontotemporales
Sclérose Latérale Amyotrophique

Interleukin-13

Tumor Necrosis Factor-a

Systéme Nerveux central

Maladie d’Alzheimer

Reactive oxygen species

Brain Derived Neurotrophic Factor

Pattern Recognition Receptor

Toll like receptor

Nucleotide-binding oligomerization domains like receptor
Retinoic acid-inducible gene-I Like receptors,
Pathogen Associated Molecular Pattern

Danger Associated Molecular Pattern

Liquide Céphalo Rachidien

Insulin-like growth factor-1

Interleukin-4

Interleukin-6

Interleukin-13

Lipopolysaccharide

Nitric Oxid

Nuclear factor-kappa B

CCAAT-enhancer-binding proteins

Phosphoinositide 3-kinase

mechanistic Target Of Rapamycin

Mitogen-activated protein kinases

Janus kinase

Signal Transducers and Activators of Transcription
Complexe majeur d’histocompatibilité Il

Cluster of Differentiation 86

Cellule Présentatrice d’antigéne

Barriere Hémato Encéphalique

Cluster of differentiation 4 / 8

Interféron-y

tomographie par émission de positons

variant comportemental des démences frontotemporales
variant non fluent des aphasies primaires progressives
variant sémantique des aphasies primaires progressives
variant logopénique des aphasies primaires progressives
Genome-Wide Association Studies

Human Leucocyte Antigen

Transactive response DNA binding protein
Chromosome 9 Open Reading Frame 72

Paralysie supranucléaire progressive
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SCB
Tau
MAPT
UPS
FUS
FET
GRN
PGRN
ARN
ADN
RRM1
SOD1
Ccsl
cox1l7
Atxl
VCP
CHMP2B
TARDBP
TBK1
SQSTM1
3R /4R
DFTP-17
17

CLN
MMP
DPR
RAN
Poly-GA
Poly-GP
Poly GR
Poly PA
Poly PR
ITM2B
TBP
TREM2
ESCRT-III
OPTN
RE-Golgi
NLS
NES
PSD-95
SynGAP
BiolD
MVB
EAAT2
CD11b
Clqg

NFT
PHF
NMDA

Syndrome Corticobasal

Tubulin associated unit

Microtubule Associated Protein Tau
Ubiquitin Proteasome System

Fused in sarcoma

FUS/TLS, EWS et TAF 15 family

Granulin

Progranuline

Acide ribonucléique

Acide Desoxyribonucleique
Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit
Superoxide Dismutase 1

Superoxide dismutase 1 copper chaperone
Cytochrome C Oxidase Copper Chaperone COX17
Antioxidant Proteinl

Valosin Containing Protein.

Charged multivesicular body protein 2b
TAR DNA binding protein

TANK-binding kinase 1,

Sequestosome 1

3 repeat / 4 repeat

Démence Frontotemporale et parkinsonisme lié au chromosome

Lipofuscinose Céroide Neuronale
Matrix Metalloproteases

Dipeptides Répétés

Repeat-associated non-ATG translation
Poly-glycine-alanine
Poly-glycine-proline
Poly-glycine-arginine
Poly-proline-alanine
Poly-proline-arginine

Integral membrane protein 2B
TATAbox Binding Protein

Triggering receptor expressed on myeloid cells 2
Endosomal sorting complex required for transport 11|
Optineurin

Réticulum endoplasmique-Golgi
Nuclear Localization Signal

Nuclear Export Signal

Post-synaptic density protein 95
Synaptic Ras GTPase-activating protein
proximity-dependent biotin identification
Multivesicular Bodies

Excitatory amino acid transporter 2
Cluster of differentiation molecule 11b
Complement component 1q
Neurofibrillary Tangle

Paired Helical Filaments
N-Methyl-D-Aspartate
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PSD-95 Postsynaptic Density protein 95

LTD Long-term depression

VGLUT vesicular Glutamate transporter

GLT-1 Glutamate transporter-1

GFAP Glial fibrillary acidic protein

A2AR Récepteurs a 'adénosine A2A

DENN Differentially expressed in nhormal and neoplastic cells
GEF Guanine nucleotide exchange factor

WDR41 WD Repeat Domain 41

ULK1 Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1

LC3-II light chain 3-II

IPSc Induced Pluripotent Stem cells

AAV Adeno-Associated Virus

BAC Bacterial Artificial Cloning

TSG101 Tumor susceptibility gene 101

CD63 Cluster of Differentiation 63

CTSD Cathepsine D

GCase Glucocerebrosidase

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1

TNFR Tumor Necrosis Factor Receptor

Foxp3 Forkhead box P3

ERAD Endoplasmic reticulum associated degradation
VAPB Vesicle-associated membrane protein-associated protein B
hnRNP Heterogeneous nuclear Ribonucleoproteins

RGG Arginine-glycine-glycine

KH lysine Homology

LCD Low Complexity sequence Domains

PrP Protéine Prion

TFEB Transcription factor EB

NLRP3 NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
NLRP2 NOD-like receptor family, pyrin domain containing 2
NLRC4 NLR family CARD domain-containing protein 4
AIM2 Absent in Melanoma 2

ASC Adapter protein apoptosis associated speck-like protein
containing a CARD

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

MDMI Monocyte Derived Microglia induced

NADH Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydride

ND3 NADH ubiquinone oxidoreductase core subunit 3
ND6 NADH ubiquinone oxidoreductase core subunit 6
VDAC1 Voltage-gated anion channel 1

PHB2 Prohibitin 2

MFN2 Mitofusin 2

CDC-7 Cell Division Cycle Kinase
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Avant-propos

La démence désigne «un déclin des aptitudes mentales assez grave pour

interférer avec la vie quotidienne » (https://www.alz.org/fr/quest-ce-que-la-demence.asp).

Dans le monde, 50 millions de personnes sont atteintes de démence et il apparait pres

de 10 milions de nouveaux cas chague année (https:/www.who.int/fr/news-room/fact-

sheets/detail/dementia#:~:text=0On%20compte%2050%20millions%20de,60%2D70%25%20des%20cas.).
La maladie d’Alzheimer représente 60 a 80 % des cas de démence, suivi par les

Démences vasculaires (qui surviennent suite a un accident vasculaire cérébral), les
démences a corps de Lewy, et les démences fronto-temporales (DFTS).

Le manque de traitements curatifs justifie d’'un intérét majeur pour I'étude des
mécanismes physiopathologiques conduisant a la mise en place de ces pathologies.
Des pistes concernant une composante neuroinflammatoire dans les démences
dégénératives laissent envisager que l'immunité innée pourrait étre une cible
thérapeutique.

Dans ce manuscrit, je commencerai par introduire les concepts neuro-immunitaires.
Je donnerai quelques pistes concernant la présence d’une neuroinflammation chez les
patients présentant une maladie neurodégénérative. Je citerai pour exemple la
maladie d’Alzheimer puis traiterai spécifiquement des Démences Frontotemporales
puisqu’il s’agit de la pathologie que nous étudions au laboratoire.

Je présenterai le continuum « Démences Frontotemporales » et « Sclérose Latérale
Amyotrophique (SLA) » en développant les observations cliniques,
neuropathologiques puis génétiques. J'utiliserai a ce propos le terme DFT pour
'ensemble des formes cliniques de la pathologie, et DLFT pour les formes
neuropathologiques. Aprés avoir introduit les géenes ou protéines majoritaires
associées aux DFTs et SLA, j'explorerai quelques hypothéses quant a leur contribution
a la neuropathogéneése. J'introduirai alors notre hypothése suggérant un mécanisme
neuroinflammatoire commun aux DFTS/SLA puis présenterai les résultats obtenus au

cours de cette these pour les discuter dans une derniére partie.
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. INTRODUCTION

A.Geénéralités sur pathologies neurodégéneratives et
neuroinflammation

1. Définition de Pinflammation

L’inflammation est un processus immunologique mis en place par tous les animaux et
qui constitue la premiére ligne de défense de I'organisme en réponse a une infection
ou a un stress impliquant entre autres, le recrutement de cellules immunitaires. On
trouve la premiére trace de caractérisation des manifestations de I'inflammation dans
les écrits d’Aulus Cornelius Celsus, un auteur encyclopédiste romain ayant vécu de -
29 avant J-C. a 37 apres J.-C. Cette description initiale,
rubor (rougeur), calor (chaleur), tumor (gonflement), dolor (douleur), a été complétée
en 1858 par Rudolf Virchow, un médecin pathologiste allemand qui y a ajouté functio
laesa (impotence fonctionnelle). Lors d’une agression (d’origine externe ou interne),
'inflammation correspond a I'ensemble des mécanismes réactionnels de défense par
lesquels l'organisme reconnait, détruit et élimine les éléments perturbateurs
(pathogenes, particules toxiques, tumeurs, etc) a I'origine de I'agression. La réponse
immunitaire est régulée par des molécules “signal”’ appelées cytokines, dont
l'interleukine-1p (1-1B) est un membre central (Ren and Torres 2009). Les fonctions
immunitaires innées offrent une protection efficace contre beaucoup d’organismes
infectieux et ménent a la reconstitution de ’homéostasie tissulaire aprés traumatisme
(Ren and Torres 2009; Rathinam and Chan 2018). Cependant, une activation
chronique des mécanismes immunitaires ou une inflammation excessive peuvent,
dans certains cas, exacerber les dommages tissulaires et contribuer a la mise en place

et/ou au renforcement de I'état pathologique de I'organisme (L. Chen et al. 2018).

2. Immunité et cerveau

Durant des décennies, le cerveau a été considéré comme un organe immunitairement
privilégié, séparé du reste de I'organisme par la barriere hémato-encéphalique (BHE)

(Daneman 2012). Elle se compose de cellules endothéliales, de péricytes et
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d’astrocytes qui entourent les vaisseaux sanguins (Daneman and Prat 2015). Elle
forme ainsi un premier rempart contre I'invasion des pathogénes (Miller et al. 2012)
(Figure 1).

Figure 1. Représentation de la BHE. D’apres (Abbott, Ronnback, and Hansson 2006). La BHE est composée de
cellules endothéliales se joignant par jonctions serrées, de péricytes et d’astrocytes qui entourent le vaisseau
sanguin. Les cellules microgliales sont présentes dans le parenchyme cérébral.

Dans le cerveau, les cellules microgliales forment une seconde barriere de défense
contre les molécules infectieuses. Elles expriment des récepteurs de reconnaissance
aux pathogénes (PRR ou « pattern recognition receptor ») qui peuvent déclencher des
voies de signalisation inflammatoires apres activation (Olson and Miller 2004;
Takeuchi et al. 1999; R. B. Yang et al. 1998; Kielian, Mayes, and Kielian 2002). Ces
PRRs sont capables de détecter les molécules microbiennes, appelées motifs
moléculaires associés aux agents pathogenes (PAMP), qui s'accumulent
généralement dans les tissus infectés. Ces PRRs comprennent les TLRs (Toll like
receptors), les NLRs (nucleotide-binding oligomerization domains like receptor) et
RLRs (RIG like receptor) (Koval'’chuk, Khoreva, and Nikonova 2011; Ransohoff and
Perry 2009; Ransohoff and Brown 2012). En outre, il est prouvé que les ligands des
PRRs dérivés de I'hote, appelés motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP),
peuvent étre trouvés sous la forme de protéines mal repliées, de peptides agrégés ou
d'acides nucléiques mal localisés dans les cerveaux de patients présentant une
maladie neurodégénérative (Heneka, Kummer, and Latz 2014). C’est I'un des aspects
auquel nous nous sommes intéressés au cours de cette thése et sur lequel je

reviendrai dans ce manuscrit. Ces cellules immunitaires innées présentes dans le SNC
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vont combattre les infections mais également veiller au bon maintien de ’lhoméostasie
cérébrale (Harry 2013; Presta et al. 2018). Les astrocytes bien que n’étant pas a
proprement parler des cellules immunitaires, jouent un réle important : il existe en effet
de fortes présomptions quant a leurs capacités a seécréter des cytokines pro-
inflammatoires mais aussi a incarner le réle de cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) (Constantinescu et al. 2005; Claycomb et al. 2013). Cependant, dans le cadre
de cette thése, nous nous sommes uniquement intéressés a la population microgliale.
L’aspect astrocytaire de la réponse inflammatoire ne sera donc pas abordé dans le
manuscrit.

Les mécanismes de surveillance immunitaire cérébrale pourraient étre bien plus
complexes puisque de nouvelles études montrent qu’un drainage lymphatique
fonctionnel existerait dans le cerveau. Ce systeme circulatoire a été mis en évidence
entre le liquide céphalo rachidien (LCR), le parenchyme cérébral et les vaisseaux
lymphatiques (Louveau et al. 2018; 2015; B. L. Sun et al. 2018). Le drainage
lymphatique cérébral contribue a maintenir I'équilibre hydrique et ionique du liquide
interstitiel, & éliminer les déchets et a réabsorber les solutés macromoléculaires
(Louveau et al. 2018; 2015; B. L. Sun et al. 2018). Une deuxieme fonction
physiologique comprendrait la communication du SNC avec le systeme immunitaire.
L'altération et le dysfonctionnement du systeme lymphatique cérébral joue un rble
crucial dans les modifications des fonctions cérébrales liées a I'age et dans la
pathogenése des maladies  neurovasculaires, neurodégénératives et

neuroinflammatoires (B. L. Sun et al. 2018).

3. Systeme immunitaire et Inflammation dans le SNC :
balance bénéficelrisque

a) La microglie en contexte physiologique : effet bénéfique pour
le SNC

Les populations de macrophages du SNC comprennent la microglie, les macrophages
périvasculaires, les macrophages méningés et les macrophages du plexus choroide,
bien que les cellules microgliales soient les seules cellules myéloides résidant dans le

parenchyme du SNC sain (Herz et al. 2017).
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Les cellules gliales ont été décrites pour la premiére fois par Virchow, en 1856, sous
le nom de "nevernkitt", qui signifie colle nerveuse, traduite plus tard par "névroglies"
(Virchow R. 1856). Cette population cellulaire correspondait en réalité & la population
macrogliale, qui comprend des astrocytes et des oligodendrocytes (Rio-Hortega D.
1939). C’est Santiago Ramon y Cajal qui a d’abord identifié une autre catégorie de
cellules, correspondant aux cellules microgliales, qu’il baptisa le "troisieme élément du
systeme nerveux", pour les différencier davantage des neurones et des névroglies
(Ramén y Cajal 1913). Il a déclaré qu'elles étaient probablement d'origine
mésodermique. Enfin, Del Rio-Hortega, étudiant de Ramon y Cajal, a introduit le terme
“cellule microgliale" pour décrire le troisieme élément non neuronal, non astrocytaire

et distinct des oligodendrocytes (Rio-Hortega D. 1939) (Figure 2).

Figure 2. D’aprés (De Castro et al. 2015) Nature du “Troisieme élément”. Dessin de la neuroglie appelée « 3¢
élément » par Cajal apres coloration des cellules au chlorure d’or. Dessins de microglie et oligodendrocytes par
Rio-Hortega apres observation des cellules par coloration au carbonate d’argent.

Jusque dans les années 1990, l'origine ectodermique ou mésodermique de la
microglie a été débattue (Ginhoux and Prinz 2015). L’hypothése d’une origine
mésodermique formulée premiérement par Del Rio Hortega a ensuite été confirmée
(Hao, Richardson, and Fedoroff 1991; Fedoroff, Zhai, and Novak 1997; De Groot et al.
1992; Rezaie and Male 2002).
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Il est communément admis que les cellules microgliales sont dérivées des précurseurs
de macrophages mésodermiques issus du sac vitellin embryonnaire avant la
vasculogénése (Alliot, Godin, and Pessac 1999; Ginhoux et al. 2010; Mosser et al.
2017). Ces cellules colonisent le SNC durant le développement embryonnaire a E8,5
chez la souris (Figure 3). L'ontogenese microgliale implique ensuite la prolifération des
cellules intraparenchymateuses et leur différenciation (Alliot, Godin, and Pessac 1999;

Cuadros and Navascués 2001).

Figure 3. Colonisation du SNC par les microglies au cours du développement chez la souris. Les précurseurs
microgliaux proviennent du sac vitellin et colonisent le SNC a E8,5. La distribution homogéne des cellules au sein
de la couche IV du cortex prend place lors de la seconde semaine post-natale. D’apres (Mosser et al. 2017).

CP : Cortical Plate ; M : Meninges ; NCx : Neocortex ; V : ventricle.

Contrairement aux monocytes, qui sont constamment renouvelés a partir de cellules
souches hématopoiétiques de la moelle osseuse tout au long de la vie, les cellules
microgliales résidentes du cerveau adulte sain persistent a lI'age adulte grace a un
auto-renouvelement constant (Kierdorf et al. 2013). Ces cellules ont des capacités de
prolifération élevées (Réu et al. 2017). Toutefois, la composition de la population
microgliale adulte reste un sujet controversé puisqu’elle pourrait soit dépendre
uniquement des cellules dérivées de progéniteurs embryonnaires soit intégrer aussi
des monocytes sanguins circulants infiltrés et différenciés en microglies (Ginhoux and
Garel 2018).

Les cellules microgliales constituent 10% de la population gliale totale (Luo and Chen

2012). Cette proportion peut varier d’une aire cérébrale a I'autre (Lawson et al. 1990).
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L’étude des cellules microgliales a été orientée principalement sur Il'aspect
pathologique de ces cellules, c’est-a-dire, I'inflammation non contrblée et négative
pour I'organisme dont elles peuvent étre responsables en contexte de sur-activation
chronique. Depuis quelgues années il a été montré également que la microglie a des
réles physiologiques nécessaires au bon fonctionnement du cerveau (Lannes et al.
2017).

En effet, la surface des cellules microgliales est pourvue de nombreux transporteurs,
canaux et récepteurs. Il s'agit notamment de récepteurs pour les neurotransmetteurs,
les neurohormones, les neuromodulateurs, les cytokines et les chimiokines, ainsi que
les PRR. Au cours de la synaptogénése embryonnaire, la microglie participe a la
formation de synapses entre les neurones en sécrétant des hormones de croissance
et des thrombospondines (Rigato et al. 2011). Les cellules microgliales utilisent leurs
prolongements pour rechercher en permanence les synapses dysfonctionnelles,
gu'elles sont capables d'éliminer par phagocytose (Tremblay, Lowery, and Majewska
2010; Wake et al. 2009). L'activité synaptigue est également influencée par la
sécrétion microgliale du facteur neurotrophigue (BDNF), une molécule cruciale pour la
formation de synapses dépendantes de l'apprentissage (Parkhurst et al. 2013). Cette
étude de Parkhurst et al (Parkhurst et al. 2013) a d’ailleurs démonté que dépléter un
cortex murin de la microglie induisait des défauts considérables d’apprentissage et de
mémorisation. Il est possible que d'autres molécules sécrétées par les cellules
microgliales participent au remodelage des synapses et a la modulation du réseau
neuronal. Les cellules microgliales sont capables d'influencer la neurogénése adulte
dans le cerveau (Vukovic et al. 2012). Par exemple, grace a leurs fonctions de
phagocytes, elles éliminent des neurones apoptotiques. Elles participent également a
la migration des interneurones, et par l'intermédiaire de sécrétion de facteurs de
croissance comme I'lGF-1(Insulin-like growth factor-1) a la survie neuronale (Figure
4).
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Figure 4. Fonctions microgliales au cours du développement du CNS. D’apres (Mosser et al. 2017). Implication de
la microglie dans des mécanismes de phagocytose des neurones apoptotiques (A), d’élagage synaptique (B), de
formation des synapses (C), de survie neuronale (D), de modulation synaptique (E), de migration des interneurones

(F).

En fonction de leur localisation, les cellules microgliales acquiérent un phénotype
compact ou ramifié (Lawson et al. 1990). Le phénotype ramifié est caractérisé par la
présence d’'un grand nombre de processus en mouvement constant qui facilitent
I'interaction des microglies avec les vaisseaux sanguins, les neurones et les astrocytes
voisins. Ces interactions sont importantes pour le maintien du tissu cérébral et la

plasticité neuronale comme précédemment évoqué (Parkhurst et al. 2013; Schafer et
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al. 2012). La motilité de leurs prolongements leurs conferent une sensibilité accrue aux
modifications environnementales (par exemple, perturbation de 'homéostasie).

L’activation des cellules microgliales s’accompagne d’'un changement de morphologie,
de phénotype et de fonction (Nayak, Roth, and McGavern 2014) (Figure 5). En
réponse a linvasion de virus, de bactéries ou a une Iésion du SNC, les cellules
microgliales présentent un raccourcissement des processus cellulaires et un
élargissement de leur soma (parfois appelé phénotype "amiboide"). Ce phénotype leur

permet de mettre en place leur fonction phagocytaire (Town, Nikolic, and Tan 2005).

Figure 5. lllustration des morphologies microgliales observables en fonction de I'age ou en contexte pathologique.
Des coupes de cerveaux post-mortem ont été utilisées pour mettre en évidence les microglies par marquage Ibal.
Les images de A a C ont été obtenues chez un sujet 4gé mais sain tandis que l'image D provient d’un patient
Alzheimer. A. Les cellules sont ramifiées avec un petit corps cellulaire rond et de longues ramifications. B. Les
microglies sont réactives, le corps cellulaire est important et les prolongements plus petits. C. Les microglies sont
amoeboides avec un corps cellulaire imposant et une absence de ramification. D. Les microglies entourent des
plaques amyloides. Barre d’échelle = 50um. D’apres (Franco-Bocanegra et al. 2019).

D’'une fagon générale, une cellule microgliale en condition anti-inflammatoire va
débarrasser son environnement des débris environnants par phagocytose et secrétera
des cytokines anti-inflammatoires comme [I'lL-4 (Interleukin-4) et des facteurs de
croissance comme le BDNF (Brain derived neurotrophic factor) (Jingiang Zhang et al.
2020). Une microglie activée en état pro-inflammatoire secretera plutét des espéces
réactives a I'oxygéne (ROS) et des cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-18, IL-6
ou le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), initiant alors une réponse immuno-vasculaire,
dans le but de protéger le SNC et de combattre une infection. (H. Neumann, Kotter,
and Franklin 2009; Kaushal and Schlichter 2008). La microglie contribue a la
maintenance de I'homéostasie des tissus par ses capacités de surveillance de
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'environnement et de phagocytose des débris (Nayak, Roth, and McGavern 2014;
Mosser et al. 2017).

b) La microglie en contexte pathologique

La réaction pro-inflammatoire est une réaction positive de défense et de protection de
I'organisme, qui s’atténue une fois I'épisode passé. Toutefois, il est possible que cette
régulation n’ait pas lieu et qu’'une activation chronique se mette en place, menant a la

destruction des tissus (Blasko et al. 2004a).

i.  Activation microgliale et impact neuronal

Les conséquences de l'activation microgliale sur les cellules neuronales, sont multiples
et pas totalement comprises. L’utilisation du lipopolysaccharide bactérien (LPS),
composant de la membrane bactérienne des gram-négatives, comme stimulus a
permis de mieux comprendre les réponses inflammatoires microgliales induites en
contexte pathologique (V. H. Perry and Andersson 1992; X. Wang et al. 2016; Lund et
al. 2006; Hoogland et al. 2015).

L’activation microgliale peut premiérement induire des dérégulations fonctionnelles
neuronales. En effet, la libération prolongée de médiateurs pro-inflammatoires est
impliquée dans la suppression du transport axonal et de la neurogéneése adulte (Monje,
Toda, and Palmer 2003). Les cellules microgliales activées sont caractérisées par la
rétraction de leurs processus, qui est un changement phénotypique pouvant étre
corrélé a une altération de la capacité a remodeler les synapses. Cet effet, ainsi que
les effets suppressifs des cytokines et du NO (monoxyde d’azote), peuvent contribuer
a l'altération de la plasticité synaptique. De plus, la neuroinflammation limite I'apport
de facteurs neurotrophiques aux cellules gliales et neuronales (Nagatsu and Sawada
2005). La neuroinflammation peut aussi affecter les processus physiologiques, comme
'autophagie, importante pour le recyclage des protéines intraneuronales (Alirezaei et
al. 2008). L’inflammation induite par les cellules microgliales peut non seulement
affecter les neurones, mais aussi provoquer des effets de rétroaction néfastes sur les

microglies. Par exemple, il a été démontré qu'une exposition prolongée au LPS limite
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la phagocytose microgliale des protéines mal repliées et agrégées associées comme
DAMPS (Koenigsknecht-Talboo and Landreth 2005; Qiao, Cummins, and Paul 2001).
Les cellules microgliales activées de maniére chronique peuvent également entrainer
la mort des neurones adjacents en sécrétant des molécules hautement toxiques tels
gue des especes réactives de l'oxygéne (ROS), du NO (Boje and Arora 1992;
Simmons and Murphy 1992; Meda et al. 1995), des cytokines inflammatoires, des
enzymes protéolytiques ou des facteurs du complément (J. Rogers et al. 2002).
L'activation du systeme du complément conduit a la fixation d’anaphylatoxines et
d’opsonines sur les membranes neuronales, entrainant leur phagocytose (Bradt, Kolb,
and Cooper 1998; Klos et al. 2009). Les cytokines telles que le TNF-a, I'lL-13 et I'lL-6
peuvent étre directement cytotoxiques lorsqu'elles sont produites de maniéere

chronique a des concentrations élevées (Jeohn et al. 1998).

ii.  Profils d’activation microgliale

Des modeéles d’activation in vitro ou in vivo de la microglie ont permis de mettre en
évidence différentes voies de signalisation inflammatoires faisant intervenir un panel
de facteurs de transcription et d’autres molécules allant de NF-kB, C/EBP, Fos/ Jun,
(Sweet and Hume 1996), aux voies phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K)/protein kinase
B, (Akt)mammalian target of rapamycin (mTOR), p38/MAPK (Y. He et al. 2018) et
JAK/STAT3 (Guo et al. 2017; Akhmetzyanova et al. 2019) ; tout cela mettant en

lumiére la complexité phénotypique inflammatoire de la microglie.

Afin de structurer la complexité de l'activation microgliale, une premiere tentative de
classification M1-M2 a été appliquée aux états d'activation de la microglie
(Akhmetzyanova et al. 2019; Satoh 2018). Le phénotype M1 est caractérisé par la
production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1[3, et IL-6), de chimiokines, et
d'espéeces réactives de I'oxygene conduisant & une réponse immunitaire aigué. Le
phénotype M2 est caractérise par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et
IL-13) et facilite I'élimination des débris, la cicatrisation des plaies et le rétablissement
de I'noméostasie des tissus cérébraux (J. D. Cherry, Olschowka, and O’Banion 2014;
Murray et al. 2014)(Figure 6).
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Figure 6. Représentation des états d'activation microgliale dits phénotypes M1 et M2. D’apres (Heneka, Kummer,
and Latz 2014).

Il a été supposé que les cellules microgliales réagissaient a un stimulus par un
phénotype M1 pour traiter la pathologie et les dommages, puis passaient a un
phénotype M2 afin de réparer les tissus (Colton 2009). Une compréhension plus
détaillée a permis d'accepter que les états d'activation microgliale sont plus divers et
gu'il existe des intermédiaires entre les phénotypes M1 et M2 (J. D. Cherry,
Olschowka, and O’Banion 2014). Les études de transcriptomigue ont réfuté I'existence
des états de polarisation M1-M2 mutuellement exclusifs. En effet, les genes associés
a M1-M2 (Murray et al. 2014) peuvent étre co-exprimés par des cellules microgliales
murines dans un contexte de lésions cérébrales traumatiques (Thelin et al. 2017) et
pathologiques (I. M. Chiu et al. 2013). En outre, I'analyse du transcriptome des
macrophages humains dérivés de monocytes exposés a 29 stimuli différents in vitro,
a revélé que chaque stimulus déclenchait I'expression d'un profil de transcription
distinct. Ces profils vont bien au-dela des profils de transcription associés aux M1-M2

(Xue et al. 2014) et indiquent que le concept de spectre d'activation entre les extrémes
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M1-M2 est inadéquat. Des études récentes ont ainsi conduit a I'abandon de ce concept
M1-M2 statique des états d'activation microgliale (Ransohoff 2016) et pointent vers
l'adaptation d'un concept dit "multidimensionnel” reflétant la plasticité de cette cellule
(D. Cherry 2014). Un tel concept serait conforme aux connaissances actuelles
acquises grace aux études du transcriptome et d’épigénome sur la grande variété
d'états d'activation microgliale spécifiques a différentes conditions, notamment le
vieillissement et les maladies neurodégénératives (Wes et al. 2016; Dubbelaar et al.
2018).

lii.  Microglie et immunité adaptative

Les cellules microgliales sont des cellules présentatrices d’antigeénes (CPA). Ainsi, le
CMH Il (complexe majeur d’histocompatibilité 11), et les molécules co-stimulatrices : la
protéine CD86, et les récepteurs Fcy sont surexprimés dans les cas d’activation
microgliale pour la mise en place de fonction CPA de la microglie (P. R. Taylor et al.
2005). En cas d’activation prolongée, les cellules microgliales pourront présenter les
antigenes « pathogéniques ou pathologiques » aux lymphocytes (Schetters et al.
2018). En effet, certaines sécrétions cytokiniques vont fragiliser la BHE et permettre
invasion des lymphocytes dans le SNC (Shigemoto-Mogami, Hoshikawa, and Sato
2018). Ceux-ci vont alors pouvoir mettre en place la réponse immunitaire adaptative.
En contexte physiologique, les lymphocytes participeront a la réparation tissulaire
(Brait et al. 2012). En contexte pathologique, par la réponse humorale des
lymphocytes T CD4+ ou cytotoxique des lymphocytes T CD8+, les cellules
lymphocytaires participeront a la neuroinflammation (Das and Chinnathambi 2019;
Galea et al. 2007; Brochard et al. 2009) (Figure 7).
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Figure 7. Représentation de l'invasion des cellules lymphocytaires et myéloides dans le parenchyme cérébral afin
de contribuer a la neuroinflammation initiée par les cellules immunitaires résidentes, et a la mort neuronale. D’apres
(Pape et al. 2019).

c) Emergence d’un réle neuroinflammatoire dans les maladies
neurodégeéneératives

i. Exemple de la maladie d’Alzheimer

Depuis quelques années, il est connu que les cellules microgliales peuvent étre
activées dans des cas de sénescence et de maladies neurodégénératives (Angelova
and Brown 2019; Schuitemaker et al. 2013). Des changements liés a I'age au sein du
systeme immunitaire inné, peuvent influencer le développement de troubles
neurodégénératifs tels que la MA (Blasko et al. 2004b). Inversement, les changements
dégénératifs liés a lI'age peuvent moduler I'immunité innée (Blasko et al. 2004b). Des
concentrations élevées de TNF-a et d’'IFN-y ont été mesurées dans des modeles de
maladies neurodégénératives (Barcia et al. 2011; Benveniste 2020; Tarkowski et al.
2003; Yamamoto et al. 2007).

De nombreuses études indiquent maintenant que la neuroinflammation joue un role
fondamental dans la progression des changements neuropathologiques observés
dans la MA (J. Rogers et al. 1988; Griffin et al. 1989). Au cours des années 1980, la

présence de protéines et de cellules liées au systeme immunitaire a été identifiee a
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proximité des plaques B-amyloides dans la MA (J. Rogers et al. 1988; Griffin et al.
1989). A partir des années 1990, plusieurs grandes études épidémiologiques ont été
publiées, indiquant que les traitements anti-inflammatoires utilisés dans des maladies
telles que la polyarthrite rhumatoide, apportent des qualités protectrices contre le
développement de la MA (Mary Beard et al. 1998; Rich et al. 1995; Wyss-Coray et al.
2002). Les patients qui utilisent des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) a long
terme démontrent jusqu'a 50% de réduction du risque de développer la MA (Mary
Beard et al. 1998; Rich et al. 1995; Wyss-Coray et al. 2002).

Des niveaux accrus de médiateurs pro-inflammatoires, chimiokines et cytokines ont
été mesurés dans le LCR de patients atteints de la maladie d'Alzheimer, indiquant que
les processus inflammatoires sont activés (X. Chen et al. 2018) .

Par TEP-SCAN il est possible de suivre la microglie grace aux radioligands de seconde
génération [11C]JDAA1106T et [11C](R)-PK11195 (Cagnin 2006), marqueurs de la
protéine mitochondriale translocatrice de 18KDa TSPO exprimée par les microglies
activées. Ainsi, chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (MA), un niveau
important de cellules microgliales activées a pu étre mis en évidence, le niveau
d’activation corrélant avec le degré de sévérité de la MA (Wiley et al. 2009;
Schuitemaker et al. 2013). Cette activation microgliale a également été observée chez
des patients atteint d’'une déficience cognitive Iégere pouvant évoluer vers la MA. Ces
éléments suggerent que I'inflammation observée est chronique et se met en place bien
avant I'apparition des premiers symptémes de la MA. La corrélation entre inflammation
et sévérité de la MA ainsi que la présence de linflammation avant le début
symptomatique de la pathologie a mis en évidence la relation forte entre inflammation
et MA (Edison et al. 2008). Cette idée a, de plus, été renforcée par les études
épidémiologiques montrant que les facteurs de risques avérés pour cette maladie ont
pour beaucoup une composante inflammatoire (Sierksma et al. 2020). Nous pouvons
ainsi citer I'Accident Vasculaire Cérébrale (AVC), le trauma, le diabéte, 'obésité, la
vieillesse, et les infections. (Wyss-Coray and Rogers 2012; X. Li, Song, and Leng
2015). Récemment, une analyse impartiale des réseaux de régulation de genes
impliqués dans la MA a apparition tardive, a permis d'identifier des génes associés aux

voies immunitaires innées et aux cellules microgliales (B. Zhang et al. 2013).
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ii. Dans les Démences Frontotemporales

Notre équipe s’intéresse principalement aux Démences frontotemporales (DFT), elles
ont donc constitué I'objet d’étude de ma thése. De facon intéressante, des marqueurs
d’'inflammation, tels que des concentrations importantes de cytokines pro-
inflammatoires TNF-a ont été mesurés dans le LCR de patients DFT (Sjogren,
Folkesson, and Blennow 2004).

Quelques études de la neuroinflammation menées in vivo chez les patients présentant
des DFTs par TEP-Scan ont montrées que I'expression des radiomarqueurs TSPO
était significativement augmentée chez les patients DFT (n=5, incluant 4 patients avec
aphasie primaire progressive a variant non fluente APPvnf et 1 patient présentant le
variant comportemental DFTvc) par rapport aux contréles dans les régions corticales
préfrontales dorsolatérales gauches et dans I'’hippocampe droit et le para-hippocampe
(Cagnin et al. 2004). Le profil d’activation microgliale de ces patients se superposant
partiellement a celui de l'atrophie cérébrale. De facon intéressante cette activation
microgliale localisée au niveau des régions contralatérales de I'atrophie lobaire
prédominante suggere que cette activation, présente aux stades précoces de la DFT,
précede tout changement anatomique. (Jing Zhang 2015b; Cerami, laccarino, and
Perani 2017)

Une autre étude, par analyse génomique (GWAS : genome-wide association studies),
a montré qu’une dysfonction immunitaire pouvait entrer en jeu dans un contexte de
DFT (Broce et al. 2018). Les analyses génomiques de linkage menées dans des
cohortes de patients DFT et contréles, ayant pour but d’investiguer un recouvrement
géneétique entre les DFTs et maladies a caractere inflammatoire, ont permis d’identifier
15 loci dont 8 sont localisés dans la région « Human Leucocyte Antigen » (HLA) du
chromosome 3, zone riche en génes liés aux fonctions microgliales. En paralléle,
'expression de ces génes pléiotropiques liés a I'immunité, localisés dans la région
HLA, est altérée dans les cerveaux post-mortem de patients DFT et ces derniers sont
enrichis en microglies. Il est probable que cette région HLA soit associée a la DFT
comme facteur de risque. Ces différentes données chez ’homme tendent a converger
vers |'hypothése d'un dysfonctionnement du systéeme immunitaire et d’une
inflammation dans la pathogénése des DFTs (Broce et al. 2018). Cependant les

meécanismes d’activation neuroinflammatoires dans les DFTs sont encore mal compris
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(Jing Zhang 2015a). Dans le cadre de cette thése, je me suis intéressée aux

dysfonctions microgliales associées aux DFTs.

B.Des DFTs a la DFT/SLA et la SLA

Les démences frontotemporales (DFTSs) et la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)
sont deux maladies trés différentes sur le plan symptomatologique. En effet, les DFTs
se manifestent plutdt par des troubles cognitifs et comportementaux tandis que la SLA
est une maladie motrice invalidante. Cependant, un lien étroit réunit ces deux
maladies, reconnues maintenant comme les deux extrémités d’'un méme spectre
pathologique. En effet, plus de 15% des patients DFT développent une SLA et 30%
des patients SLA présentent des symptémes de DFT (Grad et al. 2017). On parle alors
de DFT/SLA. De plus, une agrégation des deux pathologies peut étre observée au sein
d’'une méme famille (Orr 2011; Pattamatta, Cleary, and Ranum 2018).

Historiquement, c’est en 1869 que Jean-Martin Charcot a fait une premiéere description
de la SLA (Charcot J-M 1869). Elle est d’ailleurs également appelée maladie de
Charcot, ou maladie de Lou Gehrig, en référence a un joueur de baseball américain
touché par cette pathologie (Fred 2017). Charcot a, dés sa premiéere description, établi
une corrélation entre symptdémes moteurs et atteinte des neurones moteurs corticaux
et spinaux (Charcot J-M 1869). Il a aussi mentionné que les aires non motrices
corticales pouvaient étre impliquées dans la maladie bien qu’il n'ait pas reporté
d’observation clinique de ce fait (Prudlo 2009). C’est son étudiant, Pierre Marie qui, le
premier, a décrit une diminution indéniable des facultés cognitives chez les patients
atteints de SLA en 1892 (Marie 1892). La méme année, le Dr Arnold Pick a reporté le
premier cas de DFT chez un homme de 71 ans présentant des troubles cognitifs, des
troubles comportementaux et une aphasie (P. Pick 1892). L’autopsie de ce patient a
révélé une atrophie du lobe temporal de 'hémisphére gauche sans atteinte particuliere
du cortex frontal. L’atrophie du cortex frontal dans les DFTs a été relevée pour le
premiere fois en 1906 par Arnold Pick (A. Pick 1906). Le continuum clinique entre DFT
et SLA a depuis été montré et conforté par la présence de lésions neuropathologiques
puis de causes génétiques communes. En 2006, la protéine TDP-43 a été identifiee
comme constituant principal des inclusions neuropathologiques présentes chez les
patients DFT et SLA (Arai et al. 2006; M. Neumann et al. 2006). Successivement, des
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mutations causales de DFT, de SLA et de DFT/SLA ont été mise en évidence (Gitcho
et al. 2008a; Baker et al. 2006; Cruts et al. 2006). Les mutations du géne C9ORF72
identifiees en 2011 chez des patients DFT, SLA et DFT-SLA ont définitivement
convaincu la communauté scientifique d’'une co-occurence entre DFT et SLA
(DeJesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011). Le lien entre ces deux
pathologies suggére que la compréhension des mécanismes moléculaires dans 'une
va permettre de mieux comprendre 'autre. C’est pourquoi, je passerai de DFT a SLA
fréeguemment au cours de cette these.

Le présent chapitre va permettre de faire le point sur la clinique de ces deux maladies.
Puis, en cohérence avec l'historique des découvertes précédemment décrites, nous
décrirons premiérement les inclusions protéiques neuropathologiques. Dans un
second temps, les mutations communes ou spécifiques a l'une ou l'autre de ces

pathologies seront présentées dans une partie génétique.

1. Aspects cliniques

a) Clinique des Démences Frontotemporales (DFTSs)

Les DFTs correspondent aux démences préséniles les plus fréquentes, c’est-a-dire
affectant les patients de moins de 65ans, aprés la maladie d’Alzheimer (MA) (Harvey,
Skelton-Robinson, and Rossor 2003; J. K. Johnson et al. 2005; Onyike and Diehl-
Schmid 2013). L’age de début moyen de la pathologie est compris entre 45 et 65 ans
mais des cas débutants plus précocement ou plus tardivement ont également été
rapportés (Figure 8) (Coyle-Gilchrist et al. 2016). On estime que la prévalence est de
10 a 15/100 000 (Bright et al. 2019) Cliniqguement, les DFTs forment un spectre de
manifestations cliniques s’étendant de troubles du comportement, aux troubles du
langage progressif, parfois associés a des symptdomes moteurs. Le diagnostic de ces
démences est souvent complexe d0 a la grande hétérogénéité des symptdomes (N. T.
Olney, Spina, and Miller 2017).
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Figure 8. Répartition des ages de début et de diagnostic des patients DFT. D'aprés (Coyle-Gilchrist et al. 2016).

Ainsi, les démences frontotemporales sont classées selon différents variants : une
variante comportementale dite DFT-vc, dans laquelle les troubles du comportement
prédominent, et deux variantes langagieres dans lesquels prédominent les troubles du
langage. D’aprés (Hogan et al., 2016), 60% des cas de DFT sont représentés par la
composante comportementale, les 40% restant correspondent a des troubles du
langage (Hogan et al. 2016). Ces variants sont décrits ci-dessous (Rascovsky et al.
2011):

= La composante comportementale (DFT-vc) se déclare quand la partie
antérieure du lobe frontal est touchée initialement (Figure 9). Elle est
diagnostiquée quand au moins 3 criteres symptomatiques sont réunis parmi les
suivants :
» Une désinhibition comportementale (comportement
inapproprié en société)
= Une apathie/inertie
= Une perte d’empathie
* Des comportements stéreotypés/rituels,
persévératifs et obsessionnels
= Une modification des comportements alimentaires

(hyperoralité, préférence pour le sucre)
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= Des troubles cognitifs trés modérés (difficulté
d’orientation dans I'espace)
» Modification du caractere (euphorie, dépression,

irritabilite)

= L’Aphasie primaire progressive (APP) est un syndrome neurodégénératif dans

lequel le langage est la premiére fonction touchée durant les deux premiéres

années de déclaration des symptémes (Mesulam 1982). Il existe 3 sous-types
différents d’APP :

Le variant sémantigue d’APP_(APP-vs, anciennement appelé

‘Démence _sémantique’) : Dans cette forme, le lobe temporal

gauche est initialement touché par la pathologie. Le patient
présente une perte progressive des connaissances sémantiques,
c’est-a-dire difficultés a comprendre le sens des mots, et une
difficulté a reconnaitre des objets. Avec I'évolution, I'atteinte
devient bilatérale et progresse vers les autres régions cérébrales,
entrainant un recouvrement des symptomes langagiers et

comportementaux.

L’Aphasie progressive non fluente ou variant agrammatigue

(APP-vnf) : Dans cette forme, les patients présentent des
difficultés d’expression, associant une réduction de I'expression
orale et une utilisation incorrecte de la grammaire ou de la syntaxe
et a une perte de compréhension des phrases a syntaxe
complexe. Toutefois Ila reconnaissance d'objet et Ila

compréhension de mots seuls sont relativement épargnées.

L’Aphasie primaire progressive logopénique (APP-vl) est un

troisieme variant langagier, fréquemment associée a des lésions
de MA qui n’entre donc pas dans le champ des DFT. Le patient
présente des difficultés a trouver ses mots et les phrases

répétitives lui posent probleme.
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Environ 15 a 20% des patients atteints de DFT vont développer une pathologie motrice
Sclérose latérale amyotrophique (DFT-SLA)(Strong et al. 2003). Enfin, certains
syndromes parkinsoniens ‘atypiques’ incluant la Paralysie supranucléaire progressive
(PSP) et le syndrome corticobasal (SCB) partagent des caractéristiques cliniques avec
les formes décrites ci-dessus (Josephs et al. 2006; W. Z. Chiu et al. 2010). La PSP
associe, dans sa forme la plus classique, un syndrome parkinsonien axial avec des
chutes précoces, une paralysie oculomotrice, des troubles cognitifs sous-cortico-
frontaux (W. Z. Chiu et al. 2010). Le SCB associe un syndrome parkinsonien, une
apraxie (troubles de la réalisation des gestes), des postures ou mouvements
anormaux (dystonie, myoclonies, main étrangére) et des troubles du langage et

cognitifs (Josephs et al. 2006).

Figure 9. Exemple d'un patient DFT-vc présentant une atrophie sévere des lobes frontaux et temporaux. D’apres
(N. T. Olney, Spina, and Miller 2017).

b) Clinique de la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)

La SLA est une maladie neurodégénérative fatale, progressive et d’évolution trés
rapide. En Europe, on estime que l'incidence est de 2-3/100 000 personnes (Mandrioli
et al. 2003; Chio et al. 2009). Le ratio homme/femme est de 1,6 pour 1 (Mitchell and
Borasio 2007). L’age moyen de début des symptdomes est compris entre 50 et 65 ans

(Zarei et al. 2015). Cette maladie est rapidement évolutive puisque I'espérance de vie
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estimée apres la déclaration des premiers symptomes se situe entre 3 et 5ans (Zarei
et al. 2015; Mitchell and Borasio 2007).

La dégeénérescence affecte les neurones moteurs primaires et secondaires (aussi
appelés motoneurones). Les neurones moteurs primaires corticaux projettent sur les
neurones moteurs secondaires du tronc cérébral et de la corne antérieure de la moelle
épiniere, qui vont innerver les muscles et permettre leur contraction (Dupuis and
Echaniz-Laguna 2010).

Ainsi, deux formes cliniques de la maladie sont décrites en fonction des neurones
initialement touchés : la forme bulbaire (motoneurones du tronc cérébral) et la forme
spinale (motoneurones de la moelle) (Figure 10). Dans la forme bulbaire, les patients
présenteront initialement une dysarthrie (difficulté a articuler) et une dysphagie (trouble
de la déglutition) (Turner et al. 2010). Cette forme est un peu plus fréquente chez les
femmes tandis que les formes spinales de la pathologie s’observent un peu plus
souvent chez les hommes (Chio et al. 2020; 2011).

Dans les formes spinales, les principaux symptomes sont une faiblesse des membres
et une atrophie musculaire, des fasciculations et une abolition ou une vivacité des
réflexes (Kollewe et al. 2011). Le déces du patient est généralement lié a une paralysie
des muscles respiratoires (Kollewe et al. 2011).

Plus de 50% des patients SLA présentent des troubles cognitifs, on estime que 13%
des patients vont développer la composante comportementale des DFT : la DFT-vc
(Montuschi et al. 2015).

A I'heure actuelle il n’existe pas de traitement curatif. Seul le Riluzole, un inhibiteur de
la libération glutamatergique pré-synaptique, a montré un effet limité sur I'évolution de
la maladie, permettant de prolonger la vie du patient de 2 a 3 mois (Hinchcliffe and
Smith 2017). La trachéotomie et la gastrostomie sont parfois proposés, lorsque des

troubles de déglutition ou respiratoires le justifient.
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Figure 10. lllustration de dégénérescence neuronale bulbaire et spinale dans la SLA (“Sclérose Latérale
Amyotrophique (Maladie de Charcot) - Qu’est-Ce Que c’est ? - Fiches Santé et Conseils Médicaux” ).

2. Neuropathologie

a) Neuropathologie des DFTs

Les DFTs font partie des dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT). Les
DLFT forment un groupe hétérogene de pathologies neurodégénératives liées a une
dégénérescence des lobes frontaux et temporaux. Elles sont associées a des lésions
neuropathologiques diverses : mort neuronale, gliose, accumulation de protéines
anormales dans les cellules neuronales et/ou gliales. (M. Neumann, Tolnay, and
Mackenzie 2009). La classification neuropathologique actuelle des sous-types de
DLFT est basée sur la nature des accumulations protéiques intracellulaires. Quatre
sous-groupes majeurs des DLFTs ont été identifiés : DLFT-Tau (tubulin associated
unit), DLFT-TDP (Transactive response DNA binding protein), DLFT-FET (FUS/TLS,
EWS et TAF 15 family), DLFT-UPS (ubiquitin proteasome system) (M. Neumann,
Tolnay, and Mackenzie 2009; Irwin et al. 2015) (Figure 11 Figure 12). La plupart des
cas de DLFT (90 a 95%) sont représentés par les DLFT-Tau et DLFT-TDP-43. Ces

sous-groupes sont eux-mémes divisés en sous-types selon la structure des inclusions
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(I. R. A. Mackenzie, Neumann, Baborie, Sampathu, Plessis, et al. 2011). Il n’y a pas
de corrélation stricte entre le sous-type neuropathologique et la forme clinique ou les
causes génétiques de la maladie. Néanmoins les DLFT-TDP type C sont plus souvent
associés aux variants sémantiques de la maladie, les mutations des génes GRN et
C90ORF72 (voir partie B.3.a) sont plus souvent associés a des DLFT-TDP type A et B,

les PSP et les SCB sont généralement associés a une FTLD-TAU, de méme que les

mutations du gene MAPT (figure 11).

Figure 11 Classification neuropathologique des DLFTs. Selon (M. Neumann, Tolnay, and Mackenzie 2009)

Figure 12. Associations entre nature des inclusions protéiques, génes associés, sous-type neuropathologiques et
phénotypes cliniques ; D’aprés (Panza et al. 2020).



I DLFT-Tau

Elle représente environ 40% des cas de DLFT et est caractérisée par la présence de
dépdts anormaux de la protéine Tau (Tubulin-associated unit). Cette DLFT entre donc
dans le groupe des Tauopathies. Ce terme définit 'ensemble des processus
neurodégénératifs associés a des inclusions anormales de protéine Tau
intraneuronales ou intragliales. Les maladies caractérisées par une tauopathie
incluent, entre autres, la maladie d'Alzheimer (MA), les dégénérescences
corticobasales (CBD), la PSP et la DLFT-Tau. Au sein du spectre clinique des DFTs,
la DLFT-Tau est principalement associée a une forme comportementale ou a une APP-
vnf. Cette forme est rare chez les patients atteint APP-vs et cette neuropathologie n’est

jamais associée aux patients DFT/SLA.

La protéine Tau a été découverte en 1975 comme protéine essentielle dans
'assemblage des microtubules (Weingarten et al. 1975). Plus tard, des études ont mis
en évidence son réle dans le transport cellulaire et la stabilisation de la structure
cellulaire (Mandelkow and Mandelkow 2011). MAPT, le géne codant la protéine Tau,
est localisé sur le chromosome 17921 et plus de 50 mutations sont liées a la DLFT-
Tau (http://www.molgen.vib-ua.be/FTDMutations)(Figure 13)(Goedert, Ghetti, and
Spillantini 2012).
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Figure 13. Schématisation de la structure des 6 isoformes de Tau. Selon (Goedert, Ghetti, and Spillantini 2012).

L’épissage alternatif de MAPT génere 6 isoformes de Tau (figure 12). L'inclusion
alternative de I'exon 10 génére des isoformes de Tau avec 3 ou 4 « microtubule
binding domain repeat », appelées forme 3R et 4R. Les dépdts neurofibrillaires dans
la maladie d’Alzheimer sont composés de protéine Tau 3R et 4R hyperphosphorylée.
La maladie de Pick, qui est une forme de DLFT-Tau, est caractérisée par la présence
des agrégats 3R-Tau, alors que les CBD et PSP font parties des tauopathies 4R
(Figure 14).
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Figure 14. Marquage immunocytochimique d'inclusion Tau 3R dans le gyrus denté d'un patient DFT. D’aprés (N.
T. Olney, Spina, and Miller 2017).

ii. DLFT-TDP43

La protéine TDP-43 (Trans-active response DNA binding protein of 43kDa) a été
découverte en 2006, comme protéine majeure dans la neuropathologie des DLFT-U
correspondant a des inclusions tau-négative et ubiquitine-positive dans les DFTs

(M. Neumann et al. 2006). Cette protéine appartient a la famille des
ribonucléoprotéines hétérogenes nucléaires (hnRNPs). C’est une protéine de liaison a
'ARN qui exerce des fonctions dans le métabolisme des ARNSs ; dans le processing
des micro ARN, la stabilisation des ARNSs, le transport nucléocytoplasmique et dans la
traduction (Baralle, Buratti, and Baralle 2013). Son r6le est crucial dans différentes
fonctions cellulaires, et elle est associée a plusieurs milliers d’ARN cibles dans le
cerveau.

TDP-43 est une protéine de 414 acides aminés codée par le géne TARDBP sur le
chromosome 1 (1p36.2). Elle est hautement conservée entre les especes
(Hergesheimer et al. 2019) et s’exprime ubiquitairement dans une grande variété de
tissus de I'organisme, dont le cerveau. Dans cet organe, I'expression de TDP-43 est
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localisée dans le noyau des neurones principalement mais aussi de cellules gliales
oligodendrocytaires et astrocytaires (M. Neumann, Kwong, Sampathu, et al. 2007; M.
Neumann, Kwong, Truax, et al. 2007; Yamanaka and Komine 2018). Elle est
constituée d’'une région N-terminale par laquelle elle s’homodimérise (W. Wang et al.
2013; Y.-J. Zhang et al. 2013; Y. Sun et al. 2014), de deux motifs de reconnaissances
a 'ARN RRM1 et RRM2, et d’une région C-terminale riche en glycine qui lui permet de

se lier a ’ADN simple brin, aux ARNSs et aux protéines, et qui lui confere des propriétés

« prion-like » (Figure 15).

Figure 15. Structure de TDP-43 : association des domaines protéiques aux fonctions générale. D’apres (Budini et
al. 2012).

Le niveau d’expression de TDP-43 est contrélé par une boucle de rétro-contrble
négative, mécanisme par lequel TDP-43 reconnait son propre transcrit ARN, le
déstabilise et induit une diminution de la nouvelle ‘production’ de la protéine TDP-43.
En contexte pathologique, TDP-43 forme des agrégats majoritairement
cytoplasmiques et plus rarement nucléaires. L’agrégation cytoplasmique de TDP-43
est associée a la déplétion nucléaire de la protéine. Dans cette configuration, elle ne
peut plus s’autoréguler (Eréndira Avendafo-Vazquez et al. 2012). Une diminution de
la régulation de TDP-43 va mener a une production accrue de cette protéine et a son
agrégation. Comme TDP-43 est une protéine essentielle au métabolisme des ARNSs,
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son agrégation et sa non-fonctionnalité auront donc des effets directs sur la stabilité
des ARNSs et sur I'expression génique (C. Yang et al. 2010).

Dans les DLFTSs, la protéine TDP-43 peut étre agrégée, phosphorylée, ubiquitinylée
et/ou clivée dans le cytoplasme cellulaire. Mais les modifications post-traductionnelles
connues de cette protéine sont multiples. En effet, en plus des modifications
précédemment citées, elle peut étre acétylée, sumoylée, et sujette a I'oxydation des
cystéines (Buratti 2018). Ainsi oxydées, les cystéines se verront liées par des ponts
disulfures, favorisant I'oligomérisation de la protéine puis la formation d’agrégats
cytotoxiques. L’'acétylation sur les lysines 145 et 192, toutes deux dans le domaine
RRM1, va entrainer une perte de liaison de la protéine avec les ARNs cibles (I. R. A.
Mackenzie and Rademakers 2008).

Les inclusions de protéine TDP-43, DLFT-TDP, sont présentes chez 60% des patients
DLFT (I. R. A. Mackenzie, Neumann, Baborie, Sampathu, Plessis, et al. 2011). En
2011, une classification des DLFTs basée sur la neuropathologie TDP-43 a été établie
(I. R. A. Mackenzie, Neumann, Baborie, Sampathu, Du Plessis, et al. 2011). En effet,
il existe 5 classes de DLFT-TDP-43 selon la localisation des lésions dans les couches
corticales, au niveau cellulaire et leur densité (Figure 16)(E. B. Lee et al. 2017; |. R. A.
Mackenzie, Neumann, Baborie, Sampathu, Du Plessis, et al. 2011). Chaque sous-type
neuropathologique a des corrélations cliniques et génétiques spécifiques.

= Type A

Ce groupe représente 29% des cas d’inclusion DLFT-TDP (I. R. Mackenzie and
Neumann 2017). Ce sous-groupe est caractérisé par d’abondantes inclusions
cytoplasmiques neuronales rondes ou en forme de croissant, plutdt dans la couche I
du cortex. Des neurites dystrophiques et de rares inclusions intranucléaires lentiformes
peuvent également étre observées. Les inclusions de type A sont associées aux
phénotypes cliniques DFTvc, APPvnf alors que ces inclusions sont moins communes

dans les maladies du motoneurone.

= Type B

Elles représentent 35% des formes FTLD-TDP (I. R. Mackenzie and Neumann 2017).

Elles présentent un peu moins d’inclusions neuronales cytoplasmiques et de neurites
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dystrophiques dans les couches superficielles et profondes corticales que le type A.
Les phénotypes cliniques de DFT, SLA et DFT-SLA peuvent présenter des inclusions
TDP43 de type B.

= Type C

Ce groupe représente 17% des cas de DLFT-TDP (I. R. Mackenzie and Neumann
2017). Les DLFT-TDP de type C sont caractérisées par la présence de neurites
dystrophiques longs et non linéaires et quelques inclusions neuronales
intracytoplasmiques diffuses dans les couches corticales. (I. R. A. Mackenzie,
Neumann, Baborie, Sampathu, Plessis, et al. 2011). Il s’agit du type d’inclusions la

plus commune dans les APPvs. On la retrouve également dans les DFT-vc.

= Type D

Ce groupe est caractérisé par la présence de nombreuses inclusions intranucléaires
neuronales, des neurites dystrophiques et de rares inclusions cytoplasmiques
neuronales dans toutes les couches du cortex (bien que les couches superficielles
soient plus atteintes). Le type D peuvent étre observé dans des formes cliniques de
DFT-vc et DFT-SLA (Cairns et al. 2007; I. R. A. Mackenzie, Neumann, Baborie,
Sampathu, Plessis, et al. 2011).
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Figure 16. Inclusions TDP-43 dans les cerveaux post-mortem de patients DFT. A) Distribution schématique des
agrégats TDP-43 selon le type de DLFT-TDP. B) Inclusions de type A. C) Inclusion de type B. D) Inclusions de type
C. E. Inclusions intranucléaires de type D. D’aprés (Burrell et al. 2016).
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= Type E

Plus récemment décrit, ce type d’inclusion est encore discuté par la communauté
scientifique (E. B. Lee et al. 2017). Les inclusions sont périnucléaires neuronales a
structure granulo-filamenteuses. Elles sont diffuses au sein des couches supérieures
et profondes corticales. Des inclusions curvilinéaires oligodendrogliales peuvent aussi
étre observées. Le type E peuvent étre présents dans les formes cliniqgues DFT-vc (E.
B. Lee et al. 2017) (Figure 17).

Figure 17. Localisation dans les couches supérieures et profondes corticales des inclusions DLFT-TDP de type E.
Inclusions principalement périnucléaires a structures granulo-filamenteuses. D’apres (E. B. Lee et al. 2017).

iii. DLFT-FET

En 2009, des mutations du géne FUS/TLS ont été découvertes dans une faible
proportion de formes familiales de SLA (SLA-FUS) (Kwiatkowski et al. 2009; Vance et
al. 2009). De plus, des inclusions de la protéine FUS ont été mises en évidence dans
des cerveaux post-mortem de patients SLA (Baumer et al. 2010). Le recouvrement
clinique, génétique et pathologique entre la SLA et DFT; et ’'homologie entre FUS et

TDP-43, toutes deux protéines de liaison a 'ARN, ont laissé penser que FUS pouvait
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étre une protéine agrégée dans les 5-10% des cas DLFT-Tau et TDP-43 négatives
(Baloh 2012; M. Neumann et al. 2012; Vance et al. 2009). En effet, des marquages
immunologiques ont permis d’établir que FUS faisait partie d’agrégats regroupés dans
les inclusions atypiques (DLFT-U) (H. Neumann, Kotter, and Franklin 2009). Par la
suite, il a été montré que ces mémes inclusions contenaient EWS et TAF15 (I. R. A.
Mackenzie, Neumann, Baborie, Sampathu, Plessis, et al. 2011), et la transportin 1
(Trnl) protéine responsable de l'import nucléaire des protéines FET (Brelstaff et al.
2011; M. Neumann et al. 2012).

Fused in sarcoma (FUS), Ewing’s sarcoma (EWS) et TATA-binding protein-associated
factor 15 (TAF15), collectivement appelées protéines de la famille FET, ont toutes été
initialement découvertes dans des cas de cancer humains (Tan and Manley 2009).
Comme TDP-43 elles sont ubiquitaires, homologues aux protéines de liaisons a
'ADN/ARN, impliquées dans le métabolisme des ARNs comme la transcription,
I'épissage des ARNSs, leur transport et la réparation de ’ADN. Dans la plupart des types
cellulaires, les protéines FET sont nucléaires, mais elles vont continuellement
transloquer du noyau au cytoplasme (Dormann et al. 2012). Le réle des protéines FET
dans le cerveau n’est pas encore trés bien connu mais il semble que FUS soit
impliquée dans la régulation des transcrits importants pour la structure neuronale, la
plasticité et le maintien de l'intégrité synaptique (Lagier-Tourenne et al. 2012a; Sama,
Ward, and Bosco 2014). Bien que FUS et TDP-43 aient des similarités fonctionnelles,
elles régulent différents ARNs et présentent chacune des spécificités de séquence de
liaison (Sobue et al. 2018; Da Cruz and Cleveland 2011).

iv. DLFT-UPS

Avec l'identification de TDP-43 et FET comme protéines pathologiques s’accumulant
dans une vaste majorité des cas DLFT-Tau-négatives, il reste trés peu de cas ne
présentant aucune de ces inclusions (environ 1%) mais caractérisés par des inclusions
immunoréactives aux constituants du systéme ubiquine protéasome UPS (Ubiquitin
Proteasome system). Ces inclusions sont ubiquitine et p62-positives et négatives pour
Tau, TDP-43 et FUS. Elles sont majoritairement localisées au sein des cellules

granulaires dentées de I'hippocampe (Holm et al. 2007).
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b) Neuropathologie de la SLA

Il existe plusieurs caractéristiques neuropathologiques de la SLA dont les corps de
Bunina formant de petites inclusions intracellulaires eosinophiles, les conglomérats
hyalins et les inclusions protéiques (van Welsen et al. 2002; Strong et al. 2009). D’une
facon générale, les inclusions cytoplasmiques associées a la SLA sont souvent
ubiquitinylées (Figure 18). Une des cibles majeures de cette ubiquitinylation est la
protéine TDP-43 qui, comme dans les DFTs, forme la plus grande part des inclusions
ubiquitinylées dans les différentes formes de SLA. En effet, on observe des inclusions
de TDP-43 dans plus de 90% des cas de SLA et dans 95% des formes mixtes
DFT/SLA (Ling, Polymenidou, and Cleveland 2013). D’autres inclusions protéiques

sont aussi identifiables dans les cas de SLA, comme par exemple FUS et SOD1.

Figure 18. Inclusions neuropathologiques de la SLA. A. Localisation physiologique de TDP-43 nucléaire mise en
évidence par une téte de fleche. La fléeche entiere indique la distribution anormale de TDP-43 dans le cytoplasme
d’un autre neurone, associée a la perte nucléaire de cette protéine. B. Neurone moteur sain pointé par la fleche
noire, comparé a un neurone comportant un conglomérat hyalin, montré par la téte de fleche, chez un patient SLA
porteur d’une mutation SOD1. C. Inclusions p62 chez un patient SLA avec mutation COORF72. D. Perte de
neurones moteurs dans la corne ventrale de la moelle épiniére d’un patient SLA. E. Neurones moteurs dans la
moelle épiniere d’un patient sain, en comparaison a la figure D. F. Mise en évidence de microglies par marquage
CD68 dans la moelle épiniere d’un patient SLA. D’aprés (Hardiman et al. 2017).

i. SLA-SOD1

Des inclusions SOD1-positives ont été observées post-mortem dans le CNS des
patients porteurs de mutation dans le géene du méme nom, SOD1. D’'une fagon
générale il a été longtemps admis que ces inclusions SOD1 n’étaient trouvées que
dans des cas avec mutations SOD1. Cependant, des protéines SOD1 mal conformées
ont, depuis, été mises en évidence dans de petites inclusions granulaires dans les
neurones moteurs de patients SLA sporadiques sans mutation du gene SOD1

(Forsberg et al. 2010), et chez des patients porteurs d’autres variant pathologiques
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dans d’autres génes associés a la SLA (Forsberg et al. 2019). Cela suggere que les
modifications de conformation de SOD1 peuvent faire partie d’'un événement sous-
jacent a la progression de la maladie (Jonsson et al. 2008; Sasaki et al. 1998; Shaw,
Al-Chalabi, and Leigh 2001).

Dans ces cas de SLA, une dégénérescence sévere des motoneurones inférieurs est
constatée, alors que celle des neurones moteurs supérieurs est moins marquée. Cette
derniére serait d’ailleurs plutét associée a une axonopathie distale. Les neurones
moteurs de la corne antérieure de la moelle épiniére sont le siége d’inclusions type
corps de lewy-like (LBLI « Lewy Body like inclusions) consistant en des corps hyalins,
positifs aux marquages immunohistochimique contre SOD1, ubiquitine, neurofilaments
phosphorylés et des protéines chaperones (Okamoto et al. 2011; Mizusawa et al.
1989). lls ne contiennent pas de protéine TDP-43 (Saberi et al. 2015; Ince et al. 1998).
La protéine SOD1 est une métalloenzyme nommeée superoxide dismutase 1 (SOD1).
Cette protéine est exprimée de facon ubiquitaire. Dans la cellule, sa localisation est
majoritairement cytoplasmique. Cette protéine est capable de se lier aux ions cuivre et
zinc et de former un homodimere trés stable. Les diméres SOD1 résident dans le
cytoplasme et dans I'espace intermembranaire de la mitochondrie. En catalysant la
production d’oxygéne et de peroxyde d’hydrogéne a partir du superoxyde résiduel de
la respiration cellulaire, SOD1 permet de réduire la toxicité de ces espéeces (Mccords
and Fridovich 1969).

La maturation de SOD1 en enzyme fonctionnelle est un processus complexe a étapes
multiples impliquant l'acétylation du domaine N-terminal, linsertion d’ion zinc,
l'insertion d’ion cuivre par un mécanisme dépendant d’'une chaperone (CCS1, cox17
ou Atxl), la formation de pont disulfure entre les cystéines 57 et 146, puis
I'homodimérisation (McAlary and Yerbury 2019; Kent Wood and Thiele 2009). Une
erreur a n’importe quelle étape de ce processus va entrainer une anomalie de
conformation de la protéine ou une polymérisation. De plus, la cystéine 111 est
exposée aux modifications oxydatives qui peuvent provoquer la formation
supplémentaire de ponts disulfures et en conséquence I'agrégation de SOD1 (Figure
19).
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Figure 19. Représentation du processus de maturation de SOD1 dépendant de chaperonnes CCS. 1)SOD1 est
traduite. 2)Le dimere CCS est chargé d’un ion cuivre pour permettre de découvrir son site de liaison a SOD1.
3)SOD1 se lie au domaine Il de CCS. 4) Un ion Zinc est chargé sur la protéine SOD1 (cette étape peut aussi avoir
lieu en (1). 5-8) Les ions cuivre du CCS sont transférés a la protéine SOD1 et un pont disulfure se forme puis est
oxydé. Un dimére mature de protéine SOD1 fonctionnelle est formé. Les chaperonnes CCS retrouvent une
conformation native pour entrer de nouveau dans le cycle de maturation de SOD1. Dans les encadrés bleus sont
listées les mutations de SOD1 pouvant intervenir a chaque étape du cycle. D’apres (Seetharaman et al. 2009).

ii.  SLA-FUS

Les inclusions de protéine FUS, que I'on retrouve aussi dans le cerveau de certains
patients DFT, ont initialement été identifiée chez des patients atteints de SLA (Figure
20). (Baumer et al. 2010; Deng et al. 2010; DeJesus-Hernandez et al. 2010). Cette

inclusion n’est jamais observée dans les cas de mutation SOD1.
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Figure 20. Inclusions FUS chez des patients SLA. A) Inclusion FUS dans un neurone moteur inférieur B) inclusion
FUS dans un neurone moteur supérieur. C) Dans les ganglions de la base. D) Inclusion FUS dans des granules
cytoplasmiques. D’apres (l. R. A. Mackenzie, Ansorge, et al. 2011).

lii. SLA-TDP-43

Alors que dans les DLFTs les inclusions de TDP-43 représentent plus de la moitié des
formes neuropathologiques, elles représentent jusqu’a 90% des formes Iésionnelles
de SLA (Weskamp et al. 2020). En effet, la protéinopathie TDP-43 est commune a
toutes les formes familiales et sporadiques de SLA, a I'exception des cas de mutations
SOD1 (I. R. A. Mackenzie et al. 2007).

Malgré ce stigmate commun aux deux pathologies, la classification détaillée des
inclusions TDP-43 dans les DLFTs n’est pas généralisable et ne s’applique pas a la
SLA. Dans cette derniére, les inclusions TDP-43 sont ubiquitinylées et comportent des
fragments clivés de 25KDa de la protéine (I. R. A. Mackenzie et al. 2007). Elles sont
localisées principalement dans les neurones moteurs, mais peuvent étre répandues a
des zones plus larges comme par exemple, dans les différentes couches du cortex
frontal (dans 70% des cas de SLA) et ces inclusions peuvent étre neuronales comme
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oligodendrocytaires et plus rarement astrocytaires (Cykowski et al. 2017; Yamanaka
and Komine 2018).

Comme dans les DFTs, 'accumulation cytoplasmique de TDP-43 est concomitante a
une perte nucléaire de cette protéine. En plus de l'ubiquitination et du clivage
protéolytigue déja énoncés, la protéine TDP-43 pathologique est sujette a plusieurs
modifications post-traductionnelles tout comme dans les DFTs (Buratti 2018). La
séquence temporelle de ces modifications et le réle joué par chacune est encore

inconnu.

3. Génétique

Il existe un continuum génétique entre les DFTs et la SLA (Figure 21) méme si certains
genes comme SOD1 sont associés seulement a la SLA ou d’autres (MAPT, GRN)
seulement aux DFTs, la plupart des causes génétiques impliguées dans ces maladies
peuvent produire les deux phénotypes. Dans ces formes, une mutation pourra donner
soit une DFT, soit une SLA soit une forme mixte (DFT-SLA) de ces maladies. Ces
observations génétiques ont contribué a I'idée que ces deux maladies représentent les

deux extrémités du spectre d’une seule et méme pathologie.
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Figure 21. Spectre Génétique (A) et Neuropathologique (B) des DFT — SLA. D’apres(Ling, Polymenidou, and
Cleveland 2013).

a) Génétique des DFTs

La part de DFT sporadique est estimée a 50%, l'autre partie des cas de DFT a une
histoire familiale de démence, ou de syndromes moteurs (Goldman et al. 2005; Takada
2015). La transmission des DFTs dans les formes familiales est autosomique
dominante (Chow et al. 1999).

Les principaux genes associés aux DFTs sont CO9ORF72 (~30% dans les formes
familiales et 6% des formes sporadiques), GRN (~20% des formes familiales) et MAPT
(~12% des formes familiales). Les mutations d’autres génes tels VCP, CHMP2B,
TARDBP, FUS, TBK1, SQSTM1 sont moins fréquentes (Majounie et al. 2012). Dans
les formes familiales mixtes de DFT-SLA, le géne CO9ORF72 est largement majoritaire
(~80% des formes familiales), suivi par TARDBP (~3%) et par d’autres génes

minoritaires (Figure 22).
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DFT DFT-SLA
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C90RF72 GRN MAPT mVCP Autres Inconnus C90RF72 mTARDBP Autres Inconnus

Figure 22. Proportions des mutations dans les formes familiales de DFT et DFT-SLA (French research network on
FTD and FTD-ALS).

i.  MAPT

MAPT, localisé sur chromosome 17921, fut le premier géne identifié en 1998 dans des
formes familiales de DLFTs (Maria Grazia Spillantini et al. 1998; Hutton et al. 1998;
Poorkaj et al. 1998). MAPT est composé de 16 exons, I'épissage alternatif conduira a
6 isoformes de Tau composeés de 3 ou 4 domaines de liaison aux microtubules (F. Liu
and Gong 2008).

La majorité des mutations du gene MAPT sont localisées entre les exons 9 et 12 et les
introns adjacents. Les mutations peuvent étre classées en deux groupes : 1. celles qui
ont un effet direct sur le niveau protéique et 2. celles qui influencent I'épissage alternatif
du pré-ARNm Tau. Les mutations du premier groupe, correspondent au remplacement
ou a la suppression d’'un acide aminé de la protéine Tau. Cela réduit ainsi ses
capacités d’interaction avec les microtubules, suggérant que cette interaction est
cruciale pour empécher 'auto-assemblage de Tau (Hasegawa, Smith, and Goedert
1998). Quelques mutations de ce groupe sont a lorigine du changement de
conformation de Tau en filaments (Goedert 1999; Nacharaju et al. 1999). Les
mutations ayant un effet direct sur les ARNs sont introniques ou exoniques. Elles ont
pour effet d’augmenter I'épissage alternatif de TARNm de I'exon 10 et modifient le ratio
des isoformes 3R ou 4R. Il en résulte en une surproduction de protéine Tau 4R et
consécutivement, la formation d’inclusions composées de Tau 4R (Buée and
Delacourte 1999; Goedert 1999).
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Ces mutations vont donc, soit induire un changement de la conformation de la protéine,
soit modifier la balance physiologique de protéines 3R/4R. Dans tous les cas, la liaison
de la protéine Tau a la tubuline sera perturbée, entrainant d’'une part une dérégulation
du transport axonal, d’autre part la formation d’'un dépét pathologique de Tau
hyperphosphorylée, conduisant a la pathologie (Rodriguez-Martin et al. 2013; Alonso
et al. 2004).

En France, la fréequence des mutations MAPT est de 12% pour les formes familiales
et 3% pour les formes sporadiques (Figure 22). Par effet fondateur en Grande-
Bretagne, cette fréquence peut étre plus élevée dans d’autres pays comme c’est le
cas par exemple dans le nord de 'Europe (M. Neumann, Tolnay, and Mackenzie 2009;
Rademakers, Cruts, and Van Broeckhoven 2004; Olszewska et al. 2016b; Bodea et
al. 2016).

L’age de début de la maladie est relativement plus jeune que dans les autres formes
génétiques. Il est compris entre 30 et 70 ans, avec un pic autour des 50 ans (Momeni
et al. 2010). Le phénotype clinique principal associé est le variant comportemental des
DFTs (S. He et al. 2018). Les troubles sont marqués par une désinhibition, des
obsessions compulsives, troubles de la mémoire épisodique et plus fréquemment
(75%) des troubles sémantiques (M. G. Spillantini et al. 1998; Pickering-Brown et al.
2002). Les présentations cliniques APPvs et APPvnf sont plus rares. Un syndrome
parkinsonien fréquemment associé aux mutations du géne MAPT a mené a I'emploi
du terme clinique “démence frontotemporale et parkinsonisme lié au chromosome 17
(DFTP-17 ou FTDP-17 en anglais) (M. G. Spillantini et al. 1998). Ce terme doit
cependant étre évité car il est maintenant connu qu’un parkinsonisme est également
présent dans les autres formes génétiques de DFTs. En paralléle, les mutations du
gene MAPT, peuvent se manifester par d’autres phénotypes moteurs comme les CBS
et PSP (Hasegawa, Smith, and Goedert 1998).

A l'imagerie, I'implication des lobes frontaux bilatéraux et temporaux antérieurs a été
mise en évidence. En effet, a I'IRM, les patients DFT présentent une atrophie
symétrique dans le lobe frontal et prend place dans le cortex antérieur cingulé, I'insula,
les lobes antérieurs et médiaux temporaux (Whitwell et al. 2015).

La neuropathologie associée aux mutations MAPT est une DLFT-Tau. L’accumulation
Tau neuronale correspond a des inclusions fibrillaires, voire a ce que 'on appelle des
corps de Pick. Parfois, les cellules gliales ont, elles aussi, des profils pathologiques
puisque des astrocytes a morphologie particuliére dite « tuftés » peuvent étre
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observées, des plaques fibrillaires sont parfois trouvées au sein de ces astrocytes et
les oligodendrocytes peuvent avoir une déformation de leurs corps cellulaires qui se
présenteront enroulés (Figure 23) (Arendt, Stieler, and Holzer 2016).

Figure 23. Pathologie Tau dans des tissus cérébraux de patients PSP et SCB. A) Astrocytes « tuftés » marqués
par anticorps anti-Tau. B) Astrocyte « épineux » pointé par la fleche, marqué par anticorps anti-Tau. C)
Enchevétrement globulaire positif au marquage anti-Tau. D) Plaque astrocytaire. E) Inclusion périnucléaire marqué
par anti-Tau. F) Corps enroulé oligodendrogliale. G) Filaments neuritiques. Barre d’échelle = 25um. D’apres (Berry
et al. 2004).

ii. GRN

Tout comme MAPT, ce gene est localisé sur le chromosome 17g21. Les mutations du
gene GRN codant la progranuline ont été mises en évidence en 2006 dans des formes
autosomiques dominantes de DFT (Baker et al. 2006; Cruts et al. 2006).

Toutes les mutations GRN considérées comme pathogénes sont des mutations
d’épissage, décalant le cadre de lecture (frameshift) ou non-sens, conduisant a un
codon stop prématuré, qui entraine la dégradation de TARNm mutant par ‘non-sens
mediated decay’ (Coppola et al. 2008; Van Damme et al. 2008a). La mutation étant
hétérozygote, on observe une haploinsuffisance, qui est associée a une réduction de
la protéine dans le plasma des patients mutés (I. R. A. Mackenzie 2007). On estime
gue 70 a 90% des patients avec une mutation GRN ont une histoire familiale de
maladie neurodégénérative suggérant une plus faible pénétrance que les autres genes

(van Swieten and Heutink 2008). Il est a noter que des mutations homozygotes de
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GRN sont trouvées chez des patients présentant une lipofuscinose céroide neuronale
(CLN est I'abréviation communément admise) (Smith et al. 2012). Elle est associée a
'accumulation de lipofuscine dans les tissus, qui est un pigment autofluorescent
correspondant a 'accumulation de matériel lysosomal non dégradé. Cette pathologie
débute pendant I'enfance. Les patients présentent dégénérescence rétinienne et
ataxie cérébelleuse (Huin et al. 2019). L’accumulation de lipofuscine représente un
signe neuropathologique typique des CLN mais, de fagon intéressante, elle a aussi été
mise en évidence dans le cortex de patient DFT porteurs de mutations GRN a I'état
hétérozygote (Ward et al. 2017a). Cela met en évidence la proximité entre ces deux
pathologies.

La neuropathologie associée aux mutations GRN correspond toujours aux inclusions
DLFT-TDP-43 de type A mais le lien exact entre mutations GRN et inclusions TDP-43
reste inconnu (Q et al. 2019). Sur le plan clinique, les patients présentent soit une
DFTvc ou APPvnf (Le Ber et al. 2008; I. R. A. Mackenzie 2007). A limagerie, le
cerveau des patients présente une atrophie fronto-temporo-pariétale asymétrique
(Rohrer et al. 2010).

La progranuline est une protéine sécrétée hautement conservée dans de nombreuses
especes. Les fonctions de la progranuline sont liées a la croissance neuronale, aux
fonctions lysosomales et a I'inflammation. La progranuline est une protéine ubiquitaire
mais dans le SNC elle est principalement produite par les microglies et les neurones
(Holler et al. 2017). La progranuline contient 7 motifs et demi de granulines qui sont
enrichis en cystéine, les motifs étant séparés par les domaines jointifs. Cette structure
lui permet d’étre clivée en granulines par des protéases multiples telles que les MMPs

(matrix metalloproteases) (Kao et al. 2017) (Figure 24).
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Figure 24. Structure du gene codant la progranuline. La progranuline contient 7 motifs et demi de granulines.
Chacune pourra étre clivée et exercer différentes fonctions. D’apres (Petkau et al. 2010).

La progranuline est un facteur de croissance qui régule la survie cellulaire, la
cicatrisation et I'inflammation. Les études in vitro démontrent qu’elle promeut aussi la
survie neuronale et le prolongement des neurites dans le néocortex (Van Damme et
al. 2008b; Ryan et al. 2009a; Chitramuthu et al. 2010a). Les granulines pourraient avoir
un effet opposé, ce qui indique que la balance entre le taux de progranuline et celui de
granuline est importante pour 'homéostasie dans le SNC (Jing Zhu et al. 2002;
Horinokita et al. 2019). La progranuline reconnait le récepteur sortiline par lequel elle
va étre internalisée et transportée dans 'endosome et ensuite dans le lysosome (Kao
et al. 2017). Au niveau intracellulaire, la progranuline est impliquée dans la régulation

de la formation et de la structure du lysosome (Paushter et al. 2018).

lii. C90ORF72

Le géene C90ORF72 est constitué de 11 exons. Il est transcrit en 3 variants d’ARN
distincts. Aprés traduction, ces derniers donneront deux isoformes protéigues, soit la
forme courte (24KDa et 222 acides aminés) soit la forme longue (54KDa et 481 acides

amineés) (Figure 25).
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Figure 25. Schématisation de la séquence du géene C9ORF72 et de ses transcrits. D’apres (Balendra and Isaacs
2018).

Les mutations CO9ORF72 (Chromosome 9 Open Reading Frame 72) ont été
découverte en 2011 (DeJesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011). Elles
correspondent a une répétition de I'hexanucléotide GGGGCC (G4C2), dans la région
non codante de la phase ouverte de lecture 72 sur le chromosome 9p21 (CO9ORF72).
La répétition de cet hexanucléotide est la cause géenétique la plus fréquente des formes
familiales de DFT-SLA (80%) (DeJesus-Hernandez et al. 2011). La mutation est

hétérozygote et le mode de transmission est autosomique dominant.

Dans les variants 1 et 3, la répétition hexanucléotidique est localisée dans le premier
intron, alors que dans le variant 2, la répétition est localisée dans la région promotrice.
La présence de cette répétition de taille importante entraine alors une inhibition de la
transcription du variant 2 ce qui provoque une haploinsuffisance de la protéine

C90RF72 dans le cerveau des patients (Viodé et al. 2018), cette isoforme étant de
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loin la plus fortement exprimée (Balendra and Isaacs 2018; Rizzu et al. 2016a). En
parallele, des portions d’ARN des variants 1 et 3 contenant une partie de la répétition
sont transcrits sur les deux brins, conduisant a la formation de foci d’ARN et a
'expression de dipeptides répétés (DPRs) obtenus par traduction non ATG-
dépendante (repeat-associated non-ATG translation) de ces ARNs. Ces deux derniers
effets constituent un mécanisme gain de fonction dont on pense qu’ils contribuent a la
pathologie. Certains DPRs se sont montrés toxiques dans une partie au moins des
modéeles étudiés (Figure 26) (Balendra and Isaacs 2018; Mizielinska et al. 2014).

Figure 26. Conséquences gain et perte de fonction de C9ORF72. D’apres (Balendra and Isaacs 2018).

Les premieres études se concentrant sur les mutations C9ORF72 ont mis en évidence
la diminution des niveaux d’expression des transcrits du variant 2 dans les cellules
lymphocytaires d’individus porteurs de la mutation (DeJesus-Hernandez et al. 2011;
Gijselinck et al. 2012). Celle-ci pourra générer un effet perte de fonction hétérozygote

de la protéine COORF72. Cette haploinsuffisance pourrait étre la conséquence de
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plusieurs effets comme la localisation de la répétition au sein du promoteur ou encore
la structure formée par la répétition dite en “R-loop” entrainant une transcription
abortive. L’expansion pourrait aussi interférer avec la transcription ou I'épissage des
autres variants, et parallélement elle semble mener a I'’hyperméthylation du locus
C90RF72 (Kumar, Hasan, and Hassan 2017; K. Mori et al. 2013; Xi et al. 2013). La
méthylation des cytosines présentes aux ilots CpG intervient comme répresseur de
I'expression génique (K. Mori et al. 2013; Sareen et al. 2013; Haeusler et al. 2014).
Cette diminution d’expression protéique a été mise en évidence dans des neurones
dérivés de cellules IPS de patients porteurs de la mutation mais aussi directement
dans les cerveaux de patients C9ORF72-DFT/SLA (Almeida et al. 2013; Belzil et al.
2013; Donnelly et al. 2013; Tran et al. 2015; Waite et al. 2014; Viodé et al. 2018).

Parallélement a cette haploinsuffisance, la répétition de I'expansion G4C: peut étre
bidirectionnellement transcrite en ARN répétitif, permettant ainsi la formation de foci
d’ARN sens et anti-sens. Méme si I'expansion se trouve dans une séquence non-
codante de CO9ORF72, les ARNSs répétitifs pourront étre traduits dans toutes les phases
de lectures par un mécanisme non-canonique appelé traduction associée aux
répétitions non-ATG dépendante (Repeat-associated non-ATG translation ou RAN
translation), pour former cinq protéines a répétition de dipeptides ou DPRs, a savoir :
poly-GA, poly-GP, poly-GR, poly-PA et poly-PR (Figure 27)(Schludi et al. 2015). Ainsi,
la mutation entrainera d’'une part, une haploinsuffisance de la protéine, et d’autre part
un effet gain de fonction par l'apparition de foci d’ARN et de dipeptides non
fonctionnels (K. Mori et al. 2013; Gendron et al. 2013; Mann et al. 2013; Gomez-Deza
et al. 2015b), 'ensemble de ces effets participant probablement aux mécanismes

neurotoxiques.
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Figure 27. Différents dipeptides sens et anti-sens. D’apres (Balendra and Isaacs 2018).

La taille de I'expansion hexanucléotidique consensus chez les sujets sains se situe
entre 2 et 23 ; de méme une taille d’expansion comprise entre 700 et 1600 (DeJesus-
Hernandez et al. 2011) est associée aux pathologies DFT, SLA ou DFT-SLA.
Toutefois, la taille de I'expansion varie hautement d’'un patient a I'autre, pouvant peut-
étre expliquer I'hnétérogeénéite clinique observée ainsi que la large distribution de I'age
de début. Définir un nombre minimal de répétition de I'hexanucléotide causant la
maladie serait idéal pour pouvoir diagnostiquer efficacement les individus porteurs.
Cependant il est a ce jour presque impossible d’établir une limite franche. En effet, il a
été montré que certains patients pouvaient déclarer une DFT en étant porteurs d’une
taille d’expansion de 20 a 30 répétitions. Or, cette petite taille d’expansion a longtemps
été considérée comme physiologique puisque la plupart des individus sain portent
moins de 24 répétitions (Fournier et al. 2019; Renton et al. 2011; DeJesus-Hernandez
et al. 2011). De plus, I'analyse post-mortem d’un individu de 84ans porteur de 30
répétitions et n’ayant jamais déclaré de symptdmes neurologiques, a réveélé la
présence de Foci d’ARN et d’'inclusion de DPR dans le cortex frontal (Gami et al. 2015).
Ainsi, le lien entre la longueur de I'expansion et la pathogénése est encore obscur.
D’autant plus qu’il a été montré que la taille de I'expansion n’était pas la méme selon
les tissus, on parle d’instabilité somatique. Ainsi, chez un méme patient, des
expansions longues peuvent étre mesurées dans le SNC alors que la mesure de
I'expansion dans le sang pourra étre de plus petite taille (Cooper-Knock et al. 2013).

Des études décrivent que lorsque la taille de I'expansion est longue dans le SNC, elle
est associée a plus de 50 répétitions dans ’'ADN sanguin ; laissant penser que cette

limite de 50 répétitions pourrait étre utilisée dans le cadre d’'un diagnostic sanguin
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(Cooper-Knock et al. 2013; Balendra and Isaacs 2018). Cependant, cette limite est
critiquable puisque un individus agé de 89ans, porteur de 70 répétitions n’a jamais
déclaré la maladie (Gitler and Tsuiji 2016; Balendra and Isaacs 2018; Ash et al. 2013).
Une étude réalisée dans notre équipe a également montré que la mesure de
'expansion a partir du sang des patients n’était pas un bon marqueur prédictif de
I'évolution de la DFT (Fournier et al. 2019). En effet, méme si une corrélation entre la
taille de I'expansion et 'age de début de la maladie a pu étre observée, I'dge au
prélevement est un facteur confondant, et la mesure de I'expansion au sein des
lymphocytes circulants est trop instable (Fournier et al. 2019).

Le mosaicisme d’expression de I'expansion est encore plus complexe puisque le
nombre de répétitions est également variable d’'une région cérébrale a l'autre. Ce
mosaicisme du SNC pourrait expliquer I'nétérogénéité clinique observée entre les

patients mais elle n’est pas correctement comprise (Gitler and Tsuiji 2016).

Chez les patients, les mutations C9ORF72 sont toujours associées a la présence
d’inclusions protéiques TDP-43 mais le lien exact entre ces deux éléments reste élusif.
Les sous-types neuropathologiques précis associés a cette mutation correspondent
aux formes DLFT-TDP-43 de type B (MacKenzie et al. 2013; Snowden et al. 2015).
D’autres stigmates sont associés aux mutations COORF72. En effet, les foci d’ARNs
sens ou anti-sens sont largement distribués le long du SNC des patients porteurs de
mutation CO9ORF72 (Haeusler et al. 2014). Ces foci sont trouvés de facon
prédominante dans les noyaux des neurones des cortex moteur et frontaux, de
'hippocampe, du cervelet, et de la moelle épiniére (Cooper-Knock et al., n.d.). De
fagon occasionnelle, ils peuvent étre présents dans les interneurones et encore moins
fréquemment, ils sont détectés dans les cellules gliales de type astrocytes, microglies
et oligodendrocytes. On trouve des foci dARN sens et des foci anti-sens dans
respectivement 37% et 26% des neurones du cortex frontal. Ils sont colocalisés dans
14% de ces cellules neuronales (Mizielinska et al. 2013; DeJesus-Hernandez et al.
2017).

Les inclusions de DPRs peuvent étre mises en évidence par immunohistochimie,
immunoblotting ou immunoassay. Elles sont positives pour P62 et négatives a TDP-
43 et peuvent correspondre a un ou plusieurs dipeptide (Gendron et al. 2013; Ash et
al. 2013; Zu et al. 2013; K. Mori et al. 2013). Les inclusions de DPRs sont neuronales
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cytoplasmiques, mais peuvent aussi étre localisées au sein des neurites ou encore
étre présentes au stade de pré-inclusions, le marquage est alors diffus dans le
cytoplasme. Plus rarement, des inclusions neuronales intranucléaires et
occasionnellement périnucléaires sont parfois observées (Gomez-Deza et al. 2015a).
Les dipeptides poly-GA dérivés d’ARN sens sont les dipeptides les plus représentés,
suivis par les poly-GP et poly-GR. Ainsi, les DPR dérivés d’ARNs antisens, poly-PA et
poly-PR sont les formes les moins fréquentes. Il est a noter que les poly-GP dérivés a
la fois d’ARN sens et anti-sens sont détectés dans les neurones hippocampiques (Al
2015; Lehmer et al. 2017) (Figure 28).

Figure 28. Foci ARN dans les cerveaux de patient DFT-SLA porteur de mutation COORF72. A et B. Foci antisens
(en vert) et sens (en rouge) présents dans le noyau d’un neurone cortical. C. Inclusion TDP-43 chez un patient
DFT-SLA avec mutation COORF72. D. Inclusion de DPR poly-GA cytoplasmique. Barre d’échelle : 50 um D’aprés
(Balendra and Isaacs 2018).

Sur le plan clinique, il s’agit de la mutation la plus fréquemment associée au variant
comportemental des DFTs, qu’il soit d’origine familiale ou sporadique. A I'IRM,
I'atrophie est atypique comparée aux autres formes de DFT puisqu’elle démarre par le
thalamus (Sha et al. 2012; Whitwell et al. 2015). Physiologiquement, la protéine

C90RF72 semble jouer des roles dans la régulation du flux endo-lysosomal et de
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'autophagie, notamment au sein des cellules de I'immunité innée (Balendra and
Isaacs 2018; Y. Shi et al. 2018).

iv. GENES MINORITAIRES DES DFTs

Des mutations rares associées aux DFTs ont été répertoriées dans les génes suivant :
TARDNA binding protein 43 encoding gene (TARDP), valosin-containing protein
(VCP), chromatin-modifying 2B (CHMP2B), integral membrane protein 2B (ITM2B or
BRI2), tank-binding kinase 1 (TBK1), TATAbox binding protein (TBP), Triggering
receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2) (Rita Jodo Guerreiro et al. 2013;
Rayaprolu et al. 2013) et encore sequestosome 1 (SQSTM1) (Olszewska et al.
2016a).

Toutes ces mutations ne vont pas étre décrites ci-dessous, mais jai choisi de me

focaliser sur quelques genes ayant un intérét particulier dans le cadre de cette these.

Les mutations du gene TARDBP codant la protéine TDP-43 ont été identifiées dans la
population sarde (Quadri et al. 2011). La mutation principale hétérozygote A382T faux
sens (Quadri et al. 2011) semble causer I'accumulation cytoplasmique de TDP-43
(Prasad et al. 2019).

Le géne sequestosome 1 (SQSTML1) est localisé au locus 535 et code la protéine
p62, protéine adaptatrice multifonctionnelle, impliquée dans 'autophagie, et dans la
voie de dégradation du protéasome (Rubino et al. 2012). Des mutations faux-sens
hétérozygotes a transmission dominantes ont été identifié dans les cohortes frangaises
de patients DFT. Ces mutations semblent mener a une perte de fonction de la protéine

gui ne pourra plus se fixer aux protéines ubiquitinylées (Le Ber et al. 2013).

Le géne VCP (valosin-containing protein) codant la protéine du méme nom, impliquée
dans la dégradation protéique, la fusion membranaire, I'activation transcriptionnelle et
'apoptose, a été mis en évidence en 2004 chez les patients DFT et dans d’autres
maladies comme les myopathies et la maladie de Paget (Watts et al. 2004). A I'heure
actuelle, 30 mutations faux-sens (Meyer and Weihl 2014), 19 mutations non-sens
hétérozygotes a transmission autosomique dominante, ont été mises en évidence, et
80% des patients avec mutations VCP ont une histoire familiale de DFT (Saracino et

al. 2018). Les inclusions neuropathologiques strictement associées correspondent aux
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DLFT-TDP de type D (Cairns et al. 2007; I. R. A. Mackenzie, Neumann, Baborie,
Sampathu, Plessis, et al. 2011). Les patients DFT présentent plutdt la maladie aux
alentours de 40 ans avec une forme comportementale prédominante (Meyer and Weihl
2014).

Les mutations faux-sens et non-sens hétérozygotes du gene CHMP2B localisé sur le
chromosome 3p11.2 ont été mises en évidence en 2005 dans une famille danoise avec
DFT comportementale autosomique dominante et un age de début moyen de 55ans
(Skibinski et al. 2005). La protéine CHMP2B appartient a la famille des chromatin-
modifying protein/charged multivesicular body protein (Skibinski et al. 2005; M. Isaacs
et al. 2011) et fait partie du complexe ESCRT-III nécessaire au bon fonctionnement du
trafic endo-lysosomale (Urwin et al. 2010). Les formes neuropathologiques retrouvées
dans les cerveaux de patients DFTs porteurs de ces mutations correspondent aux
DLFT-UPS : Ubiquitine/P62 positives et TDP-43/Tau négatives (Holm et al. 2007;
Rohrer et al. 2009).

Le gene TBK1 est également un géne mineur des DFTs. La fréguence des mutations
hétérozygotes menant a perte de fonctions de TBK1 (Freischmidt et al. 2015a) est
d’environ 1%. Elles ont été reportées premierement dans une cohorte de patients
DFTs belges, ou I'age de début observé de la maladie était plus jeune (63,3 = 7,7 ans)
comparé aux porteurs de mutations COORF72. Les patients porteurs de mutations
TBK1 présentent généralement des déshinibitions, agressivité, syndrémes
psychiatrigues marqués et des syndromes extra-pyramidaux (Olszewska et al. 2016a).
TBK1 est une sérine/Thréonine kinase qui joue des réles essentiels dans la régulation
des réponses inflammatoires (Ahmad et al. 2016). Les patients DFT avec cette
mutation présente une DLFT-TDP (Gijselinck et al. 2015).

b) Génétique de la SLA : des mutations communes ala SLA et
aux DFTs ?

Environ 10% des cas de SLA sont d’origine génétique (Figure 29). La transmission

des mutations est majoritairement autosomique dominante (Majounie et al. 2012).
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Figure 29 Proportions des génes les plus fréquemment mutés dans les cas de SLA familiales et sporadiques en
Europe. D’aprées (Mejzini et al. 2019).

. SOD1

C’est en 1993 qu’a été mis en évidence le premier gene associé a la SLA (Rosen et
al. 1993a) : le géne SOD1 au locus 21g22.1, codant la métalloprotéase du méme nom.
Une méta-analyse récente a mis en évidence la présence de variants pathogénes de
SOD1 dans approximativement 15-30% des formes familiales de SLA et dans moins
de 2% des cas sporadiques de SLA (Zou et al. 2017). A I'heure actuelle, plus de 185
variants pathologiques de SOD1 ont été identifiés (Yamashita and Ando 2015). La
majorité de ces mutations correspond a des mutations faux-sens, le variant D90OA étant
le plus répandu (Felbecker et al. 2010). Le phénotype clinique, la durée de la maladie
et la sévérité peuvent varier de facon conséquente dépendamment des mutations. Une
progression rapide de la maladie ainsi qu’une longévité plus courte ont été constatées
chez les patients avec variant A4V, H43R, L84V, G85R, N86S et G93A (Yamashita
and Ando 2015). En revanche, I'espérance de vie des patients avec mutations G93C,

D90A ; H46R est généralement plus longue (Yamashita and Ando 2015).

Les mutations de SOD1 sont associées a une diminution de I'activité de 'enzyme de
50 a 80% (Rosen et al. 1993a; Deng et al. 1993) menant a I'hypothése que la
pathologie est liée a une diminution de I'activité de SOD1. Cependant, une étude plus
tardive a mis en évidence que la réduction de l'activité dismutase n’était corrélée ni a
la sévérité de la maladie, ni a 'age de début de la maladie, indiquant qu’'un mécanisme
gain de fonction pouvait entrer dans la balance (Cleveland, Laing, and Brown 1995).
Cette derniére supposition a été renforcée par un modéle murin Sod1-knockout ne

présentant pas de phénotype de SLA (Reaume et al. 1996). En effet, I'effet gain de
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fonction pourrait s’expliquer par les mutations qui vont induire des changements
conformationnels et fonctionnels de SOD1. De ce fait, les interactions avec les
protéines cibles se verront modifiées, un mécanisme toxique pourra se mettre en place
suite a la dérégulation ou I'apparition d’activité telles que I'excitotoxicité, le stress
oxydatif, le stress du réticulum endoplasmique, les dysfonctions mitochondriales et la
propagation prion-like de la protéine elle-méme (Hayashi, Homma, and Ichijo 2016).
L’excitotoxicité correspond a la toxicité cellulaire induite par I'accumulation du
neurotransmetteur glutamate (J. W. Olney 1969). Ce neurotransmetteur va sur-activer
les récepteurs au glutamate présents a la membrane post-synaptique neuronale

menant a I'activation intracellulaire de cascades de mort (Starr and Sattler 2018).

Dans la SLA-SOD1, des corrélations génotype-phénotype ont été établie puisque les
signes cliniques du patient sont différents selon la mutation (Juneja et al. 1997). Par
exemple, le variant A4V est associé a une forme agressive de SLA avec un début de
la pathologie touchant les membres périphériques (Juneja et al. 1997). Les patients
homozygotes pour D90A présentent une progression lente de la maladie, avec une
parésie commencant dans les jambes puis remontant progressivement induisant des
symptdmes atypiques comme des troubles de la vessie. Au contraire, les mutations
hétérozygotes D90A sont associées a plusieurs formes de SLA incluant les formes
bulbaires, les formes avec début de la pathologie dans les membres supérieurs et
celles avec commencement dans les membres inférieurs avec progression plus rapide
(H. F. Li and Wu 2016).

ii.  C90ORF72

La mutation correspond a celle décrite dans le chapitre concernant les DFTs. En effet,
plus de 50% des patients SLA porteurs de I'expansion hexanucléotidique développent
également une DFT ou ont une histoire familiale de DFT (Ling, Polymenidou, and
Cleveland 2013). Ainsi, une méme mutation de COORF72 sera responsable soit d’'une
forme pure de DFT, soit d’'une forme pure de SLA, soit d’'une forme mixte de DFT-SLA.
En Europe, cette répétition d’expansion anormale est présente dans 40% des formes
familiales de SLA et dans 7% des formes sporadiques (Majounie et al. 2012).
Cependant, I'observation des fréquences de I'expansion au sein de différentes
populations a permis de mettre en évidence un effet fondateur. En effet, en Finlande,

'expansion COORF72 a été trouvé dans 61% des patients avec SLA familiale et 19%
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des patients avec SLA sporadique (Majounie et al. 2012). Mais, plus on s’éloigne de
la Scandinavie, plus la fréquence est faible. Ainsi, dans le nord de I'’Angleterre les
expansions C9ORF72 sont présentes chez 43% des patients avec SLA a histoire
familiale et 7% des patients avec SLA sporadique (Cooper-Knock et al. 2012). En
Allemagne, 22% des patients SLA avec histoire familiale (Majounie et al. 2012) portent
I'expansion alors qu’au Japon ce pourcentage baisse a 3,4% (Konno et al. 2013). En
Amérique du Nord, la fréquence d’apparition de I'expansion est comparable a celle
des populations européennes et a été reportée chez 36% des patients avec SLA
familiale et 6% des SLA sporadiques (Cooper-Knock et al. 2015).

Concernant la présentation cliniqgue, les patients SLA porteurs de la mutation
C90RF72 présentent plus de formes bulbaires (44% des formes totales) que les
patients SLA non porteurs (25% des formes totales) et la maladie se déclare en

moyenne 2 a 5 ans plus tét (Ling, Polymenidou, and Cleveland 2013).

Pour l'aspect neuropathologique, tout comme dans la plupart des autres formes de
SLA, des corps de Bunina, des inclusions p62 ou TDP-43 neuronales cytoplasmiques
sont prédominantes dans le cortex moteur et la corne antérieure de la moelle épiniére
des patients (Saberi et al. 2015). Cela accompagné par une mort des neurones
moteurs. Cependant, ces cas de SLA ou de DFT-SLA avec mutations C9ORF72 sont
associées a une protéinopathie TDP-43 particuliere car en plus des zones corticales
motrices, elle peut étre localisée dans le cervelet et dans I'hippocampe des patients
(MacKenzie et al. 2013). Des inclusions p62 et ubiquitine positives mais négatives a
TDP-43 ont été trouvées dans les cellules pyramidales de la couche Ill du cortex
cérebelleux et dans I'hippocampe de certains patients (MacKenzie et al. 2013). Ces
pathologies protéiques dans les régions extramotrices qu’on ne pensait pas atteintes
dans la SLA pendant longtemps, ont été décrites premierement dans la DFT et DFT-
SLA, puis dans la SLA avec expansion C9ORF72 (Hsiung et al. 2012). Comme
précédemment expliqgué, des DPRs identiques a ceux présentés dans le chapitre des
DFT, peuvent aussi étre trouvés dans les inclusions P62 et ubiquitine positives mais
TDP-43 négatives. Et des inclusions nucléaires de foci d’ARN sont aussi associées a
la SLA ou DFT-SLA avec mutations C9ORF72 (Mann et al. 2013).
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iii.  FUS

En 2009, des mutations ont été mises en évidence dans le gene de Fused in Sarcoma
(FUS), lié aux formes familiales de maladie du motoneurone (Vance et al. 2009).Des
inclusions de la protéine FUS codée par ce méme gene ont été mises en évidence
dans des cerveaux post-mortem de patients SLA (Kwiatkowski et al. 2009; Vance et
al. 2009).

Ces mutations FUS sont causales dans 4-5% des formes familiales de SLA et dans
guelques cas de SLA sporadiques (Deng et al. 2010). Plus de 50 variants
pathologiques de FUS a transmission autosomique dominante ont été identifiées chez
les patients SLA (Vance et al. 2009). La majorité correspond a des mutations faux-
sens, bien qu'il y ait de rares cas d’insertion, délétions, épissage et mutations non-
sens qui ont été reportées (Kwiatkowski et al. 2009). Plusieurs de ces variants
pathologiques sont situés au niveau du signal de localisation nucléaire au sein de la
séquence peptidique. Ce qui conduit a une redistribution de la protéine dans le
cytoplasme et a des effets perte de fonction nucléaire et gain de fonction
cytoplasmique (Vance et al. 2013). D’autres variants sont situés dans les régions
riches en glycine et arginine, dans le domaine prion-like ou au niveau 3'UTR. Ces
variants vont ainsi augmenter certaines propriétés de la protéine a former des agrégats
solides (Nomura et al. 2014; Mejzini et al. 2019). Ces mutations sont associées a un

début précoce de la pathologie et a des formes de SLA juvéniles (Baumer et al. 2010).

iv. TARDBP

En 2008 des mutations a transmissions dominantes dans le géne TARDBP ont été
identifiées comme causes primaires de SLA, mettant en évidence I'implication de TDP-
43 dans la neurodégénérescence (Gitcho et al. 2008b; Kabashi et al. 2008;
Sreedharan et al. 2008; Van Deerlin et al. 2008; Yokoseki et al. 2008). Depuis, plus de
48 variants de TARDBP ont été associés a la SLA (Lattante, Rouleau, and Kabashi
2013). La plupart des mutations de TARDBP sont localisées dans I'exon 6, codant la
région Carboxy-terminale hautement conservée du transcrit. Cette derniére permet
l'interaction de TDP-43 avec d’autres ribonucléoprotéines et est impliquée dans la
régulation de I'épissage des pré-ARNm (Buratti et al. 2005; M. Neumann et al. 2006)
(Figure 30). Aucune corrélation entre la localisation des mutations et 'dge de début de

la maladie ou I'espérance de vie des patients n’a été établie.
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Figure 30. Localisation des mutations dans la séquence TARDBP. D’apres (I. R. A. Mackenzie and Rademakers
2008).

Une analyse de population a grande échelle basée sur I'étude de TARDBP a permis
d’identifier 16 mutations faux-sens chez 19 patients SLA n’ayant aucune affiliation.
Parmi elles, 8 mutations ont été relevées chez des patients avec SLA familiale, alors
gue les 8 autres ont été trouvé chez des patients SLA sporadique (Mentula et al. 2012).
Les mutations de TARDBP ne sont pas strictement associées a la population
caucasienne car elles ont également été mises en évidence dans des familles
asiatiques (Sreedharan et al. 2008).

La fréquence des mutations TARDBP dans la SLA est comprise entre 1 et 6% (. R. A.
Mackenzie and Rademakers 2008). Des études dans lesquelles les populations SLA
sporadiques et familiales ont été comparées, ont montré que la fréquence de TARDBP
dans ces deux cohortes était comparable (Kabashi et al. 2008; Sreedharan et al.
2008). Cependant, une autre étude réalisée sur les formes de SLA sporadiques
européennes n’a pas mis en évidence de mutations de TARDBP (Rita J. Guerreiro et
al. 2008) et d’autres études encore, n’ont permis la découverte de mutations TARDBP
gue dans les formes familiales de SLA (Van Deerlin et al. 2008; Yokoseki et al. 2008;
Gitcho et al. 2008b). Ces données sont encore discutées. Le phénotype clinique
associé aux mutations TARDBP ressemble aux formes classiques de SLA adulte.
L’age de début moyen des individus porteurs de la mutation est d’environ 56 ans et la
durée moyenne de la maladie est de 4 ans (Gitcho et al. 2008b; Kabashi et al. 2008;
Sreedharan et al. 2008; Yokoseki et al. 2008; Van Deerlin et al. 2008). Cependant,
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méme au sein d'une méme famille, 'age de début varie significativement, suggérant
que des facteurs génétiques additionnels et environnementaux vont déterminer
'expression de la mutation TARDBP. La part des formes bulbaires associées a la
mutation est de 33 % et 67% des porteurs développent des formes spinales de SLA
(Traynor et al. 2000; Zoccolella et al. 2006), ce qui correspond a une distribution
comparable aux patients SLA non porteurs de la mutation TARDBP.

Sur un plan neuropathologique, les patients avec mutations TARDBP présentent des
inclusions neuronales et oligodendrocytaires TDP-43 positives dans les cellules de la
corne antérieure de la moelle épiniére et dans d’autres régions du SNC (Yokoseki et
al. 2008; Van Deerlin et al. 2008). Des observations post-mortem semblent indiquer
que la présence de pré-inclusions TDP-43 et de formes pathologiques clivée de 25
KDa est accrue dans les cas de SLA avec mutations TARDBP par rapport aux autres
cas de SLA avec inclusions TDP-43 (Yokoseki et al. 2008; Van Deerlin et al. 2008).

v. GENES MINORITAIRES DE LA SLA

Nous avons précédemment évoqué les génes principaux de la SLA, mais d’autres
mutations ont également été mises en évidence dans des formes minoritaires de SLA.
De rares cas de SLA existent également avec mutations dans les génes TANK-binding
kinase-1 (TBK-1) (Cirulli et al. 2015), valosin containing protein (VCP) (J. O. Johnson
et al. 2010), ubiquilin-2 (Deng et al. 2011), cyclin-F (K. L. Williams et al. 2016), et
optineurin (Maruyama et al. 2010), et bien d’autres. Les mutations des génes
précédemment cités dans le chapitre « genes minoritaires des DFTs » peuvent étre
identiques dans les DFTs et la SLA. Cest par exemple le cas des mutations
hétérozygotes menant a des pertes de fonctions de TBK1 (Cirulli et al. 2015).

Toutes les mutations ne peuvent pas étre décrites dans ce chapitre, mais les génes
connus dans les formes familiales de SLA sont résumés dans le tableau ci-dessous
(Figure 31).
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Figure 31. Tableau listant les genes impliqués dans la SLA (liste non exhaustive). D’apres (Toth and Atkin 2018).

Les mutations hétérozygotes faux-sens du gene sequestosome 1 (SQSTM1) codant
la protéine p62 ont été mises en évidence dans la SLA en 2011 (Fecto et al. 2011).
Cette méme année ont été découvertes des mutations du géne UBQLN2 codant

'ubiquilin-2, autre protéine jouant un réle dans les mécanismes de dégradation. Les
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mutations SQSTM1 (a transmission autosomale dominante) (Fecto et al. 2011) et
UBQLNZ2 (a transmission dominante et pouvant étre liées a I'’X) peuvent étre associées
aux formes pures de SLA mais également aux formes mixtes de DFT-SLA (Deng et
al. 2011). Ces mutations peuvent déréguler les voies de dégradation protéiqgue comme
I'autophagie ou dans la voie de I'ubiquitine-protéasome (Kleijnen et al. 2000).

D’autres mutations ont été mises en évidence dans le géne codant I'optineurine
(OPTN). Ce gene a premierement été mis en évidence chez des patients avec
glaucome. Les mutations du géne OPTN ont été identifiées chez 0,3% des patients
SLA a forme sporadique et 1,5% des patients a formes familiales. Trois types de
mutations perte de fonctions de OPTN sont associés a la SLA: une délétion
homozygote de I'exon 5, une mutation non-sens homozygote Q398X et une mutation
faux-sens hétérozygote E478G dans le domaine de liaison a l'ubiquitine (Maruyama et
al. 2010). Ces mutations peuvent ainsi avoir des effets perte de fonction. L’optineurine
est une protéine ubiquitaire jouant des réles dans la réponse inflammatoire,

I'autophagie, la maintenance du Golgi, et le transport vésiculaire (Toth and Atkin 2018).

C.Hypotheses concernant les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les DFTs, DFT-
SLA et SLA

De nombreuses publications ont mis en évidence les voies cellulaires impliquées dans
la pathogénese de la SLA. Celles-ci sont nombreuses (Ragagnin etal. 2019; Balendra
and Isaacs 2018; J. P. Taylor, Brown, and Cleveland 2016). Elles concernent par
exemple le métabolisme des ARNS, le transport nucléo-cytoplasmique et des défauts
de la protéostase. En effet, les fonctions de dégradation lysosomales et le systéme
ubiquitine-protéasome peuvent étre défectueux (Maharjan et al. 2017; Ruegsegger
and Saxena 2016). De plus, plusieurs modes de trafic vésiculaires sont défaillants
dans la SLA, incluant le transport RE-Golgi (Soo et al. 2015) et le transport axonal (De
Vos and Hafezparast 2017). La voie nucléocytoplasmique peut, elle aussi étre
perturbée (H. J. Kim and Taylor 2017). Des mécanismes biologiques défaillants ne
concernant que les cellules neuronales peuvent aussi étre mis en place tels que I'hypo-
excitabilité et hyper-excitabilité, I'excitotoxicité au glutamate, et des défauts de
connexion synaptique (Fogarty 2018). Dans ce chapitre nous allons revenir sur

différentes hypotheses concernant certains mécanismes biologiques cellulaires et
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moléculaires, pouvant étre impliqués dans les DFTs, DFT-SLA ou SLA. Nous nous
focaliserons essentiellement sur les hypotheses faisant intervenir les génes majeurs
des DFTs, DFT-SLA et SLA : MAPT/ FUS / TARDBP/ SOD1 / C90RF72 /| GRN mais
nous évoquerons également quelques hypotheses impliquant les genes minoritaires.
Il est a noter que pour les paragraphes s’intéressants aux hypothéses impliquant les
genes TARDBP et FUS, je ne me suis pas limitée a ces mutations mais je me suis
intéressée a l'impact d’'un dysfonctionnement des protéines codées par ces deux
génes. C’est-a-dire aux hypothéses au sens large concernant les neuropathologies
TDP-43 et FUS associées également a d’autres mutations comme celles de COORF72

par exemple.

1. A chaque gene ou protéine, son hypothése

a) FUS

La majorité des mutations causales identifiees dans le gene FUS dans des formes
familiales de SLA (Kwiatkowski et al. 2009; Vance et al. 2009; Da Cruz and Cleveland
2011) sont localisées dans le domaine C-terminal, notamment dans la séquence de
localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Sequence). Elles résultent en la
localisation cytoplasmique anormale de FUS. Cette relocalisation peut alors perturber
les fonctions physiologiques nucléaires de la protéine et promouvoir a la fois une perte
de fonction nucléaire et un gain de fonction cytoplasmique (Orozco et al. 2012; Qiu et
al. 2014; Hoell et al. 2011). L’origine de la pathogénése est encore débattue. Elle
pourrait étre dépendante soit de la perte de fonction nucléaire, soit du gain de fonction
cytoplasmique de FUS, soit des deux. Différents modéles d’étude présentés ci-
dessous, ont été développés pour tenter de répondre a cette question.

Un modéle murin FUS Knock-out homozygote a été développé en 2015. Les souris
peuvent vivre jusqu’a I'age adulte et ne montrent pas de phénotype évocateur de la
SLA (Kino et al. 2015). Cela suggére que la perte de fonction de FUS n’est pas
suffisante a elle seule pour causer la maladie (Kino et al. 2015). Ce résultat a été
supporté par le développement de nouveaux modéles FUS Knock-out conditionnels
spécifigues aux neurones moteurs de la souris. Ces modéles murins ne montrent
aucun signe de perte de neurones moteurs ou de dénervation (Sharma et al. 2016).

Cependant ces résultats sont contradictoires a ceux obtenus dans un modéle
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drosophile FUS knock-down, dans lequel une dégénérescence neuronale et des

défauts de locomotion ont été observés (Sasayama et al. 2012).

L’effet perte de fonction de la mutation est associée a une diminution d’expression de
la protéine FUS au sein du noyau, alors que I'effet de gain de fonction cytoplasmique
est di a sa relocalisation anormale cytoplasmique. La protéine FUS mutée est
délocalisée dans le cytoplasme au sein de granules de stress. Cela a été mis en
évidence dans les lignées cellulaires mammiféres et dans des neurones primaires de
rongeurs (Bosco et al. 2010; Dormann et al. 2010; Ito et al. 2011; Bentmann et al.
2012; Baron et al. 2013; Lenzi et al. 2015; Kuang et al. 2017). Au sein de granules de
stress, les interactions de la protéine avec ses ARNs cibles pourront étre modifiées
(Walsh et al. 2015). Des altérations d’expression de génes et d’épissage des ARNs
ont notamment été relevés dans des cas de localisation cytoplasmique de la protéine
(Scekic-Zahirovic et al. 2016). Appuyant I'hypothése que la perte de fonction de FUS
contribue a la neurotoxicité, dans un modele de cellules neuronales murines in vitro et
grace a des analyses de séquencage ARN, il a été mis en évidence que le mutant FUS
R495X présentait un profil génomique altéré. Cela était associé a un profil
mitochondrial perturbé et une taille réduite de ces dernieres. Ce profil pourrait étre
causé par une liaison altérée entre FUSR4%X et ses ARNSs cibles puisque la mutation
R495X résulte en la perte compléte du NLS (Bosco et al. 2010; Waibel et al. 2010).

Quelgues preuves expérimentales ont montré que la neurotoxicité pouvait étre
causée par les agrégats FUS dans la SLA. En effet, un modéle transgénique murin
surexprimant la protéine FUS sauvage humaine développe un phénotype agressif de
neurodégénérescence et une accumulation cytoplasmique de FUS (Mitchell and
Borasio 2007). En accord avec ce résultat, un autre modéle murin transgénique
exprimant un variant de FUS pouvant s’auto-agréger et perdant la capacité de
reconnaitre et de se lier aux ARNSs, développe un phénotype moteur sévere corrélé a
une accumulation de FUS cytoplasmique (Shelkovnikova et al. 2013; Robinson et al.
2015). Une accumulation seule de protéines solubles au sein du cytoplasme sans
formation d’agrégat, suffit a induire une neurodégénérescence dans différents
modeles murins (Huang et al. 2011; Scekic-Zahirovic et al. 2016; Sharma et al. 2016).

Cependant ces modéles sont discutables puisque I'accumulation de la protéine FUS

84



dans le cytoplasme est associée a une perte nucléaire. L’effet neurotoxique est donc
également accompagné d’une perte de fonction nucléaire de la protéine FUS.

La surexpression de FUS wild-type chez les rongeurs, ou la drosophile induit & elle-
seule une neurotoxicité (Mitchell and Borasio 2007; Huang et al. 2011; Y. Chen et al.
2011). Le mutant FUS cause également la dégénérescence des neurones moteurs
chez la souris (Sharma et al. 2016). Apres surexpression de FUS mutante dans des
cellules HEK293T, le profil génomique observé se rapproche du profil obtenu aprés
surexpression de la protéine FUS wild-type dans des cellules plutét que d’'un knock-
down de la protéine (Van Blitterswijk et al. 2013). La protéine FUS wild-type ne rétablie

pas le phénotype d’'un nématode C. elegans mutant FUS (Murakami et al. 2012).

Un modele murin transgénique surexprimant la protéine mutante FUSR5216 présente
une arborisation dendritique considérablement réduite dans les neurones spinaux et
neurones corticaux des couches V-V (Sephtona et al. 2014). Des changements
similaires ont été observés dans un modele transgénique murin exprimant la protéine
FUS déplétée de son domaine NLS (Shiihashi et al. 2017). Une diminution du nombre
d’épines dendritiques dans le cortex frontal et une diminution d’expression de protéine
synaptique ont été reportées (Shiihashi et al. 2017). De méme, le knock-down de FUS
dans les neurones primaires hippocampaux murins méne a une diminution de la
densité des épines et de leur maturité et entraine la réduction d’expression synaptique
des protéines post-synaptiqgues PSD-95 (Post-synaptic density protein 95) et de son
interacteur SynGAP (Yokoi et al. 2017). Ainsi, la mutation de FUS résultera a la fois
en la perte de fonction nucléaire et d’'un gain de fonction cytoplasmique. Il est a I'heure
impossible de dissocier ces deux effets afin de mieux comprendre l'origine de la
pathogénese. Cependant, FUS semble induire une neurotoxicité par ses interactions
modifiees avec des protéines importantes pour le fonctionnement neuronal, comme

les protéines synaptiques (Yokoi et al. 2017).

b) TDP-43

Dans ce paragraphe, je me suis intéressée aux hypothéses concernant les
protéinopathies TDP-43 non uniquement associées aux formes génétigues TARDBP.

Cela parce que les inclusions TDP-43 représentent les inclusions majoritaires de DFT,
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SLA et DFT-SLA, alors que les mutations de TARDBP sont retrouvées dans quelques
cas minoritaires de DFT et dans des cas un peu plus nombreux de SLA (voir chapitre
génétique). L’identification de mutations TARDBP dans la SLA a apporté d’'importants
indices quant au mécanisme pathogénique impliqué dans les protéinopathies TDP-43.
En effet, le cluster de mutations dans I'exon 6 codant le domaine C-terminal, suggere
que ces mutations perturbent les interactions protéine-protéine de TDP-43, affectent
son transport par le pore nucléaire ou influencent son activité de répresseur de la
transcription (Kabashi et al. 2008; Sreedharan et al. 2008). De facon similaire a
d’autres pathologies neurodégénératives caractérisées par I'accumulation de
protéines mal conformées, la question se pose alors quant a la nature de la
pathogénése : est-elle dépendante de la perte de fonction de la protéine agrégée, du
gain de fonction toxique d0 a la présence des agrégats, ou des deux (I. R. A.

Mackenzie and Rademakers 2008) ?

La localisation anormale de TDP-43 dans le cytoplasme des neurones DFT et SLA,
indépendamment de la présence de mutations de TARDBP, pourrait contribuer a la
pathogénése par perte de fonction nucléaire ou gain de fonction cytoplasmique de
TDP-43 (Strong et al. 2007a; I. F. Wang et al. 2008) (Figure 32).

Figure 32. Délocalisation anormale de TDP-43 du noyau au cytoplasme, dans un neurone moteur de moelle
épiniere d'un patient SLA. D’aprés (Feneberg et al. 2018).

L’hypothése perte de fonction de TDP-43, protéine de liaison a 'ARN, suggeére
que si la protéine est relocalisée au sein du cytoplasme, elle n’est alors plus capable

d’exercer ses fonctions physiologiques au sein du noyau (Figure 33).
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Figure 33. Schématisation des effets perte et gain de fonction de TDP-43. D’aprés (Vanden Broeck, Callaerts,
and Dermaut 2014).

Supportant cette idée, une déplétion de TDP-43 dans des cellules HelLa par siRNA
induit une morphologie nucléaire altérée (structure de I'hétérochromatine et taille
nucléaire anormale) et une augmentation de I'apoptose (Ayala, Misteli, and Baralle
2008). Dans d’autres modeles, comme la drosophile ou dans des neurones moteurs
dérivés d’IPS de patients SLA avec mutations TARDBP, une diminution d’expression
de TDP-43 est corrélée a une expression réduite des microARNs (Z. Zhang et al.
2013a). Cela suggere un lien étroit entre perte de fonction de TDP-43, trouble du
meétabolisme des ARNSs et altération des ARNs extincteurs de génes dans la SLA. Au
sein du SNC, les microARNs contribuent a la maintenance des jonctions
neuromusculaires (G. Valdez et al. 2014). C’est par exemple le cas du mir-206 qui est
essentiel pour des mécanismes de réinnervation (A. H. Williams et al. 2009). Les
neurones moteurs pourraient étre spécifiguement sensibles a des perturbations dans
la biogénése des microARNSs. De facon intéressante, une diminution de la régulation
des microARNs a été reportée dans les neurones moteurs de patients avec SLA
sporadique (Emde et al. 2015). De plus, I'expression des ARNs régulateurs est
toujours et de fagon conséquente, altérée dans les sérums de patients SLA (Cloutier
et al. 2015).
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La localisation cytoplasmique et 'agrégation de TDP-43 peuvent étre associés a un
dysfonctionnement du transport nucléocytoplasmique. En effet, la composition des
agrégats et leur distribution au cours de la maladie reste inconnue, mais une étude a
permis, par une technique appelée BiolD, d’identifier les interactomes de TDP-43 au
sein des agrégats insolubles et résistants au détergent (Chou et al. 2018a). Ainsi, il est
avéré que les agrégats TDP-43 sont enrichis en protéines ayant des roles dans la
constitution des pores nucléaires ou dans le fonctionnement du transport
nucléocytoplasmique (Chou et al. 2018a). De plus, dans des modeles de cultures
primaires de neurones corticaux murins, de fibroblastes humains et de neurones
dérivés d’IPS, il a été démontré que les agrégats ou les protéines mutantes TDP-43
induisaient une localisation anormale des nucléoporines et facteurs de transport
nucléocytoplasmique (Chou et al. 2018a). De plus, ils interférent avec les protéines
nucléaires d’'import et d’export de ’'ARN (Chou et al. 2018b).

Un stress cellulaire peut aussi perturber le transport nucléocytoplasmique en localisant
des facteurs protéiques cruciaux pour le bon fonctionnement de ce transport au sein
de granules de stress, ou dans des complexes associant ARNs et protéines,
maintenant connus comme jouant un réle dans la pathogénese de la SLA. Si
'assemblage des granules de stress est inhibé en diminuant, par exemple I'expression
de lataxin-2, alors les défauts de transports nucléocytoplasmiques ainsi que la
neurodégénérescence associée aux DFT/SLA avec mutations COORF72 se trouvent
eux aussi diminués. Cela met en évidence un lien entre granules de stress et transport
nucléocytoplasmique (Chou et al. 2018b; K. Zhang et al. 2018).

L’agrégation nucléaire de TDP-43 est également constatée dans de cas plus rares de
DFT (DLFT-type D voir p52). Les agrégats nucléaires de TDP-43 sont principalement
associés aux mutations du géne VCP (Forman et al. 2006). Le lien entre la mutation
VCP et I'agrégation nucléaire de TDP-43 est encore peu comprise mais un défaut du
transport nucléocytoplasmique semble étre une piste d’étude intéressante (Archbold
et al. 2018). En effet, in vitro 'agrégation nucléaire de TDP-43 est reproduite lors d’'une
délétion de la séquence d’export nucléaire (NES) (Winton et al. 2008). De plus, les
protéines VCP et TDP-43 interagissent ensemble (Freibaum et al. 2010). VCP pourrait
jouer un réle dans le transport nucléocytoplasmique de TDP-43 (Ritson et al. 2010).

Comme la protéine VCP est localisée dans le noyau lorsqu’elle est mutée, nous
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pouvons extrapoler que celle-ci ne permettra plus la localisation cytoplasmique de
TDP-43.

La séquestration de TDP-43 dans les inclusions cellulaires peut induire un gain de
fonction toxique indépendant du role biologique de TDP-43. Une étude dans laquelle
TDP-43 est surexprimée dans la levure laisse a penser que seules les formes
agrégées de TDP-43 sont toxiques (B. S. Johnson et al. 2008). La propagation de la
protéinopathie TDP-43 dans les DFTs et SLA dans différentes zones cérébrales, a
partir d’'un point focal est associée a une diversification symptomatique (Brettschneider
et al. 2014). Cela suggére que la pathogénése est liée a 'accumulation de TDP-43
mais aussi que I'évolution de maladie est liée a la transmission protéique de TDP-43
de cellule en cellule (Mejzini et al. 2019; Ravits, Paul, and Jorg 2007; Brettschneider
et al. 2013; Nonaka et al. 2013; Mompean, Romano, et al. 2016) (Figure 34).
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Figure 34. Développement de la protéinopathie TDP-43 au cours du temps dans les cas de DFTs et de SLA.
D’aprés (Burrell et al. 2016).




Le caractere “prion-like” de la protéine TDP-43 a été mis en évidence in-vitro
(Smethurst et al. 2016). La propagation de TDP-43 découle en la formation d’agrégats
insolubles comportant des protéines TDP-43 phosphorylées qui récapitulent la
diversité morphologique des inclusions TDP-43 détectées dans le SNC de patients
DFT/SLA. Cette réaction peut étre propagée en série pour produire une grande
proportion de TDP-43 phosphorylée, et ces agrégats peuvent se répandre de cellule
en cellule, de facon similaire a ce qui est observé dans les maladies a prions (Figure
35) (Maniecka and Polymenidou 2015).

Figure 35. Mécanisme moléculaire de transmission "prion-like". A. Amplification de la transmission prion-like par
contact et transformation d’'une protéine native en protéine pathologique. B. Les protéines prion-like pourraient
commencer a s’agréger et a se répandre au sein de granules de stress. D’aprés (Maniecka and Polymenidou 2015).

En culture, les protéines TDP-43 recombinantes peuvent s’agréger spontanément
(Furukawa et al. 2011), et les agrégats TDP-43 extraits des cerveaux de patients SLA
et DLFT-TDP43 peuvent aussi se propager de cellule en cellule SH-SY5Y (Nonaka et
al. 2013). En plus de leurs capacités de propagation, les espéeces protéiques TDP-43
extraites directement du SNC humain et ajoutées sur des cellules en culture, induisent
une toxicité cellulaire et un dysfonctionnement du protéasome (Nonaka et al. 2013).
lls résistent a la chaleur, a la dénaturation et aux protéases (Nonaka et al. 2013). De
plus, Feiler et al. (2015) ont confirmé que les espéces oligomériques de TDP-43
pouvaient se transmettre de cellules en cellules par I'espace trans-synaptique (Feiler
et al. 2015).

TDP-43 a été détectée dans les vésicules exosomales secrétés des cellules Neuro2a
et dans les cultures primaires neuronales, mais pas dans les populations astrocytaires

ni microgliales (Iguchi et al. 2016).
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Les vésicules exosomales (ou exosomes) sont des veésicules extracellulaires
sécrétées d’'une taille de 30 a 100nm. Les vésicules extracellulaires regroupent les
exosomes et les microvésicules qui ont une taille plus grande (>1000nm) (Hill 2019;
Raposo and Stoorvogel 2013; Brundin, Melki, and Kopito 2010) (Figure 36).

Figure 36. Transmission possible des protéines associées aux DFT/SLA par la voie de sécrétion de vésicules
extracellulaires. 1) Les endosomes multivésiculaires (MVE) et exosomes se fixent sur la membrane de la cellule
cible. 2) Les vésicules fusionnent avec la membrane plasmatique.3) ou sont endocytées. 4) les vésicules
endocytées peuvent fusionner avec un compartiment interne. D’apres (Raposo and Stoorvogel 2013).

Il a été démontré que I'agrégation protéique et I'inhibition de I'autophagie sont des
facteurs promouvant la sécrétion exosomale de TDP-43 (lguchi et al. 2016). Si des
cellules Neuro2a sont exposées a des exosomes de cerveaux de patients SLA, une
redistribution cytoplasmique de TDP-43 est constatée, mais elle n’a pas lieu quand il
s’agit de vésicules extraites de cerveaux contréles (Iguchi et al. 2016). Ainsi, cela
laisse a penser que les vésicules extracellulaires peuvent jouer un réle dans la
propagation de la protéinopathie TDP-43. Cette sécrétion vésiculaire servirait de
mécanisme de clairance des protéines pathologiques. En effet, I'inhibition de la
sécrétion par GW4869, un inactivateur de la sphingomyeélinidase 2 qui bloque ainsi la
biogénése et la libération des exosomes matures a partir des corps multivésiculaires
(MVB) (Essandoh et al. 2015), provoque la formation d’agrégats de TDP-43 dans les
cellules Neuro2a. De plus, I'administration de cette méme drogue dans un modéle
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murin transgénigue exprimant la protéine TDP-43 humaine mutante TDP-434315T
intensifie le phénotype (Iguchi et al. 2016).

Une autre étude, grace au développement d’une technique de complémentation
permettant la quantification des espéces TDP-43 oligomériques consistant en la fusion
de TDP-43 et d’'une partie de la luciférase Gaussia princeps en position N-terminale
ou C-terminale (I'activité de la luciférase est alors reconstituée quand TDP-43
s’oligomérise ou s’agrége) a permis de mettre en évidence la présence d’oligomeres
TDP-43 dans les vésicules extracellulaires sécrétées par des cellules HEK-293 co-
transfectées par les constructions précédentes. Il a aussi été montré que les especes
oligomériques TDP-43 au sein des vésicules étaient préférablement acceptées par les
cellules et étaient également plus toxiques par rapport aux espéces libres solubles
(Feiler et al. 2015).

Plusieurs études suggerent que les exosomes contribuent a la propagation des
protéines pathologiques dans des maladies neurodégénératives (Fevrier et al. 2004,
Rajendran et al. 2006; Asai et al. 2015). La facon dont les exosomes participent a la
propagation de TDP-43 n’est cependant pas encore bien comprise. TDP-43 a été
détectée dans les fractions exosomales de cellules en culture (Nonaka et al. 2013;
Feiler et al. 2015) et dans le LCR humain (Feneberg et al. 2018; Ding et al. 2015). Un
modéele de culture cellulaire avec LCR a été développé dans le but de disséquer les
mécanismes d’agrégation et de propagation de TDP-43 (Ding et al. 2015). Les
vésicules exosomales présentes dans le LCR de patients DFT-SLA sont enrichis en
fragments C-terminal de TDP-43. La relocalisation ainsi que I'agrégation intracellulaire
de TDP-43 est induite dans les cellules humaines de gliome U251 apres exposition au
LCR de patients DFT-SLA mais pas au LCR de patients SLA ni de contréle.
L’incubation de ce LCR avec les cellules induit par ailleurs le développement a la fois
d’exosomes mais aussi de structures membranaires s’apparentant a des nanotubes
nécessaires a la propagation des agrégats TDP-43 entre les cellules. Cela met en
évidence que parallélement a une transmission des protéines pathologiques par
sécrétion vésiculaire, une transmission directe de TDP-43 entre les cellules, par

nanotubes est aussi possible (Ding et al. 2015).
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c) SOD1

Les mutations de SOD1 dans la SLA ont été mises en évidence en 1993 (Rosen et al.
1993b). Celles-ci sont localisées dans les régions exoniques, suggérant que l'effet
toxique est d0 a une dysfonction de I'enzyme entrainant alors I'apparition d’'un stress
oxydatif exacerbé et 'accumulation de radicaux superoxydes toxiques (Rosen et al.
1993a; Pansarasa et al. 2018).

Cependant le mécanisme pathologique semble beaucoup plus complexe que cela. En
effet, des modéles murins transgéniques exprimant le géne Sod1 porteur de mutations
associées aux formes familiales de SLA : G93A, G37R ou G85R ont permis de
démontrer qu’une perte progressive des neurones moteurs n’était pas forcément
associée a une activité enzymatique de SOD1 réduite, puisque celle-ci était plutét
inchangée voire augmentée (Wong et al. 1995; L. I. Bruijn et al. 1997). De plus, le fait
d’abolir ou de surexprimer SOD1 wild-type chez ces souris, n’affecte en rien la
progression du phénotype pathologique (Lucie I. Bruijn et al. 1998).

Ainsi la protéine SOD1 mutante aurait des fonctions toxiques envers les neurones
moteurs indépendamment d’une diminution de [lactivité enzymatique. Cette
neurotoxicité pourrait alors étre dépendante d’une augmentation du stress oxydatif,
d’'une accumulation d’agrégats intracellulaires, de dysfonctions mitochondriales, d’'un
transport axonal altéré et d’'une excitotoxicité au glutamate (Rothstein 2009). Les
différents mécanismes par lesquels SOD1 pourrait induire ces dysfonctions sont

décrits ci-apres.

Physiologiquement, SOD1 converti les anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne.
Les mutations de SOD1 vont induire des changements conformationnels de la
protéine. Le site actif de I'enzyme sera alors exposé a des substrats non
conventionnels (Beckman et al. 1993; Cleveland and Rothstein 2001). L’enzyme
SOD1 mutée convertirait alors le peroxyde d’hydrogéne en radicaux hydroxyle ou en
peroxynitrite (Wiedau-Pazos et al. 1996). Ces radicaux entraineraient des dommages
oxydatifs a I'origine d’'une mort neuronale par apoptose (Wiedau-Pazos et al. 1996). La
production de ces espéces anormales a été remarquée chez la souris SOD1G9A

parallelement au développement du phénotype SLA (Kabashi et al. 2008).
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Le gain de fonction toxique de SOD1 pourrait étre directement lié & son agrégation au
sein des neurones moteurs (Cleveland and Rothstein 2001; Boillée, Vande Velde, and
Cleveland 2006). Des modeles murins transgéniques porteurs de mutations
SOD16G%A SOD1M26Z présentant des phénotypes SLA tardifs ont chacun été croisé
avec des souris surexprimant le transgéne hwtSOD1 ne présentant pas de phénotype
SLA (Deng et al. 2006). Les souris doubles transgéniques résultantes ont présenté un
phénotype moteur exacerbé ainsi qu’une espérance de vie limitée. D’autres modéles
murins (SOD1A4V) ne développant de phénotype SLA avant 2ans, ont été croisées
avec ces mémes souris hwtSOD1. De facon intéressante, les souris doubles
transgéniques SOD1A4V/hwtSOD1 ont développé un phénotype SLA-like. Des
agrégats de protéines SOD1 insolubles ont été observés dans la moelle épiniere des
souris SOD1A4V/hwtSOD1 alors que qu’ils ne sont pas présents dans la moelle des
souris SOD1A4V. La présence de ces agrégats corrélée au développement d’un
phénotype SLA-like dans ce modéle murin, semble montrer que I'agrégation protéique
joue un réle important dans la pathogénése (Deng et al. 2006). Appuyant cette idée,
des injections focales d’homogénats de moelle épiniére de souris SOD1G%A paralysée
ont été réalisées chez une souris nouveau-née SOD1G8-RYFP. Des inclusions SOD1
insolubles et détergent-résistantes ont été observées dans la moelle épiniere des
souris injectées. De plus, elles développent un phénotype SLA-like a 6 mois, alors que
les controles SOD1G8-R-YFP non injectées développent ce phénotype a 20 mois
(Silverman et al. 2019; Ayers et al. 2016). Cela montre que les agrégats protéiques
SOD1 contribuent au phénotype et induisent donc un effet toxique. Cette étude met
une nouvelle fois les propriétés prion-like de SOD1 en évidence (L. I. Bruijn et al. 1997,
Lucie I. Bruijn et al. 1998; Rothstein 2009).

La toxicité des agrégats peut aussi résulter d’'une perte de fonction d’autres protéines
anormalement présentes dans les inclusions SOD1. En effet, ces agrégats insolubles
intracellulaires peuvent séquestrer des composants cellulaires essentiels, (Lucie I.
Bruijn et al. 1998) entrainant une activité chaperonne réduite et une voie ubiquitine-
protéasome altérée. Rendant compte de la liaison étroite de cette voie et de
'agrégation de SOD1, l'ubiquitination de cette protéine au sein des inclusions est une

marque histopathologique de la SLA (Niwa et al. 2002).

Un dysfonctionnement mitochondrial pourrait aussi étre a 'origine de la toxicité. En
effet, une morphologie et une distribution atypique pathologique de ces organelles a
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été observée dans les axones distaux des modéles murins SOD1 mutants (Wong et
al. 1995). Cette accumulation mitochondriale probablement dépendante d’un
probléme de transport peut contribuer a une dégénérescence distale de I'axone
(Rothstein 2009). Il a d’ailleurs été mis en évidence que le transport axonal
mitochondrial était perturbé et ralenti dans un modéle murin SOD1G%3A (Moller et al.
2017; B. Zhang et al. 1997). La présence de ces mitochondries anormales est peut-
étre le reflet d’'une perturbation du métabolisme énergétique, d’un dysfonctionnement
de la machinerie protéique d’import mitochondriale, ou d’un trouble de la signalisation
calcique (Boillée, Vande Velde, and Cleveland 2006) (Figure 37).

Figure 37. Perturbation des fonctions mitochondriales par la protéine SOD1 mutante. La protéine pourrait interagir
avec la chaine de transport aux électrons perturbant la phosphorylation oxydative de 'ATP. SOD1 pourrait aussi
perturber 'homéostasie calcique de la mitochondrie. Les agrégats protéiques peuvent interagir avec Bcl-2, activant
la machinerie apoptotique de la mitochondrie. Ces mécanismes induisent des perturbations de I'homéostasie
cellulaire et engendrer une neurotoxicité. D’apres (Boillée, Vande Velde, and Cleveland 2006).

La protéine SOD1 pourrait également moduler la connectivité neuronale. Les
meécanismes sous-jacents sont encore inconnus mais il est possible qu’une
connectivité défaillante contribue a la mise en place d’'un phénotype moteur. Les
neurones corticaux et spinaux murins exprimant la mutation SOD1G9A présentent des
dendrites réduits et moins complexes ainsi qu’'une plus faible densité d’épines
dendritiques (Fogarty 2018; Fogarty et al. 2017; Sgobio et al. 2008; Spalloni et al.
2011). Des neurones moteurs spinaux postnataux de souris porteurs de la mutation
SODEC®R g’allongent et forment des connexions plus rapidement que les neurones
moteurs contréles (Filipchuk and Durand 2012). Dépendamment des mutations, les

mécanismes d’élaboration des synapses sont un peu différents. Dans la SLA, une
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cause majeure de I'apparition des symptoémes est constituée par la dénervation des
muscles, celle-ci résulte en une perte du contrdle musculaire, une paralysie et une
atrophie. L’analyse de morphologie des jonctions neuromusculaires peut étre
effectuée selon différents criteres : nombre et taille des boutons cholinergiques, et
degrés de fractionnement. Différentes études s’intéressant a l'altération des jonctions
neuromusculaires (JMN) chez la souris SOD1%%3 ont conduit a I'obtention de résultats
conflictuels entre augmentation ou réduction du nombre de boutons cholinergiques
(Casas et al. 2013; Milan et al. 2015; Lasiene et al. 2016).

L’hypothése d’'un mécanisme dégénératif non neurone-autonome a également été
posée. En effet, elle pourrait étre dépendante des astrocytes environnants. Dans les
années 1990, il a été montré que les niveaux de transporteurs au glutamate
astrocytaires EAAT2 étaient fortement diminués dans les modeles murins SOD1
mutants de SLA (L. I. Bruijn et al. 1997; Rothstein et al. 1995; Howland et al. 2002). De
méme, I'analyse post-mortem des cortex moteurs et moelle épiniére de patients SLA
a montré une perte complete de la protéine EAAT2 chez 25% des patients et un niveau
d’expression anormal dans plus de 80% des cas (Rothstein et al. 1995). De plus, des
taux importants de glutamate ont été mesurés dans le liquide céphalorachidien des
patients SLA (Spreux-Varoquaux et al. 2002). Cela laisse envisager que suite a la
diminution d’activit¢ du transporteur au glutamate EAAT2 sur la membrane
astrocytaire, le glutamate présent dans l'espace synaptique ne pourra pas étre
recapturé. Le neurotransmetteur sera alors présent en concentration trop importante
et activera les récepteurs glutamatergiques de la membrane post-synaptique
neuronale. Consécutivement, les flux de calcium au sein du neurone seront plus
importants et entraineront la mort neuronale. Il s’agit d'une mort des motoneurones
par excitotoxicité au glutamate. Expérimentalement, la déplétion de ce transporteur
chez la souris cause la mort neuronale (Rothstein et al. 1996). Conformément a cette
idée, le niveau de la protéine EAAT2 dans la moelle épiniére des souris SOD1 ©R est

réduit de moitié par rapport aux souris contréles (Lucie I. Bruijn et al. 1998).
La protéine SOD1 mutante pourrait donc bloquer le transporteur au glutamate. Une

diminution d’expression de la protéine SOD1 mutée dans les astrocytes permet de

ralentir la mise en place du phénotype SLA-like (Guo et al. 2017; Trotti et al. 1999).
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Les astrocytes pourraient également contribuer a la neurotoxicité via la sécrétion de

facteurs toxiques tels que les cytokines pro-inflammatoires (Julien 2007).

L’hypothése d’un lien entre SOD1 et neuroinflammation a également été formulée.
Chez les patients, des cellules microgliales activées sont présentes dans les régions
ou une perte neuronale a été constatée (Kawamata et al. 1992; Henkel et al. 2004).
Les cellules microgliales mutantes SOD1%%A présentent un phénotype pro-
inflammatoire anormal (Sargsyan et al. 2009).

Pour tester le réle de SOD1 mutant au sein des cellules microgliales, des modeéles
murins exprimant la recombinase Cre sous contréle du promoteur CD11b ont été
générées et ont été croisées avec des souris LoxSOD1%37R (Boillée et al. 2006). Ces
animaux présentent une diminution significative de la protéine SOD1 mutée dans les
macrophages et microglies. Le modéle murin SOD1%3’R montre les signes d’une
activation microgliale a I'apparition du phénotype moteur (21, 28, 29). Le nombre de
cellules microgliales augmente au fil de la progression de la maladie. Diminuer
'expression de la protéine mutante au sein des cellules microgliales a permis
d’augmenter significativement I'espérance de vie des souris (99 jours de plus que les
souris LoxSOD1%3"R), En effet, la progression de la phase tardive de la maladie a été
ralentie de 75 jours. Ce ralentissement est peut étre aussi di aux macrophages
périphériques, qui ne migreront pas dans le SNC apres les premiéres altérations du
neurone moteur. Méme si linitiation de la pathologie requiére des dommages
neuronaux, et probablement d’autres types cellulaires cette étude montre que les
cellules microgliales et macrophages périphériques jouent un rble dans la phase
tardive de la pathologie (Boillée et al. 2006).

Corroborant I'hnypothése d’un réle des cellules immunitaires dans la pathogénése, une
autre étude a montré que les motoneurones mutés SOD1G3’R ou SOD1G85R
exprimaient les protéines du complément Clqga, C1gb, Clqc (Lobsiger and Cleveland
2007). Des analyses de moelle épiniére de SOD1%%4 ont également mis en évidence
une suractivation des protéines du compléments aux phases symptomatiques
précoces de la maladie (Olsen et al. 2001). La protéine C1q permet d’initier la voie du
complément dont la fonction est de permettre I'élimination des débris, des pathogénes
et des cellules en dégénérescence (Kishore and Reid 2000). Ainsi, les motoneurones

en souffrance pourraient émettre des signaux pour recruter les cellules immunitaires.
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Une survie améliorée des motoneurones d’'un modeéle murin SOD1 lorsque les souris
n’exprimaient plus de lymphocytes T CD8+ a été mise en évidence (Coque et al. 2019).
Ces derniers sont capables d’infiltrer le SNC dans des phases plus avancées de la
maladie et cibler les neurones moteurs. Les cellules immunitaires macrophagiques et
lymphocytaires pourraient donc contribuer a la pathologie (Coque et al. 2019; Hayashi,
Homma, and Ichijo 2016).

Pour compléter ces aspects appuyant un mécanisme toxique cellulaire non-autonome,
'apparition d’'un phénotype moteur chez la souris n’est induit que si la mutation de
SOD1 est exprimée dans plusieurs types cellulaires (Pramatarova et al. 2001). Le

meécanisme pathologique n’est donc pas réduit aux neurones, ni aux astrocytes, ni aux

cellules microgliales mais il s’agit plutét de la combinaison de plusieurs effets (Gong
et al. 2000; Pramatarova et al. 2001) (Figure 38).

Figure 38. Evolution schématique de l'activation gliale associée a la dégénérescence des neurones moteurs.
Quatre phases sont décrites : « normal ou physiologique », « early phase ou phase précoce », « symptomatique »,
« End stage ou stade final ». Cette figure illustre la toxicité cellule autonome et non-autonome induite par SOD1.
D’apres (Boillée, Vande Velde, and Cleveland 2006).

99




d) MAPT

Les mutations de MAPT dans la DFT sont associées a des phosphorylations
anormales de la protéine ou a des hyperphosphorylations. Les fonctions
physiologiques de Tau sont tellement larges que les mutations ou toutes modifications
conformationnelles de la protéine, induites par modifications post-traductionnelles vont
induire une dérégulation importante de ses fonctions. De méme, les mutations situées
dans les domaines de liaisons de Tau a la tubuline vont induire des modifications du
ratio 3R / 4 R et perturber la liaison de la protéine Tau a la tubuline. Quand Tau est
phosphorylée physiologiqguement, elle contribue au recyclage des microtubules et a
d’autres fonctions cellulaires, alors que I'’hyperphosphorylation de la protéine va induire
sa séquestration, menant a des changements conformationnels et a posteriori a son
agrégation. On la trouve alors accumulée dans les dép6ts appelés NFT (Neurofibrillary
tangle) constitués de Tau agrégée anormalement et hyperphosphorylée (Grundke-
Igbal et al. 1986; Bancher et al. 1989).

Les mécanismes possibles de lagrégation de Tau et de la formation
d’enchevétrements neurofibrillaires (NFTs) ne sont pas complétement compris. Mais
il s’agit a priori d’'un processus progressif, débutant par I'oligomérisation de la protéine,
son hyperphosphorylation, un changement de conformation en feuillet béta, puis par
le passage sous forme de filaments hélicoidaux “types paired helical filaments “(PHFs)
et finalement 'assemblage des protéines sous forme de NFTs (Ballatore, Lee, and
Trojanowski 2007) (Figure 39).
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Figure 39. Transitions possibles permettant la formation d'agrégats Tau. D’apres (Ballatore, Lee, and Trojanowski
2007).

Le role des différentes formes d’agrégats Tau dans la pathologie a été revu récemment
indiquant que les formes oligomériques hyperphosphorylées de cette protéine sont
impliquées dans la perte synaptique alors que les oligoméres Tau granulaires
semblent responsables de la perte neuronale (Bodea et al. 2016; Takashima 2013).

Tau est une molécule de signal, et interagit avec de nombreux partenaires protéiques
(Arendt, Stieler, and Holzer 2016). Bien que la protéine Tau soit majoritairement
axonale, elle peut étre localisée aux dendrites et a de plus rares occasions dans les
épines dendritiques (Ittner et al. 2010a). Elle est impliquée dans la plasticité synaptique
(Frandemiche et al. 2014; Ittner et al. 2010b; Kimura et al. 2014; Tai et al. 2014) mais
egalement dans la régulation de I'activité transcriptionnelle et dans le maintien de
l'intégrité ARN/ADN sous conditions physiologiques et en conditions de stress car elle
peut aussi étre localisée dans le noyau (Mansuroglu et al. 2016; Violet et al. 2014,
2015). Ainsi sa dérégulation pourra avoir des effets a différents niveaux, par exemple
dans le transport axonal et dans la redistribution des mitochondries, dans I'activité
synaptique, dans I'inflammation, et comme pour d’autres protéines agrégées, se pose

la question de sa diffusion de cellule a cellule (Figure 40).
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Figure 40. Représentation des mécanismes cellulaires défectueux dans la DFT associée a une accumulation
protéique de Tau. D’apres (Bodea et al. 2016).

Une étude in vitro a montré que la surexpression de différentes formes de Tau pouvait
inhiber le transport des vésicules par les kinésines le long des microtubules, ce qui
aboutit a une prédominance du transport rétrograde via la dynéine (Figure 41) (Ebneth
et al. 1998). Des modéles murins reproduisant la mutation K369l de MAPT ont montré
un transport axonal dérégulé (Ittner, Ke, and G6tz 2009). Grace a ce modele, Il a été
montré que Tau hyperphosphorylée interagissait avec la protéine JIP1 (c-Jun N-
terminal kinase-interacting protein 1) qui n’est alors plus capable de s’associer avec la
kinésine puisque trappée avec la protéine Tau dans le soma. De ce fait le transport
axonal s’en trouve altéré (lttner, Ke, and Go6tz 2009). Ainsi, I'exocytose est perturbée,
la distribution des mitochondries est également ralentie, elles forment des spots ou

cluster proche du microtubule-organizing center (Ebneth et al. 1998) (Figure 41).
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Figure 41. Représentation des transports antérogrades et rétrogrades axonaux par l'intermédiaire de la kinésine
et la dynactine. D’apres (Sleigh et al. 2019).

Chez la drosophile mutante Tau™0%W, |a stabilisation de I'actine inhibe I'association de
la protéine de fission dynamin-related 1 avec la mitochondrie, entrainant un blocage
de la dynamique mitochondriale et une augmentation de la production de ROS
(DuBoff, Goétz, and Feany 2012). Par analyse protéomique, la phosphorylation
oxydative anormale liée a une dysfonction mitochondriale a pu étre mise en évidence
dans un modele de souris pR5 surexprimant la protéine Tau humaine mutée en P301L
(David et al. 2005; Rhein et al. 2009). Une étude de Amadoro et al, montre que le
fragment N-terminal de Tau induit une mort neuronale qui corréle avec une dynamique
mitochondriale dystrophique, une fragmentation et une localisation anormale
périnucléaire des mitochondries qui apparaissent plus denses et de taille réduite
(Amadoro et al. 2014). Cela met en évidence le dysfonctionnement mitochondrial induit
par Tau.

Il a été montré qu’une des cibles de Tau était la kinase Fyn. Cette kinase phosphoryle
les sous-unités du récepteur NMDA présent a la membrane post-synaptique. Apres
phosphorylation du récepteur au NMDA, la protéine adaptatrice PSD-95 est recrutée.

L’interaction de PSD-95 et du récepteur au NMDA médie I'excitotoxicité au glutamate
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(Ittner et al. 2010b). Il a été montré que la protéine Tau phosphorylée se liait plus
fortement a la protéine Fyn que la protéine Tau non phosphorylée, augmentant alors
I'activée de Fyn et les perturbations synaptiques (Bhaskar, Yen, and Lee 2005).
Dans un modele de tranche d’hippocampe murine, I'induction d’'une dépression a long
terme (LTD) est corrélée a lactivation du récepteur NMDA, mais aussi a la
phosphorylation réversible de Tau a plusieurs épitopes différents (Mondragén et al.
2012).

Des modeles murins TauV33’™™ transgéniques présentent une déplétion de PSD-95, qui
résulte en une densité plus faible post-synaptique des récepteurs NMDA, et a une
diminution de I'excitabilité des neurones striataux (Warmus et al. 2014). A l'inverse,
Tau pourrait causer une hyperexcitabilité neuronale (Hunsberger, Rudy, et al. 2015a).
En effet, des modéles murins inductibles Tg4510 exprimant la mutation P301L ont
montré que les transporteurs au glutamate vésiculaires (VGLUT) hippocampiques
permettant de grouper le glutamate dans des vésicules sont augmentés de 40% par
rapport aux souris wild-type. En paralléle, une diminution de 40% du transporteur 1
hippocampique (GLT-1) au glutamate responsable de récupérer le glutamate de
'espace extracellulaire (Hunsberger, Rudy, et al. 2015a). Ainsi, aprés stimulation, la
libération de glutamate dans 'hippocampe est beaucoup plus importante alors que le
recyclage est lui diminué (Figure 42). Ce qui est a l'origine de troubles de la mémoire
(Hunsberger, Weitzner, et al. 2015).

Figure 42. Modulation d’expression des récepteurs GLT-1 et VGLUT et influence sur les concentrations de
glutamate dans I'espace synaptique, dans un modeéle murin Tau P301L. D’aprés (Hunsberger, Rudy, et al. 2015b).

La protéine Tau a été trouvée dans l'espace trans-synaptique. Cela a été une

indication de la transmission possible de cette protéine. La propagation semble
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préférentiellement s’effectuer quand les cellules sont connectées entre elles par des
tubules et non quand ces dernieres sont tres proches (Ahmed et al. 2014). La
propagation s’opére principalement par des connexions afférentes et est médiée par
des mécanismes trans-synaptiques (Dujardin et al. 2014). Bien que la propagation ait
lieu principalement par des connexions afférentes ; des petites especes de Tau
peuvent étre transportées de facon rétrograde et antérograde entre les neurones (J.
W. Wu et al. 2013). Dans la DLFT-Tau, il a été montré que celle-ci pouvait étre
tronquée a la position D421 (Q. Zhang, Zhang, and Sun 2009). Cette forme particuliere
est aussi commune a la maladie d’Alzheimer. Dans ces cas, la partie C-terminale
tronquée a été proposée comme l'isoforme la plus retrouvée au sein des exosomes
(Mena et al. 1996; Gamblin et al. 2003; Basurto-Islas et al. 2008; Mondragén-
Rodriguez et al. 2008; Kanmert et al. 2015). Comme évoqué précédemment, Tau peut
étre transmise entre les cellules en passant par I'espace trans-synaptique. Il a été
proposé que cette transmission se fasse via les exosomes (Yipeng Wang et al. 2017).
Ainsi, la propagation de Tau s’effectuerait par plusieurs mécanismes en paralléle.

Une conformation anormale de Tau neuronale est suffisante pour induire des
changements morphologiques des astrocytes et impacter les fonctions physiologiques
(Sidoryk-Wegrzynowicz et al. 2017). Ces cellules astrocytaires entrent dans un profil
pro-inflammatoire, surexprimant la GFAP (Glial fibrillary acidic protein) ainsi que des
facteurs pro-inflammatoires qui contribuent a la pathogénése (Rodriguez-Arellano et
al. 2016). Des souris transgéniques surexprimant la protéine Tau humaine sous
promoteur GFAP développent une accumulation de Tau dans les astrocytes selon
'age, associée a une mort focale des neurones (Forman et al. 2005) et une rupture de

la barriere hémato-encéphalique.

La microglie pourrait jouer un réle dans la pathogénése. En effet, une surexpression
des récepteurs a I'adénosine A2A (A2AR) a été mise en évidence chez des patients
DFTs porteurs de mutations MAPT P301L (José Luis Albasanz et al. 2006; Joseé L.
Albasanz et al. 2008). Dans un modéle murin de tauopathie THY-Tau22, la
surexpression de ce récepteur induit 'hyperphosphorylation de Tau et I'apparition de
troubles mnésiques (Carvalho et al 2019). Par études de séquencage ARN une
signature microgliale chez ces souris a été mise en évidence, notamment une

surexpression des protéines du complément Clg concomitante a une perte de
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synapses glutamatergiques mettant en exergue 'activation microgliale induite dans les

cas de tauopathie et leur role dans I'élagage des synapses (Carvalho et al 2019).

e) CO9ORF72

Les hypothéses concernant C9ORF72 se sont longtemps concentrées autour de deux
aspects : la perte de fonction de C9ORF72 et le gain de fonction toxique. Plusieurs
guestions se posent alors : 1/ En quoi la perte de fonction joue-t-elle un réle dans la
neurodégénérescence ? 2/ Est-ce plutdt le gain de fonction toxique qui va entrainer
dysfonctionnement et mort neuronale ? 3/ Dans ce dernier cas, quelle est 'espéce
toxique ? Les Foci d’ARN ? Les DPRs ? 4/ Si les DPRs sont toxiques, I'un ou plusieurs
sont-ils plus toxiques que les autres ?

Pour explorer ces différents points, un grand nombre de modéles in vitro et in vivo ont
été mis en place et ont permis de mettre en évidence des fonctions de la protéine
CO90RF72 et certains dysfonctionnements conséquents a des mutations dirigées
(Balendra and Isaacs 2018). Pour étudier I'hypothése perte de fonction, plusieurs
modeles murins ont été développés (Figure 43). Le modele murin est intéressant
puisque le géne C9orf72 murin orthologue partage 98% d’homologie avec le géne
humain (Suzuki et al. 2013).
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Figure 43. Tableau récapitulatif des modéles murins C9ORF72 perte de fonction. D’aprés (Balendra and Isaacs
2018).

Les modeéle murins perte d’expression et de fonction transitoire, partielle ou totale (par
ASQO) et conditionnels de CO9ORF72 dans les cellules neuronales et gliales ne
développent pas de phénotypes comportementaux ou moteurs (Lagier-Tourenne et al.
2013; Koppers et al. 2015). Un modéle murin C9orf72-KD mimant I'haploinsuffisance
de C90ORF72 a été développé par notre équipe (Lopez-Herdoiza et al, n.d.). Ce modele
ne présente ni espérance de vie réduite, ni trouble locomoteur mais développe un
phénotype « DFT-like » se traduisant par une apathie et une diminution d’interaction
sociale. Ce modeéle ne présente ni neurodégénéresence, ni gliose mais une
accumulation cytoplasmique des protéines p62 et TDP-43 ont été observé
principalement dans le cortex frontal. L’haploinsuffisance semble alors induire
'apparition d’événements moléculaires pathologiques mais ne provoquerait pas une

mort neuronale chez la souris.
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De fagon totalement inattendue, plusieurs modéles murins perte d’expression
ubiquitaire homozygote de C9ORF72 n’ont pas montré de phénotypes type DFT ou
SLA, mais ont présenté des dérégulations du systéme immunitaire inné se traduisant
par des splénomégalies et lymphadénopathies (J. G. O’'Rourke et al. 2016; Atanasio
et al. 2016; Ugolino et al. 2016; Burberry et al. 2016; Sullivan et al. 2016b; Sudria-
Lopez et al. 2016). Un engorgement de ces organes immunitaires par les cellules des
lignées myéloides et lymphoides a été observé (J. G. O'Rourke et al. 2016). Une
sécrétion plus importante de cytokines inflammatoires a été relevée (Atanasio et al.
2016; Burberry et al. 2016). Cela s’accompagne parfois de sécrétion d’anticorps auto-
immuns (Atanasio et al. 2016; Burberry et al. 2016). Le séquencage de cohortes de
patients porteurs de la répétition hexanucléotidique a permis de montrer que
C90RF72 était plus fortement exprimée dans les cellules immunitaires et en particulier
dans les cellules microgliales au niveau du systéme nerveux central (Rizzu et al.
2016a). Les profils transcriptomiques des souris C9orf72”- ont confirmé ces
observations (J. G. O’'Rourke et al. 2016). Ainsi, méme si la perte de fonction de
C90RF72 n’est pas la seule cause de la pathogénése dans les DFT/SLA, ces modeles
ont permis d’identifier le réle immunitaire de COORF72. Celui-ci n'est pas encore
compris mais quelques pistes sont en cours d’étude. Il s’agit de I'un des aspects que
nous avons étudiés au cours de cette thése.

Les macrophages et cellules microgliales des modéles murins C9orf72” présentent
une augmentation de protéines LC3 lysosomales et une accumulation de p62,
suggérant que la protéine COORF72 pourrait avoir un réle dans la régulation de
'autophagie dans ces cellules immunitaires (J. G. O’'Rourke et al. 2016; Atanasio et
al. 2016). Le role de la protéine COORF72 dans l'autophagie est probable puisqu’elle
fait partie de la famille des protéines DENN (Differentially expressed in normal and
neoplastic cells). Elle régule les Rab GTPases (Webster et al. 2018). Ces protéines
Rabs exercent un réle important puisqu’elles interviennent dans le trafic vésiculaire.
Ainsi, plusieurs études ont souligné le role de C9ORF72 dans la régulation des voies
autophago-lysosomales (Figure 44)(Farg et al. 2014; Webster et al. 2016; Sellier et al.
2016a).
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Figure 44. Vue d'ensemble du mécanisme autophagique. D’apres (Dikic and Elazar 2018).

L’invalidation de COORF72 dans des lignées de cellules humaines et dans des
neurones primaires inhibe I'induction de I'autophagie mais pas les étapes tardives de
la voie autophagique (Z. Zhang et al. 2013b; Morita et al. 2006) conduisant a
'accumulation de p62 et des agrégats TDP-43 cytoplasmiques (Morita et al. 2006).

A linverse, la surexpression de C90RF72 peut activer 'autophagie, conduisant a une
augmentation du nombre d’autophagosomes dans les cellules (Z. Zhang et al. 2013b).
L’autophagie semble étre régulée par la forme longue de la protéine COORF72 et non
par les formes courtes (Morita et al. 2006). Les mécanismes autophagiques pourraient
étre défaillants suite a des interactions modifiees entre C9ORF72 et différentes
protéines :

- les protéines Rab (Sullivan et al. 2016a; Sellier et al. 2016b; M. Yang et al. 2016;
Farg et al. 2014) qui participent par exemple a la fusion des membranes
endosomales et lysosomales.

- les protéines GEF (guanine nucleotide exchange factor) SMCR8 et WDRA41,
protéines avec lesquelles elle pourrait former un complexe permettant de
délivrer le cargo a 'autophagosome (Sellier et al. 2016b).

- la sérine/thréonine kinase ULK1, médiatrice clé de l'autophagie puisque
phosphorylée, elle permet l'initiation de I'autophagosome (Dikic and Elazar
2018; Nassif, Woehlbier, and Manque 2017) (Figure 45).
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Figure 45. Rble de C9ORF72 dans l'autophagie. A) COORF72 permet la formation du phagophore par son
interaction avec Rabla. B) Par son interaction avec p62, COORF72 permet de délivrer les protéines ubiquitinées a
l'autophagosome. C) C9ORF72 contribue au trafic de membrane et a la fusion de I'endosome au lysosome. D. En
modulant mMTORC1, CO9ORF72 contribuerait a la biogénese lysosomale. D’apres (Nassif, Woehlbier, and Manque
2017).

La présence d’inclusions de protéine p62, récepteur autophagique, parmi les stigmates
neuropathologiques caractéristiques des DFT-COORF72 soutient l'idée qu’une
perturbation de I'autophagie pourrait jouer un réle dans la pathogénése. Par ailleurs,
une augmentation d’expression des marqueurs autophagosomaux p62 et LC3-Il a été
mise en évidence dans des neurones dérivés de cellules IPS de patients DFT-SLA
avec mutations COORF72 (Aoki et al. 2017). Par microscopie électronique ces
phagosomes présentaient un volume plus important (Aoki et al. 2017; Stepto et al.
2014). Cela semble montrer que le contenu des phagosomes ne peut pas étre
dégradés. COORF72 et RAB7L1 interagissent pour réguler le trafic vésiculaire
intracellulaire (Sellier et al. 2016a). Une réduction d’expression de C9ORF72 ou de la
RAB7L1 dans des cellules SH-SY5Y récapitulent les observations précédemment

citées dans les cellules de patients (Aoki et al. 2017).

L’accumulation de vésicules positives au marquage LAMP1 et lysotrackers a aussi été
mise en évidence dans les macrophages de modéles murins C9orf727- (Atanasio et al.
2016; J. G. O’'Rourke et al. 2016). Ces résultats refletent les perturbations du trafic
endolysosomale décrit précédemment chez les patients (Farg et al. 2014; Aoki et al.

2017). Dans des neurones moteurs deérivés de cellules IPS, la protéine COORF72 co-
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localise avec les endosomes précoces et on constate qu’il y a moins de lysosomes
dans ces cellules (Y. Shi et al. 2018). De plus, les neurones dérivés de cellules IPS
de patients DFT-SLA avec mutation C90RF72 et neurones dérivés de cellules IPS
contrbles déplétés en C9ORF72 par CRISPR-Cas9, présentent un trafic vésiculaire
réduit (Y. Shi et al. 2018). Celui-ci peut revenir & un niveau basal apres ré-expression
de CO9ORF72 (Y. Shi et al. 2018).

Pour déterminer si le mécanisme gain de fonction toxique de COORF72 est a l'origine
de la pathogénése, des modeles murins « gain de fonction » ont été développés.

Un modéle murin sur-exprimant une répétition de (GGGGCC)es, oObtenu par
transgénése virale AAV, présente un phénotype moteur et comportemental a partir de
6 mois (Chew et al. 2015). A I'histologie, des inclusions de foci ARN, de DPR et de P-
TDP-43 ainsi qu’une mort neuronale sont remarqués (Chew et al. 2015). D’autres
modeles toujours obtenus par transgénése virale AAV surexprimant spécifiquement
des poly-(GA)so, développent également des phénotype moteurs et comportementaux
(Y. J. Zhang et al. 2016). L’expression d’inclusion poly(GA) fibrillaire accompagne une
neurodégénérescence (Y. J. Zhang et al. 2016). Cependant, linclusion de P-
TDP43 n’est pas observée comme cela est le cas dans un autre modele transgénique
surexprimant des dipeptides poly(GA)i49 (Schludi et al. 2015). Dans ce modele les
phénotypes moteurs s’accompagnent d’'une microgliose mais pas de perte neuronale
(Schludi et al. 2017).

Des modeles murins transgénique BAC (Bacterial artificial Cloning) ont pour avantage
d’exprimer le géne COORF72 humain (Jacqueline G. O’Rourke et al. 2015; Jiang et al.
2016; Peters et al. 2015) avec un nombre variable de répétitions de I'expansion
hexanucléotidique (Figure 46). Trois modéles murins BAC ne récapitulent pas de
phénotype DFT/SLA. lls présentent des inclusions de Foci ARN et DPR mais pas
d’agrégation de TDP-43 dans le SNC. Aucune perte neuronale n’a été constatée
(Jacqueline G. O’'Rourke et al. 2015; Y. J. Zhang et al. 2016; Peters et al. 2015). Un
autre modéle murin BAC sur fond génétique différent, développe un phénotype moteur
important entrainant paralysie, perte de poids et espérance de vie réduite (Y. Liu et al.
2016). Dans ce modele, des inclusions TDP-43, des foci d’ARN et des DPRs ainsi
gu’une neurodégénérescence sont constatés (Y. Liu et al. 2016). Des ARNSs anti-sens
ont été observés dans les régions cérébrales de neurodégénérescence (Y. Liu et al.

2016). lls pourraient alors étre a I'origine de la neurotoxicité, mais comme ce modele
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présente a la fois des foci d’ARN, des DPRs et 'inclusion de TDP-43, il est difficile de
conclure quant a l'origine de la neurotoxicité.

Globalement, il est difficile de conclure quant au role toxique du gain de fonction
compte-tenu des données de la littérature sur les différents modeles murins générés.
Toutefois, il semble que si le niveau d’expression des ARN répétés est suffisamment
important il puisse a lui seul déclencher une neurotoxicité. A niveau d’expression
physiologique, en I'absence de perte de fonction concomitante de C9orf72 cela est

plus discutable.

Figure 46. Tableau récapitulatif des modéles murins C9ORF72 gain de fonction.
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Certaines études proposent que les DPRs ne soient pas a l'origine de |la pathogénése
mais en soient plutét la conséquence, c’est-a-dire qu’ils résulteraient d’'un stress
cellulaire. En effet, apres activation des récepteurs au glutamate ou augmentation de
I'activité neuronale en appliquant des trains successifs de dépolarisation par méthode
optogénétique, des DPRs se forment au sein des neurones corticaux primaires et dans
des neurones moteurs spinaux dérivés de cellules IPS de patients SLA (Westergard
et al. 2019).

D’autres études montrent que les DPRs sont toxiques et peuvent participer a la
neuropathogénese. En effet, les DPRs forment des agrégats insolubles dans les tissus
humains (Y.-B. Lee et al. 2017). In vitro, l'agrégation des DPRs induit une
cytotoxicité (Y.-B. Lee et al. 2017). Mizielinska et al, montre in vitro dans des cultures
neuronales et in vivo chez la Drosophile, que les DPRs sont responsables de
dégénérescence (Mizielinska et al. 2014). Les DPRs contenant un résidu arginine,
sont les moins exprimés mais les plus toxiques (Mizielinska et al. 2014; Sakae et al.
2018). Les raisons de cette neurotoxicité plus accrue que celle induite par les autres
DPRs sont encore peu comprises. |l a été montré que les DPRs avec arginine étaient
les seuls a subir une modification post-traductionnelle par une méthyl-transferase,
produisant des DPR-méthylarginine (Sakae et al. 2018). La contribution du
méthylarginine a la toxicité n’est pas encore avérée mais cela représente une piste
d’étude. Les DPRs avec résidu arginine pourraient également interagir spécifiguement
avec les protéines ribosomales (Hartmann et al. 2018; Moens et al. 2019). Les
mécanismes de traduction de la cellule pourraient alors étre inhibés, et étre a I'origine
d’'une mort neuronale (Y. J. Zhang et al. 2018). Une étude a montré que la présence
des agrégats de poly(GR) (mais pas des autres DPRs) étaient corrélée aux aires de
neurodégénérescence dans des tissus post-mortem de patients SLA porteurs de
mutations C9ORF72 (Saberi et al. 2018).

Alors gue le role potentiellement toxique de ces DPRs est encore débattu, des cultures
de neurones moteurs spinaux dérivés de cellules IPS de patients SLA porteurs de
mutations COORF72 ont permis de montrer, grace a l'utilisation de constructions DPR-
GFP, que les DPRs pouvaient se propager de cellule en cellule par I'intermédiaire ou
non d’exosomes. Pour cela, aprés transfection des constructions DPR-GFP dans des
NSC-34, une purification des exosomes a été réalisée (Bellingham et al. 2012). La
présence de DPRs a été mise en évidence par Dot-blot au sein de la fraction extraite
du milieu de culture, enrichie en marqueur exosomal flotilline, TSG101 et CD63
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(Bellingham et al. 2012). Les poly(GP) peuvent étre détectés dans le LCR des patients,
laissant entendre que le DPRs peuvent étre sécrétés chez 'homme (Su et al. 2014).
De plus, des méthodes de culture en chambre microfluidiques, de co-cultures et
utilisation de milieux conditionnés ont permis de montrer que la propagation des DPRs
n’était pas neurone spécifique, mais qu’elle intervenait également entre neurones et
cellules gliales (Westergard et al. 2019). Supportant I'hnypothése d’'une propagation des
DPRs, des analyses neuropathologiques de cerveaux post-mortem de patients DFT-
SLA avec mutations C9ORF72 ont mis en évidence des clusters d’agrégation de DPRs
dans des zones de trés forte densité cellulaire et des agrégats plus épars dans des

cellules isolées dans d’autres zones (Zu et al. 2013).

Alors que la nature du gain de fonction toxique associé a C90RF72 est encore une
guestion ouverte, il est maintenant évident qu'une des fonctions dérégulées par la
mutation de CO9ORF72 concerne le trafic nucléocytoplasmique (Mizielinska et al.
2013). Une étude des genes modificateurs de la toxicité induite par I'expansion
hexanucléotidique GGGGCC chez la drosophile a permis I'identification de 18 génes
impliqués dans le transport nucléocytoplasmique (Freibaum et al. 2015). Une autre
étude s’intéressant a la toxicité induite par les dipeptides PR chez C. Elegans a aussi
mis en évidence de nombreux genes codant des composants protéiques des pores
nucléaires et d’autres protéines effectrices du transport nucléocytoplasmique, laissant
entendre que les DPRs pouvaient participer a la perturbation du transport
nucléocytoplasmique (JoviCi€ et al. 2015). Une troisieme étude focalisée sur le facteur
de transport nucléocytoplasmique RANGAP, qui se lie aux ARNs GGGGCC, a montré
que ce dernier, ainsi que d’autres facteurs de transport nucléocytoplasmiques
pouvaient modifier la toxicité induite par 'expansion GGGGCC dans un modéle de
drosophile (K. Zhang et al. 2015a). De facon complémentaire, des défauts du transport
nucléocytoplasmique des ARNS et des protéines ont été observés dans des cellules
neuronales dérivées d’IPS de patients DFT-SLA porteurs de la mutation (K. Zhang et
al. 2015a; JoviCic et al. 2015; Freibaum et al. 2015). Des anormalités morphologiques
ont été mises en évidence dans I'enveloppe nucléaire des cellules, dans des modéles
in vivo pathologiques ou dans des cerveaux post-mortem de patients DFT/SLA avec
mutations C90RF72 (K. Zhang et al. 2015b). Ces derniers ne sont pas des cas isolés
puisque ces défauts ont également été vu dans des cas de SLA sporadiques et

familiaux associés a la mutation TARDBP (Chou et al. 2018a).

114



De fagon intéressante, les neurones dérivés de cellules IPS de patients DFT-SLA avec
mutation COORF72 présentent également plus de récepteurs au glutamate créant
ainsi un terrain favorable a I'excitoxicité (Y. Shi et al. 2018; Selvaraj et al. 2018). Cette
observation n’est pas isolée puisque des taux élevés de récepteurs au glutamate ont
été rapportés dans la moelle épiniere de souris C9orf72” ainsi que dans des
prélevements post-mortem de moelle épiniére (Y. Shi et al. 2018; Selvaraj et al. 2018)
et cortex (Y. Shi et al. 2018) de patients DFT-SLA porteurs de mutations COORF72.

L’excitotoxicité n’est pas le seul mécanisme défaillant a la synapse dans des modéles
mutants pour COORF72. En effet, I'arborisation dendritique altérée des neurones
corticaux primaires murins a été observé aprés surexpression de DPR poly(GA) (May
et al. 2014). Dans un autre modéle de motoneurones spinaux de rat exprimant
'expansion (G4C2)4s, le nombre d’épines dendritiques des neurones comportant des
foci d’ARN est considérablement réduit (Burguete et al. 2015).Cette observation a été
réitérée dans un modele drosophile exprimant la méme expansion (G4C2)as (Burguete
et al. 2015). La jonction neuromusculaire (JMN) impactée dans la SLA, est également
détériorée dans des modeéles drosophiles surexprimant des DPRs poly(GR) sans la
présence de foci d’ARN (S. Perry et al. 2017; Starr and Sattler 2018).

En conclusion, nous avons évoqué ici certaines des tres nombreuses dérégulations
cellulaires qui ont été liées aux aspects gain de fonction selon les
modeles (protéostase, autophagie, fonctions lysosomales, systéme ubiquitine-
protéasome, transport nucléocytoplasmique, trafic vésiculaire, fonctions
mitochondriales, etc) (Balendra and Isaacs 2018). Des défauts spécifiques aux cellules
neuronales ont aussi été observées telles qu’hyperexcitabilité ou hypoexcitabilité,
excitotoxicité au glutamate, défauts de transports axonaux et de formations de
ramifications neuritiques. Face a toutes ces données et aux difficultés d’évaluer les
liens de causalités entre la présence de DPRs et/ou de foci ARN chez les patients de
leur vivant, le réle des différentes entités reste intensément débattu. Il faudra sans
doute attendre le développement d’outils d’exploration in vivo chez 'homme (qui sont
a I'étude) pour aller plus loin. Cependant, il semble assez certain que plusieurs des
espéces anormales produites, qu’il s’agisse d’agrégats d’ARN ou de DPRs, ont la
potentialité d’étre toxiques pour les cellules et les neurones en particulier. Les aspects
pertes de fonctions de C9ORF72 ont surtout mis en évidence, d’'une part des

anomalies de la voie autophago-lysosomale (Corrionero and Horvitz 2018) et d’autre
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part des troubles de lI'immunité (Mizielinska et al. 2013). Globalement, tous ces
eléments expliquent qu’il est aujourd’hui considéré que les deux effets, a la fois perte
et gain de fonction, participent d’'une fagon ou d’autre a la pathogénése, soit en
synergie, soit de fagon additive. La compréhension de l'interaction de ces deux effets
sera certainement essentielle a la mise en place de traitements adaptés a la DFT/SLA-
C90RF72. A ce jour I'expression physiologiqgue de COORF72 est reconnue comme
étant surtout microgliale alors que les DPRs et foci d’ARN semblent des stigmates
plutét neuronauy, il sera donc tres important de prendre en compte les interactions de

ces effets entre différents types de cellules (Figure 47).

Figure 47 . Mécanismes cellulaires impactés par les mutations C9ORF72. D’apres (Balendra and Isaacs 2018).

f) GRN

La progranuline est exprimée dans de nombreux types cellulaires, incluant cellules
endothéliales, astrocytaires, neuronales et microgliales (Ryan et al. 2009b; Petkau et
al. 2010). Les premiéres expériences s’intéressant au role de la PGRN dans le SNC
ont montré in vitro, que la PGRN avait des fonctions neurotrophiques (Van Damme et

al. 2008a; Ryan et al. 2009b). Elle promeut la survie neuronale et stimule la pousse
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axonale et dendritique (Van Damme et al. 2008a; Ryan et al. 2009b; Chitramuthu et
al. 2010b; Gass et al. 2012; De Muynck et al. 2013; Beel et al. 2017).

Les grandes fonctions de la progranuline dans les processus de cicatrisation,
d’inflammation et de neuroprotection commencent a étre connus mais les mécanismes
précis par lesquels cette protéine agit sont mal compris (J. Jian, Konopka, and Liu
2013; Van Damme et al. 2008a)

Les niveaux protéiques de progranuline dans le sérum et dans le LCR de patients
DFTs asymptomatiques et symptomatiques porteurs de mutations GRN sont réduits
de plus de 50% en moyenne (Finch et al. 2009). Cependant, les effets exacts de
I'haploinsuffisance en GRN sont mal connus (Ghidoni et al. 2008). Pour mieux
comprendre le réle d’'une déficience en progranuline dans les DFTs, des modeles
murins Grn*"- et Grn’-ont été développés (Kayasuga et al. 2007; Ghoshal et al. 2012;
Yin, Banerjee, et al. 2010a; Petkau et al. 2012; Roberson et al. 2013). La grande

majorité d’entre eux sont résumeés dans le tableau ci-dessous (Figure 48).

Figure 48. Tableau récapitulatif des modéles murins PGRN déficients. D’apres(Petkau and Leavitt 2014)..
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Une perte d’expression hétérozygote de la progranuline n’induit pas ou peu de
modifications du phénotype comportemental a plus de 23 mois (Kayasuga et al. 2007,
Ahmed et al. 2010). Dans un seul modéle Grn*- un déficit social représenté par une
diminution des interactions inter-individuelles a été noté a partir 6mois (Roberson et
al. 2013). Ces modéles murins hétérozygotes ne présentent pas de stigmates
neuropathogiques.

Les modéles homozygotes présentent tous des troubles comportementaux.
Cependant, ils peuvent étre légerement différents selon les modéles (Figure 48). Par
exemple des phénotypes dépressifs ou des comportements de “grooming” excessif
sont rapportés chez une souris,(Yin, Dumont, et al. 2010). Ces modéles Grn’- ont une
espérance de vie réduite. Un autre modele murin Knock-in GrnR493X g été développé
(Nguyen et al. 2018). Il s’agit d’'une mutation fréquente chez les patients DFTs (Chen-
Plotkin et al. 2011). Cette mutation R493X non-sens et va provoquer la dégradation
de ’TARNm tronqué de PGRN (perte de plus de 90%) (Nguyen et al. 2018). Ce modele
murin reproduit ainsi la perte d’expression protéique et de fonction de PGRN. Ces
souris GrnR493X/R493X reproduisent le phénotype des souris Grn”-: comportement de
“‘grooming” excessif, une espére de vie réduite (Yin, Dumont, et al. 2010),

Les différents modéles Grn’- et  GrnR498XR4BX présentent des similitudes
neuropathogiques : astroglioses et microglioses a partir de 12 mois; dépét de
lipofuscine neuronale dans le cortex, hippocampe et thalamus récapitulant les
stigmates d’'une maladie de surcharge lysosomale (Ahmed et al. 2010; Petkau et al.
2010). Des accumulations de protéines ubiquitinylées et positives pour p62 sont
également observées. Ni les souris perte d’expression Grn homozygotes ou
hétérozygotes ne comportent d’agrégats TDP-43. Cependant, la protéine P-TDP-43
cytoplasmique neuronale est observée dans trois modeles (Yin, Dumont, et al. 2010;
Wils et al. 2012; Lui et al. 2016). Les modeles murins déficient progranuline ne
récapitulent pas toutes les caractéristiques des DLFTs ; mais la présence de gliose
dans les cerveaux murins met en évidence une perturbation de ’homéostasie et un

stress neuronal.

Il a été mis en évidence que les cellules microgliales et les neurones GRN™
présentaient des anomalies lysosomales (Lui et al. 2016; Chang et al. 2017) se
traduisant par une augmentation du nombre et de la taille des lysosomes (Lui et al.

2016). Ces observations tendent a suggérer une fonction lysosomale microgliale de la
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progranuline. De plus, les cellules microgliales Grn” sécrétent des cytokines pro-
inflammatoires et les protéines du complément C1q et C3 impliquées dans I'élagage
synaptique. En effet, une perte de synapse dans le thalamus ventral a également été
mise en évidence (Lui et al. 2016). Cette perte de synapse meéne a une
hyperexcitabilité des circuits thalamocorticaux menant au « grooming » excessif
observé dans le modéle Grn”- (Lui et al. 2016).

Les observations précédentes tendent a suggérer une fonction lysosomale microgliale
de la progranuline. Cela est appuyé par une étude transcriptomique de la déficience
en progranuline qui entraine une surexpression des gene lysosomaux et de 'immunité

innée (Figure 49).

Figure 49. Une déficience en progranuline rompt 'hnoméostasie glie-neurone et induit la neurodégénérescence.
D’apres (Kao et al. 2017).

Il est trés probable par ailleurs que PGRN puisse rejoindre le systéme endolysosomal
grace a sa liaison au récepteur sortiline. En Effet, la progranuline reconnait le récepteur
sortiline par lequel elle va étre internalisée et transportée dans I'endosome et ensuite
dans lysosome (Kao et al. 2017; F. Hu et al. 2010) (Figure 50).
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Figure 50. Le trafic cellulaire de la progranuline et son réle dans la fonction lysosomale. D’apres (Kao et al. 2017).

Il semble par ailleurs probable que la progranuline soit critique pour maintenir les
fonctions lysosomales en régulant I'activité enzymatique locale (Tanaka et al. 2013;
Lui et al. 2016; Beel et al. 2017; Chang et al. 2017; C. Valdez et al. 2017; X. Zhou et
al. 2017). Des études récentes semblent montrer que la progranuline permettrait de
réguler deux hydrolases lysosomales, la cathepsine D (CTSD) et |la
glucocerebrosidase (GCase).
PGRN stabilise et module directement I'activité de la CTSD in vitro et une déficience
en PGRN résulte en la réduction d’activité de CTSD in vivo (C. Valdez et al. 2017; Beel
et al. 2017; X. Zhou et al. 2017). Les neurones mutants GRN montrent une protéolyse
lysosomale altérée avec diminution d’activité de la cathepsine D. PGRN interagit avec
la CTSD, et elle est capable d’augmenter son activité spécifiquement. L’activité des
cathepsines B et L en revanche, n'augmente pas (C. Valdez et al. 2017). La granuline
E, produit de clivage de la progranuline, est suffisante pour induire une augmentation
d’activité de la cathepsine D. De fagon surprenante, cette diminution d’activité n’a pas
seulement été trouvée dans des cas de CNL, mais aussi directement dans des

neurones corticaux dérivés de cellules IPS de patients DFT avec mutation
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hétérozygote GRN (C. Valdez et al. 2017). Des mutations homozygotes de la
cathepsine D donnent une forme de CLN similaire a celle induite par des mutations
homozygotes de GRN (X. Zhou et al. 2017; Holler et al. 2017; Ward et al. 2017b; Choy
and Christensen 2016). La cathepsine D est principalement exprimée dans le SNC ou
elle régule la dégradation de protéines, mais son activation dans le lysosome est peu
comprise. Il est possible que celle-ci soit dépendante de la progranuline et surtout de
la granuline-E et que par un mécanisme dose-dépendant, ce mécanisme engendre
I'apparition d’une neurodégénérescence (X. Zhou et al. 2019). PGRN pourrait étre une
co-chaperone de la GCase, une B-glucosidase mutée dans la maladie de Gaucher,

permettant sa localisation lysosomale (Jinlong Jian, Tian, et al. 2016).

La PGRN aurait également des fonctions inflammatoires puisqu’elle permet le
recrutement des fibroblastes et macrophages au site de Iésion des tissus (Guerra et
al. 2007). Ses effets sont plutét anti-inflammatoires (Z. He et al. 2003). Des
macrophages ou cellules microgliales déficientes en progranuline présentent des
phénotypes activés et sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (Yin, Banerjee, et
al. 2010b; Martens et al. 2012; Lui et al. 2016; Krabbe et al. 2017). De plus, les taux
basals de sécrétion de progranuline par les cellules microgliales sont faibles. Apres
activation, I'expression microgliale de progranuline augmente significativement,
laissant présager une régulation de I'activation de ces cellules (Suh et al. 2012). Les
capacités de la PGRN a inhibiter la sécrétion des cytokines IL-6, TNF-o et MCP-1 et
IL-10 par les macrophages stimulés par le LPS ont été mise en évidence (Yin,
Banerjee, et al. 2010b). Par ailleurs, dans des maladies a inflammations chroniques
telle que l'arthrose, la PGRN aurait un role protecteur (Tang et al. 2011). En effet, la
progranuline peut se fixer a différents récepteurs membranaires, par exemple, aux
TNFR1 et TNFR2 (Tang et al. 2011; Park et al. 2011). Elle empéche alors la liaison du
TNF-a a ses récepteurs d’affinité et la suractivation des lymphocytes T (C. J. Liu and
Bosch 2012a). Récemment, la PGRN a été raportée comme promouvant la
différenciation des lymphocytes T CD4+ en lymphocytes T régulateurs Foxp3+ (Tang
et al. 2011). Elle est aussi trés exprimée dans une sous population de neutrophiles
(Puga et al. 2012).

Compte-tenu de la fonction essentielle de la voie autophago-lysosomale dans les
phagocytes, c’est-a-dire macrophages et microglies, la question se pose du lien entre
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activation du systeme immunitaire inné et réle endolysosomal de la PGRN. C’est 'une

des questions que nous Nous sommes Poses au cours de cette these.

g) Genes minoritaires de la SLA, des DFTs et des DFT-SLA

Les fonctions des genes minoritairement impliqués dans les DFT, la SLA ou les DFT-
SLA ont elles aussi été étudiées pour mieux comprendre leur implication dans la
maladie. De facon intéressante, un grand nombre de fonctions mises en évidence sont
communes avec les genes majeurs des DFT/SLA. Par exemple, plusieurs genes dont
les mutations ont été associées aux DFT/SLA codent des protéines ayant des
fonctions directes dans la dégradation protéique.

C’est par exemple le cas de l'ubiquiline 2 et de SQSTML1 codant p62, qui remplissent
toutes deux des fonctions de protéine adaptatrice pour amener les protéines
polyubiquitinées au protéasome ou a 'autophagosome pour dégradation (Pankiv et al.
2007) (Figure 51).

Une étude a dailleurs permis de montrer que l'agrégation de TDP-43 était
significativement influencée par p62. En effet, une surexpression de p62 réduit
'agrégation de TDP-43 par un mécanisme dépendant de l'autophagie et du
protéasome (Brady et al. 2011), mettant en évidence le lien entre autophagie et
agrégation de TDP-43.

De méme une étude visant a mieux comprendre les réles de l'ubiquiline-2 par
l'intermédiaire de l'identification de ses interacteurs protéiques, a permis de mettre en
évidence parmi ces derniers, un enrichissement en granules de stress et en protéine
FUS (Alexander et al. 2018).

Appuyant le fait que 'autophagie fasse partie des mécanismes biologiques pouvant
étre derégulés et associés aux DFT, DFT-SLA ou SLA, TBK1 dont les mutations perte
de fonction ont été trouvé dans les DFT/SLA, est une sérine/thréonine kinase
physiologiquement impliquée dans l'autophagie et dans la régulation de I'immunité
innée (Freischmidt et al. 2015b; Sellier et al. 2016b; J. H. Shi, Xie, and Sun 2018; Xiao
et al. 2017).
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Figure 51. lllustration du role de p62 dans l'autophagie. Cette protéine permet d’apporter le cargo protéique
ubiquitiné a dégrader au phagosome. D’apres (“P62/Sqstm1: The Molecule That Links Autophagy to the Keap1-
Nrf2 System,” n.d.).

Des mutations ont aussi été rapportées dans le géne codant I'optineurine, un récepteur
de l'autophagie, et dans VCP (valosin-containing protein), qui fonctionne au sein du
complexe de dégradation ERAD (Endoplasmic reticulum associated degradation) et
dans le tri des protéines endosomales. Des études complémentaires ont également
montré que CHMP2B (S. Chen et al. 2012), a des fonctions dans la maturation de
I'autophagosome et/ou dans la dégradation du cargo endosomal (Deng et al. 2011; J.
O. Johnson et al. 2010; Urwin et al. 2010). Toutes ces mutations pourraient alors avoir
un impact sur les voies endolysosomales.

D’autres effets de ces mutations sont plut6t liées a des désordres synaptiques de type
modifications de l'arborisation dendritique neuronale. En effet, un modéle murin
exprimant la protéine UBQLN2 mutée (UBQLN2P497H) montre des troubles
comportementaux et cognitifs associé a une morphologie synaptique anormale, a la
présence d’agrégats protéiques dans les épines dendritiques des neurones de
'hippocampe et du cortex frontal, et une diminution de la densité des épines
dendritiques dans le gyrus denté (Gorrie et al. 2014). Des neurones moteurs spinaux
dérivés de cellules IPS de patients SLA porteurs de mutations VCP, il a été observé
une réduction de la formation de synapses (Hall et al. 2017). Ces derniers éléments
indiquent que des défauts de transmission de l'information neuronale pourraient
découler de différentes mutations des genes minoritairement impliqués dans les DFT-
SLA.
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2. Quelles sont les hypothéses communes aux DFTs, DFT-
SLA et SLA?

Dans la partie précédente «Ill.1.» nous avons évoqueés différentes hypotheses
concernant les mécanismes neuropathologiques pouvant découler de mutations de
genes spécifiques aux DFTs, SLA et DFT-SLA. Parmi ces mécanismes, nous avons
identifiés un grand nombre de voies biologiques pouvant étre dérégulées dans
plusieurs cas, cette liste est non exhaustive, mais nous pouvons citer: I
hyperexcitabilité (SOD1), les dysfonctions gliales (SOD1, C90RF72, GRN),
'axonopathie (SOD1, MAPT), homéostasie protéique (C9ORF72, GRN, SOD1,
CHMP2B, SQSTM1, OPTN, VCP, TBK1,...), dysfonctions mitochondriales (SOD1,
TARDBP), transport nucléocytoplasmique (C9ORF2), métabolisme des ARNs (FUS,
TARDBP, C90ORF72, HNnRNPA1), transport vésiculaire dérégulé (SOD1, OPTN2,
CHMP2B,...) (Figure 52).

Figure 52. Fonctions cellulaires altérées dans les cas de DFT/SLA. D’apres (Hardiman et al. 2017).
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Dans la partie suivante, nous allons revenir sur trois voies biologiques particulieres
communes a plusieurs géenes ou protéines. Puisque ces voies sont importantes dans
le cadre de ma thése, jai choisi de revenir sur les hypothéses communes de
dérégulation des protéines de liaisons aux ARNs, de dysfonction des voies

autophagiques et endolysosomales, et sur la neuroinflammation.

a) Dérégulation des protéines de liaison aux ARNs

L’importance des protéines de liaison a ’'ARN dans les DFTs et SLA a été soulignée
lors de la découverte de mutations causales dans les génes TARDBP, FUS, hnRNP,
matrin-3, ou ataxine-2 (Kwiatkowski et al. 2009; Vance et al. 2009; J. O. Johnson et al.
2014; H. J. Kim et al. 2013a). Ces aspects génétiques ainsi que l'importance
neuropathologique des inclusions de protéines TDP-43 et FUS dans ces maladies
suggere que le métabolisme des ARNs joue un réle clé dans ces pathologies
(Mandrioli et al. 2020; Sobue et al. 2018).

Les protéines de liaison a I'ARN TDP-43, FUS et hnRNPAl sont des
ribonucléoprotéines nucléaires hétérogenes (hnRNPs) ayant pour role de réguler le
métabolisme des ARNs comprenant I'épissage des ARNm, la polyadénylation, I'export
nucléaire, la localisation et la traduction des ARNs (Sobue et al. 2018; Buratti et al.
2005; Mompean, Baralle, et al. 2016). Les hnRNPs sont des protéines hautement
conserveées, ubiquitaires, abondantes au sein du noyau (Dreyfuss, Kim, and Kataoka
2002). Avant de considérer les protéines TDP-43 et FUS comme protéines hnRNPs
(Calvio et al. 1995; Romano et al. 2014; Dreyfuss, Kim, and Kataoka 2002) cette famille
était composée de 24 protéines nommees de hnRNPA1 a hnRNPU (Geuens, Bouhy,
and Timmerman 2016). Les hnRNPs sont aussi présentes dans le cytoplasme
puisqu’elles permettent le transport des ARNs du noyau au cytoplasme (Pifiol-Roma
and Dreyfuss 1992), ou encore le transport des ARNm (Dreyfuss, Kim, and Kataoka
2002; Pifiol-Roma and Dreyfuss 1992) (Figure 53).
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Figure 53. Représentation de la localisation et des différentes fonctions des hnRNPs dans les DFTs et SLA. D’apres
(Rage et al. 2020).

Structurellement, toutes les hnRNPs contiennent un ou plusieurs domaines de liaison
a 'ARN, le plus commun correspondant au motif de reconnaissance a '’ARN, RRM.
Elles contiennent également un second domaine de liaison a I'ARN, spécifique de
certaines séquences dARN comme par exemple RGG (Arginine-glycine-glycine). Il
peut s’agir de domaine homologue a la lysine (KH) ou a motif doigt de Zinc. Cela
permet une interaction forte et spécifique des protéines avec les ARNs. Ces protéines
ont également toutes un domaine “low complexity sequence domains (LCD)” qui
permet la formation d’organelles dépourvus de membrane, appelés granules (Sobue
et al. 2018) (Figure 54).
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Figure 54.Les protéines de liaison a ’ARN qui contiennent un domaine LCD peuvent changer de phase. lllustration
d’'une séparation de phase entre phase mixte (en haut) a formation de gouttelette (en bas). D’aprés (J. P. Taylor,
Brown, and Cleveland 2016).

Ces structures sont dynamiques et se comportent comme des liquides complexes et
se forment par séparation de phase. Les ARNSs et protéines de liaison sont isolés du
cytoplasme aqueux environnant (Hyman, Weber, and Julicher 2014). Les granules
jouent un réle dans le métabolisme des ARNs puisque, en les protégeant, elles
permettent d’inhiber leur traduction jusqu’aux sites de destination spécifiques des
ARNSs au sein la cellule (I. F. Wang et al. 2008; Kanai, Dohmae, and Hirokawa 2004,
Elvira et al. 2006; Sephton and Yu 2015) (Figure 55).
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Figure 55. Représentation schématique des séquences des hnRNPs impliquées dans les DFTs/SLA. D’apres
(Sobue et al. 2018).

La majorité des mutations des hnRNPs identifiés dans les DFT et SLA touchent les
domaines LCD et NLS (Gopal et al. 2017). La nature réelle du mécanisme de toxicité
cellulaire découlant n’est pas encore connue. Cette toxicité pourrait étre conséquente
a une perte de fonction nucléaire, a un gain de fonction cytoplasmique ou aux deux

aspects cumulés.

Trois hypothéses existent concernant I'effet direct de ces mutations.

Premierement, la dynamique des granules ARNs peut étre modifiée suite a une
mutation du domaine LCD. La viscosité peut augmenter, entrainant des échanges
réduits entre granules et cytoplasme environnant. La distribution des cargos ARN a
une localisation précise peut étre perturbée. Ainsi, les propriétés altérées de ces
granules peuvent perturber les processus biologiques ciblés par la traduction locale
précise des ARNs présents dans les granules. Appuyant cette hypothese, des
mutations de hnRNPA1, hnRNPA2B1, and TIA1 (H. J. Kim et al. 2013b) augmentent
les forces d’adhésion, qui altérent la structure mais aussi la dynamique de ces

organelles (H. J. Kim et al. 2013b; I. R. Mackenzie et al. 2017).

Une deuxiéme hypothése concerne la formation d’espéce protéique toxique. En effet,

dans ces organelles, les protéines de liaison a 'ARN sont présentes en grande
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concentration, a proximité les unes des autres. Les domaines LCD ont donc des
risques d’interaction plus forts. L’accumulation de granules ARN peu dynamiques
pourrait promouvoir sur le long terme I'agrégation des protéines de liaison a 'ARN
sous forme d’oligoméres ou de structures fibrillaires neurotoxiques (Patel et al. 2015;
Murakami et al. 2012; Lin et al. 2015) (Figure 56).

Figure 56. Les mutations des génes codant les protéines de liaison a I'ARN entrainent des perturbations dans
l'assemblage, la dynamique et la fonction des organelles sans membranes comme les granules de stress.
D’apres (Lin et al. 2015).

Troisiemement, des mutations de la séquence NLS de ces protéines hnRNPs vont
induire a la fois un mécanisme de perte de fonction nucléaire et un gain de fonction
cytoplasmique. La délocalisation des hnRNPs en grande concentration dans le
cytoplasme (Molliex et al. 2015), conduit a une séparation de phase excessive, et a la
présence de plus de granules de stress dans les cellules murines (Baron et al. 2013;
Bosco et al. 2010; Dormann et al. 2010; Kuang et al. 2017) et cellules de patients
mutées (Lim et al. 2016; H. J. Kim et al. 2013a). Physiologiquement, la protéine TDP-

43 est redistribuée dans les axones et dendrites en réponse a I'activité neuronale et
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influence la croissance des neurites (Alami et al. 2014). Il est ainsi probable qu’une
redistribution cytoplasmique de TDP-43 en contexte pathologique entraine des
dysfonctions cellulaires nombreuses ainsi que des désordres axonaux.

La perte de fonction nucléaire de ces protéines peut entrainer une perte de fonction
partielle ou totale des hnRNPs (Ramaswami, Taylor, and Parker 2013). Elle peut aussi
avoir des effets directs sur les fonctions neuronales. En effet, la déplétion
expérimentale de TDP-43 perturbe I'épissage d’un grand nombre d’ARN cibles et
entraine une diminution d’ARNs codant des protéines synaptiques (Polymenidou et al.
2011a). Une perte d’expression de FUS ou hnRNPA1 dans le SNC produits des effets
similaires mais sur d’autres cibles ARNs codant d’autres protéines (Lagier-Tourenne
et al. 2012b; Huelga et al. 2012). Ainsi, une perte de fonction nucléaire de ces
protéines entraine des pertes de fonctions subséquentes d’autres protéines suite a
une perte de régulation des ARNs cibles. Puisque les protéines TDP-43, FUS et
hnRNPA1 peuvent chacune se lier a des milliers d’ARNs cibles (Tollervey et al. 2011,
Polymenidou et al. 2011b), une dérégulation dans la fonction d’une ou plusieurs de
ces protéines aura un impact considérable sur le métabolisme des ARNs (Sobue et al.
2018).

Cette perte de fonction nucléaire pourrait alors étre responsable de la neurotoxicité.
Les effets perte de fonction nucléaire et gain de fonction cytoplasmique sur la
neurotoxicité sont difficilement discriminables.

Les protéines de liaison a 'ARN, qu’il s’agisse de TDP-43 ou de FUS, semblent pouvoir
se propager grace a leur domaine prion-like, répandant ainsi la pathologie de région
en région au sein de I'organisme. L’étude des lésions post-mortem présentes dans le
SNC des patients DFT, DFT-SLA ou SLA, a permis de mettre en évidence un effet de
diffusion des protéines mal conformées ou agrégées d’'un point focal aux zones
alentours. Cette régionalisation est co-occurrente a la diversification des symptomes
du patient au cours de la maladie, ainsi qu'a une dégénérescence cellulaire dont le
degré de sévérité est inversement proportionnel a la distanciation du point focal
(Ravits, Paul, and Jorg 2007). Cet élément représente un argument quant a la
possibilité des protéines agrégées ou mal conformées d’induire la pathogénése, en
induisant un effet toxique puisqu’elles peuvent diffuser de cellule en cellule et convertir
les protéines endogenes et natives en protéines pathologiques. Par ces modulations,
I'effet sera aussi perte de fonction puisque la protéine native sera déplétée du noyau

et n'y exercera plus ses fonctions. Plusieurs facteurs peuvent jouer dans la
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transmission toxique des protéines, par exemple la réversion possible ou non de
'assemblage des protéines non-natives, l'efficacité avec laquelle les précurseurs
polypeptidiques sont recrutés au sein des agrégats, la résistance des agrégats face a
la machinerie de clairance cellulaire (protéasome, autophagie) et l'efficacité avec
laquelle les agrégats peuvent se transmettre aux cellules environnantes (Brundin,
Melki, and Kopito 2010).

De plus la nature de I'espéce protéique toxique est encore débattue. Sous quelle
forme ? Soluble ? Agrégée ? Assemblées dans des granules de stress ? A ce jour il
n’y a pas encore de réponses, mais une multitude d’hypothéses. Certains ont proposé
que I'agrégation des protéines pouvait étre un mécanisme compensatoire de la cellule
afin de limiter le stress induit par 'augmentation d’espéces protéiques solubles ou
oligomériques au sein du cytoplasme, et ainsi limiter la toxicité (Figure 57) (Carija et
al. 2017). Ainsi il est possible que les conformations oligomériques protéiques soient
les plus toxiques. Elles correspondent a des formes protéiques non fibrillaires,
multimériques et solubles (Haase et al. 2004; Ghag et al. 2018).

Figure 57. La séparation de phases contribue a I'assemblage, a la dynamique des organites sans membrane.
Toutefois, le positionnement étroit des domaines de faible complexité risque d’entrainer des changements de
conformations et agrégations protéiques. D’apres (J. P. Taylor, Brown, and Cleveland 2016).
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b) Autophagie et transport vésiculaire

L’autophagie fait partie des mécanismes biologiques pouvant étre dérégulés et
associés aux DFT, DFT-SLA ou SLA. Il s’agit d'une voie de dégradation des
composants cellulaires (y compris des organelles entiers) comportant 4 phases :
initiation/nucléation, formation de I'autophagosome, maturation, la

libération/recyclage.

Plusieurs génes dont les mutations ont été associés aux DFT/SLA codent des
protéines ayant des fonctions directes dans la dégradation protéique. C’est par
exemple le cas de l'ubiquiline 2, de SQSTM1, de l'optineurine, de VCP, de CHMP2B,
de VAPB...Ensemble de génes exercant des fonctions tout au long de la voie
autophagique ou de dégradation UPS-protéasome.

Depuis quelques années, les fonctions de COORF72 sont de mieux en mieux décrites.
Il se trouve que celles-ci concernent également I'autophagie puisque cette protéine est
capable de réguler les Rab GTPases qui elles-mémes interviennent dans le trafic
vésiculaire, la voie endolysosomale et l'autophagie. La progranuline intervient
également dans les processus de dégradation protéique puisqu’elle a été montrée
comme exercant des fonctions de régulation enzymatique au sein des lysosomes
(Figure 58).
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Figure 58. Représentation des différentes fonctions des protéines impliquées dans les DFT/SLA dans les voies
de dégradation cellulaire... D’apres (Gotzl et al. 2014).

Ainsi, il apparait presque évident, que des mutations apparaissant dans les génes
précédemment cités vont entrainer, par des mécanismes pertes de fonctions
principalement, des dérégulations de ces voies de dégradation et de recyclage,
nécessaires au bon fonctionnement cellulaire.

Par ailleurs, il est également probable que I'accumulation des protéines mal
conformées de type Tau, SOD1, TDP-43 soit dépendantes d’un blocage de ces voies.
Parallélement, il est aussi possible que ces accumulations et agrégations protéiques

soient plutdt a I'origine d’une perturbation de ces systémes (Urwin et al. 2010).
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Aussi, dans un modele murin exprimant la protéine SOD1 mutée, il a été mis en
évidence une diminution de l'activité du protéasome pré-symptomatique dans la
moelle épiniere lombaire. Cette diminution d’activité a également été rapportée apres
expression de la protéine mutée SOD1 dans une lignée cellulaire neuronale (Almeida
and Gao 2016; J. P. Taylor, Brown, and Cleveland 2016).

De plus, par les pertes de fonctions de protéines de liaison a 'ARN, il est possible que
la traduction des protéines nécessaires a l'autophagie ne soit pas régulée
correctement entrainant des dysfonctionnements. En effet, TDP-43 a été mise en
évidence comme stabilisant TARNm de la protéine adaptatrice de mTOR nommée
raptor. Ainsi, une diminution d’expression de TDP-43 par invalidation dans des cellules
neuronales méne a une perte d’expression de raptor compromettant I'activité de
MTOR et menant a la déphosphorylation du facteur de transcription TFEB. Celui-Ci
régule physiologiquement I'expression de génes impliqués dans la biogénése
lysosomale et dans I'autophagie (Cheng, Lin, and Shen 2015). Par cette observation,
TDP-43 semble intervenir dans une boucle de régulation négative, ou une perte
d’expression de la protéine ou une mutation empéchant sa fonction physiologique
induit une perturbation de l'autophagie, qui elle-méme si elle est dérégulée, va
amplifier les phénomeénes d’agrégation protéique (Casterton, Hunt, and Fanto 2020)
(Figure 59).

Figure 59. lllustration d'un lien entre autophagie et agrégation protéique. Si les protéines de liaison a 'ARN
possédant un domaine LCD sont trop concentrées dans les granules de stress, elles peuvent changer de
conformation et devenir insoluble. La machinerie de dégradation sera inefficace. En parallele, si 'autophagie n’est
pas efficace, alors les protéines ne seront pas dégradées de fagon efficace, elles s’agrégeront alors. D’apres
(Sobue et al. 2018).

Le systeme pourrait lui aussi étre saturé face a la transmission prion-like des especes
pathologiques protéiques. Ces espéces étant résistantes aux protéases et aux

détergents, il n’est pas aberrant que les systémes de dégradation classiques soient
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inefficaces face a ces protéines anormales. Pour supporter ces hypothéses d’'une
défaillance collaborative des mécanismes cellulaires, les protéines p62 et ubiquitine
sont retrouvés dans une majorité des cas d’inclusions protéiques dans les cerveaux
post-mortem des patients SLA, DFT et DFT-SLA (Mizielinska et al. 2013; Snowden et
al. 2015; Ljubenkov and Miller 2016).

c) Neuroinflammation dans les DFT/SLA

Les observations neuropathologiques et d'imagerie clinique chez les patients,
précédemment évoqués dans la partie 1.3.C.ii (p38) ont permis de mettre en lumiere
la contribution d’événements neuroinflammatoires dans les DFT/SLA. De plus, I'étude
des modeles murins reproduisant la perte de fonction des protéines C9ORF72 et
PGRN a mis en exergue le réle immunitaire de ces protéines (Atanasio et al. 2016; J.
G. O’'Rourke et al. 2016; Nguyen et al. 2018).

La protéine TDP-43 représente un stigmate neuropathologique associé aux mutations
C90RF72 et GRN. Dans d’autres maladies neurodégénératives, les protéines mutées,
mal conformées ou agrégées pourraient étre responsables de modifications
fonctionnelles des cellules microgliales, en induisant par exemple une réduction des
capacités de motilité et de phagocytose in vivo comme cela est le cas pour les dépots
B-amyloides dans la MA (Krabbe et al. 2017; 2013). Ces modifications microgliales
pourraient résulter de leur activation par les protéines anormales, via la voie de
signalisation immunitaire de I'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin

domain containing 3) (Heneka, McManus, and Latz 2018) (Figure 60).
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Figure 60. Représentation du complexe inflammasome NLRP3. L’inflammasome est composé d’un senseur (NLR),
d’un adaptateur (ASC) et d’une enzyme (pro-caspase-1). D’apres (Malik and Kanneganti 2017).

Il s’agit du premier inflammasome étudié dans le cerveau, notamment dans des cas
pathologiques incluant la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose
latérale amyotrophique, et dans des infections virales du SNC (Martinon, Burns, and
Tschopp 2002; Storek and Monack 2015). L’inflammasome NLRP3 est principalement
exprimé par les microglies dans le SNC, mais pas seulement puisque son activation a
par exemple, été décrite dans les oligodendrocytes de souriceaux aprés exposition
prénatale au dexaméthasone, un agoniste du récepteur aux glucocorticoides ; ou dans
les astrocytes de modeles murins pathologiques (Jialei Zhu et al. 2018; Feng et al.
2019).

Bien que NLRP3 soit linflammasome le plus communément étudié, d’autres
inflammasomes dans le SNC peuvent étre impligués dans la progression de
pathologies neurodégénératives, par exemple : NLRP1, NLRP2, NLRC4 (NLR family
CARD domain-containing protein 4, aussi connu comme protease ICE activating factor
IPAF) et AIM2 (Voet et al. 2019; P. J. Wu et al. 2017). Ces complexes protéiques
inflammasomes se comportent de fagon trés similaire. Ainsi I'activation des différents
senseurs qui les constituent, conduit a une premiére étape d’oligomérisation, puis a la
formation de complexes multiprotéiques servant eux-mémes de plateformes
permettant 'activation d’'une caspase. Quelques différences sont toutefois majeures.
Par exemple, les complexes NLRP1 et NLRC4 peuvent activer la caspase-1 sans avoir

recours a la protéine ASC (adapter protein apoptosis associated speck-like protein
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containing a CARD) (Figure 61) (Malik and Kanneganti 2017). Pour les
inflammasomes dépendants de ASC, un mécanisme additionnel a été identifié.
Le processus n’est pas encore compris clairement mais des agrégats appelés « speck

» de la protéine ASC peuvent se former et étre libérés dans le milieu extracellulaire

par la microglie, une fois activée. Il est possible que ce signal agisse comme
amplificateur d’activation (X. Liu et al. 2016; Dick et al. 2016).

Figure 61. lllustrations des différents inflammasomes. D’aprés (Hayward et al. 2018).

L’activation de l'inflammasome NLRP3 peut s’exécuter de deux fagons différentes :

par la voie canonigue, ou la voie non-canonique.

> 4 Canonique
Deux signaux sont nécessaires a l'activation de cette voie. Tout d’abord un signal
initiateur permettant d’activer en premier lieu la voie NFkB qui permettra la

surexpression des composants du future complexe NLRP3. Le second signal a pour
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réle d’initier les modifications conformationnelles et I'assemblage de ce complexe
(NLRP3 — ASC — pro-caspase-1).
Différents modes d’activation, c’est-a-dire de seconds signaux, semblent pouvoir se
mettre en place, par exemple :

I. Formation de pores dans la membrane cellulaire et efflux de potassium K*.

il. Rupture lysosomale et libération de cathepsines dans le cytosol

iii. Dysfonction mitochondriale et production de ROS

iv. Modification post-traductionnelles de NLRP3 ou interacteurs, incluant une

déubiquitination (Kelley et al. 2019)

Une fois formé, 'inflammasome NLRP3 permettra la maturation de la caspase-1. Cette
derniére pourra alors cliver les pro-cytokines pro-inflammatoires IL-13 et IL-18 afin
gu’elles soient sécrétées dans le milieu extracellulaire et permettent le recrutement
d’autres cellules ou d’induire une mort des neurones dysfonctionnels. D’autre part, la
caspase-1 active pourra induire la maturation de la Gasdermin D, dont la partie N-
terminale formera des pores a la membrane conduisant a une mort cellulaire par

pyroptose.

= Non-canonique
Cette voie non-canonique a été mise en évidence pour la premiere fois par Kayagaki
et al, en 2011 (Kayagaki et al. 2011). A la différence de la voie canonique, en amont

de la caspase-1, elle recrute également la caspase-11 murine ou ses orthologues

humains, les caspases 4 et 5 (Figure 62).

Figure 62. Comparaison des voies canonique et non-canonique de l'inflammasome NLRP3. D’apres (Malik and
Kanneganti 2017).
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L’activation de I'inflammasome NLRP3 a été rapportée dans les maladies d’Alzheimer
et de Parkinson (Heneka, McManus, and Latz 2018) et plus récemment dans des cas
de SLA (Johann et al. 2015a) mais pas encore dans les DFTs bien que des résultats
récents in vitro suggerent que les agrégats protéiques caractéristiques des DFTs type
Tau et TDP-43 pourraient activer I'inflammasome NLRP3 (Stancu et al. 2019a; Zhao
et al. 2015).

De fagon intéressante, il a été démontré qu’un lien direct existait entre autophagie et
inflammasomes (C. S. Shi et al. 2012). En effet, 'assemblage des plateformes
protéiques AIM2 et NLRP3 peut induire la mise en place de I'autophagie. De plus, par
son activité de dégradation des constituants de I'inflammasome, I'autophagie participe

a leur régulation (Zhong et al. 2016) (Figure 63).

Figure 63. Hypothéese concernant les liens de rétroaction entre autophagie et inflammasome NLRP3. L’activation
des TLRs résulte en l'activation du facteur de transcription NF-kB. Celui-ci permet la régulation de NLRP3 et de
pro-IL-1B8. Les ROS et ADN mitochondriaux peuvent entrainer I'activation et I'oligomérisation de NLRP3 ainsi que
le recrutement de ASC. Cela va entrainer l'activation de la caspase-1 qui va a son tour activer I'lL-18. L’autophagie
est aussi induite par la signalisation des TLRs, parallelement a I'inflammasome. L’autophagie va ainsi permettre la
régulation de [linflammasome en dégradant/recyclant les activateurs (mitochondries), les complexes
inflammasomes et sous-unités (ASC), les substrats (pro-IL-718). En l'absence d’autophagie, les mitochondries
endommagées peuvent s’accumuler et activer I'inflammasome menant a la dérégulation de la sécrétion d’IL-18.
D’apres (Merkley et al. 2018).

Il a aussi été mis en évidence qu’une inhibition de 'autophagie dans des monocytes

humains conduit a une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
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dans le milieu extracellulaire et une accumulation de p62 dans les monocytes (C. S.
Shi et al. 2012)

Méme si leurs fonctions précises dans I'inflammation sont encore peu comprises, nous
savons que C9ORF72 et PGRN présentent toutes deux des fonctions dans les voies
endolysosomales et autophagiques (Corrionero and Horvitz 2018; Holler et al. 2017).
Ces voies de dégradation sont primordiales pour I'activité de cellules phagocytaires.
Puisque les niveaux d’expression de C9ORF72 et PGRN sont élevés dans les
macrophages et cellules microgliales en conditions physiologiques (Rizzu et al.
2016b), il est possible qu'une perte de fonction de ces protéines perturbent les voies
de dégradation lysosomale au sein des cellules microgliales, menant a une

dérégulation immunitaire.

Des hypotheses neuroinflammatoires spécifiques aux mutations COORF72, prenant
en compte a la fois les effets perte de fonction et gain de fonction co-existants, ont été
proposées et sont résumées dans le schéma suivant (Figure 64). Dans les cellules
neuronales, I'aspect gain de fonction entraine la formation de foci ’ARN et de DPRs,
et contribuera a la toxicité et dégénérescence neuronale autonome cellulaire
(McCauley and Baloh 2019). Dans les microglies la perte de fonction de C9ORF72,
par des mécanismes non encore identifiés mais potentiellement liés aux perturbations
de la voie endo-lysosomale, rend les cellules hyper-activées, créant alors un

environnement toxique pour les neurones.
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Figure 64. Hypothése d'une coopération des effets gain et perte de fonction de la protéine COORF72 a la fois
dans neurones et glie, contribuant a la neurodégénérescence. D’apres (McCauley and Baloh 2019).

La perte de fonction de la progranuline pourrait avoir ce méme réle pro-inflammatoire
par une dérégulation de fonction lysosomale. La microglie hyper-activée pourra alors

également contribuer a un dysfonctionnement et une mort neuronale (Kao et al. 2017).

D.Hypothéses et Objectif de la thése

Dans les maladies neurodégénératives, I'étude de la neuroinflammation est en pleine
expansion depuis quelgues années. Il est maintenant connu et admis que les protéines
mal conformées ou agrégées telles que I’AB ou I'a-synucléine respectivement dans les
maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Codolo et al. 2013; Lucitnaité et al. 2020;
Schnaars, Beckert, and Halle 2013), peuvent activer les cellules microgliales par la
voie de l'inflammasome NLPR3. Lors de mon master 2 et de ma premiére année de
thése, deux publications ont montré que la protéine TDP-43 sous différentes formes
pouvait également activer la microglie par la voie de I'inflammasome NLRP3 (Zhao et
al. 2015; Leal-Lasarte et al. 2017). Cependant les mécanismes de cette activation était

peu clair et son lien réel avec la maladie restait a étudier.
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Ce projet de thése s’est inscrit dans le cadre d’'un consortium européen InCure (InCure
n.d.) regroupant 6 équipes partenaires. Ce consortium a pour but de mettre en
évidence les voies d’activations microgliales communes dans différentes maladies
neurodégénératives, a savoir maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, démences
fronto-temporales.

Les questions posées étaient multiples :

Les agrégats protéiques caractéristiques de différentes maladies neurodégénératives
peuvent-ils activer les cellules microgliales ? Quelles sont les voies de signalisation
activées par la microglie dans les différentes maladies neurodégénératives ? Quels
sont les impacts de cette activation microgliale sur les neurones ? Les voies de
signalisation identifiées dans les modeles in vitro ou murins in vivo sont-ils les mémes
que chez 'homme ? Enfin a terme, ces voies identifiées, peuvent-elles étre utilisées a

des fins thérapeutiques ou pour établir des biomarqueurs ?

Dans le contexte des formes familiales de DFT et DFT/SLA, un constat majeur est que
les mutations C9ORF72 et GRN rendent les cellules microgliales plus réactives si on
les compare aux cellules microgliales WT, et des niveaux anormalement élevés de
cytokines pro-inflammatoires telles qu’lL-18 ont été détectés dans les modeéles
animaux déficients en C9orf727 et en GrnR49XR49X (J G. O’Rourke et al. 2016;
Atanasio et al. 2016; Lui et al. 2016; Nguyen et al. 2018; Viodé et al. 2018).
L’agrégation de TDP-43 est commune aux DFT/SLA-C90ORF72 et aux DFT-GRN et la
sécrétion d’IL-1B est caractéristique de I'activation des inflammasomes. La régulation
de l'activité de l'inflammasome NLRP3 est par ailleurs sous le contrble de la voie de
'autophagie (Aflaki et al. 2016; Kinnunen et al. 2017; Q. Sun et al. 2017). Ainsi, les
mutations C9ORF72 et GRN étant connues pour entrainer un dysfonctionnement des
lysosomes et/ou une autophagie défectueuse pourrait agir en synergie avec les
agrégats de protéine TDP-43 pour déclencher dans les cellules microgliales une
activation pro-inflammatoire chronique majeure. Le but de cette thése a été d’étudier
cette hypothése et de caractériser les mécanismes cellulaires en jeu et leur relevance
par rapport a la maladie.

Ainsi, dans le but d’identifier un mécanisme biologique commun a différentes formes
de DFT, nous nous sommes demandé si les mutations C9ORF72 et GRN pouvaient

agir sur I'activation de cette voie microgliale par TDP-43 et si oui, comment ?
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Afin de répondre a ces questions, nous avons mis en place un modéle de culture
primaire de cellules microgliales WT, NIrp3”- C9orf727- et GrnR493X/R493X " et avons
choisi de travailler avec la protéine TDP-43 humaine recombinante. Le but étant dans
premier temps de décrypter les mécanismes d’activation microgliale par TDP-43 dans
les cellules WT. Puis de comparer la réactivité des cellules mutantes aux cellules WT.
Ainsi, aprés avoir mis en évidence l'agrégation spontanée de TDP-43, nous avons
stimulé les microglies avec cette protéine et avons analysé la réponse immunitaire par
dosage des cytokines secrétées. En paralléle, nous avons extrait TARN des cellules
stimulées par TDP-43 afin de les faire séquencer au sein du consortium INCURE, et
ainsi comparer les voies d’activations entre les différents modéles de maladies
neurodégénératives. Afin d’effectuer aussi cette comparaison in vivo nous avons
importés des modeles murins Wild-type, C9orf2”- et NIrp3+,et nous avons généré des
souris C9orf72-- x NIrp3-- afin d’extraire les microglies de cerveaux murins adultes
(4mois, 6mois, 12mois).

Nous avons aussi voulu nous assurer que les mécanismes identifiés dans ces
situations de perte de fonction totales de C9ORF72 et GRN sont bien en jeu dans le
réel contexte physiopathologique ou les cellules humaines présentent seulement une
haploinsuffisance. Pour cela nous avons commenceé a mettre en place un modele de
culture de MDMi (Monocyte Derived Microglia induced) a partir de prélevements
sanguins de patients DFTs. Cela nous a ainsi permis d’étudier la réactivité des cellules
d’individus porteurs de mutations C9ORF72 et GRN hétérozygotes et de valider les
observations effectuées préecédemment sur les cellules murines.

Parallelement, nous avons aussi souhaité nous approcher d’un stimulus plus
physiologique. En effet, la protéine recombinante TDP-43 s’agrege certes, mais elle
ne comporte ni ARN partenaire, ni modifications post-traductionnelles. Nous avons
tenté de mettre en place des méthodes d’extraction d’agrégats TDP-43 directement a
partir de cerveaux post-mortem. Pour cela, nous avons essayé par technique de
fractionnement, d’'une part d’isoler les fractions protéiques insolubles et résistantes aux
détergents, d’autre part d’isoler les vésicules extracellulaires du liquide interstitiel. En
complément, comme les protéines pourraient étre sécrétées par ces vésicules et
gu’elles sont plus simples a isoler a partir de plasma frais, nous avons commenceé a

mettre en place des techniques d’isolement a partir de ce fluide biologique.
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Il.  RESULTATS

A.TDP-43 active les cellules microgliales

Afin de répondre aux différentes problématiques in vitro, nous avons mis en place un
modéle de cultures primaires de microglies murines. Dans un premier temps, nous
avons souhaité répliquer les résultats préalablement publiés (Zhao et al. 2015; Leal-
Lasarte et al. 2017) c’est-a-dire montrer que la protéine TDP-43 était capable d’activer
les cellules microgliales. Pour cela nous avons choisi d’utiliser la protéine TDP-43
recombinante humaine et de l'utiliser a quatre concentrations croissantes : 100ng/mL ;
500ng/mL ; 2,5ug/mL ; 5ug/mL, puisque les concentrations protéiques utilisées dans
les deux publications préecédemment citées, qui permettent de voir un effet sur les
cellules, correspondaient a 500ng/mL(Zhao et al. 2015) et 2,5ug/mL(Leal-Lasarte et
al. 2017). Cette protéine a la particularité de s’agréger spontanément (B. S. Johnson
et al. 2008; Furukawa et al. 2011) dans le milieu de culture (Annexe 1A) pour former
des structures granulo-fibrillaires comme observé par microscopie €lectronique (Figure
65A). Bien que la structure des agrégats TDP-43 observés chez les patients soit
encore trés mal connue et controversée, on sait qu’il ne s’agit pas de structures
fibrillaires amyloides et les agrégats que nous obtenons in vitro les rappellent fortement
(Nishihira et al. 2008; F. Mori et al. 2008; M. Neumann et al. 2006).

Lorsque les cellules microgliales sont exposées a ces agrégats TDP-43, nous
observons un changement de morphologie de ces cellules marquées par un anti-
CD11b (protéine composant le récepteur aux compléments CR3 présent a la
membrane des cellules microgliales (Korzhevskii and Kirik 2016)) qui présentent un
profil plus étalé, avec moins de ramifications, suggérant une activation par TDP-43
(Figure 65B). Aucune variation significative du nombre de cellules microgliales (due a
une prolifération ou une mort cellulaire) n’a été observée suite a la stimulation par TDP-
43 (Annexe 1D). Pour pouvoir distinguer la protéine TDP-43 endogéne de la protéine
recombinante, cette derniére est associée a une étiquette poly-histidine. Ainsi par
marquage anti-histidine, nous pouvons visualiser la protéine ajoutée artificiellement au
systeme d’étude. Celle-ci apparait sous forme de « paquets », augmentant en nombre
et en taille en fonction de la concentration de protéine TDP-43 utilisée, parsemés sur

les cellules microgliales (Figure 65B et Annexe 1A).
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Nous avons choisi dans cette étude d’utiliser deux contréles d’activation microgliale :
1/ un contréle négatif: 'urée a 2mM appelé « vehicle », car la protéine TDP-43
recombinante est initialement en suspension a 1ug/uL dans de 'urée a 0,4 M (afin de
la maintenir soluble) ce qui signifie qu’a sa plus faible dilution il restera 2mM d’urée
dans le milieu ; 2/ un contrble positif d’activation de l'inflammasome NLRP3 : LPS

(lipopolysaccharide) 50ng/mL + Nigéricine 2,5uM.

Apres 16h ou 24h de stimulation, nous avons pu mettre en évidence, par dosage
ELISA des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-13 sécrétées dans le milieu de
culture, augmentant avec les doses croissantes de TDP-43 utilisées. Cependant, a
partir de la dose de 2,5ug/mL, il semble que I'on atteigne le maximum de sécrétion
d’'IL1B provoquée par les agrégats TDP-43 puisque la sécrétion d’IL-18 n’augmente
pas notablement quand elles sont stimulées par TDP-43 a la concentration de 5ug/mL
(Figure 65C).

Comme la protéine recombinante a été produite chez E.coli nous avons voulu nous
assurer que les effets observés découlaient bien de la protéine TDP-43 elle-méme et
non d’'une contamination par les endotoxines bactériennes. Ainsi nous avons choisi
d'utiliser le PMBS (Polymyxin B sulfate), qui en se fixant au lipide A du
lipopolysaccharide (LPS) bactérien, va empécher sa fixation au TLR4, son récepteur
d’affinité sur la membrane microgliale (Figure d’annexe 1B). Aprés application de cet
inhibiteur, nous pouvons observer que la concentration d’'IL-1 sécrétée est inchangée
aprés stimulation des cellules par TDP-43. La sécrétion induite par I'association LPS
+ nigéricine est quant a elle, totalement inhibée. C’est donc bien la protéine TDP-43

qui active les cellules microgliales.
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Figure 65. La protéine TDP-43 active les cellules microgliales WT. A) Image par microscopie électronique de la
protéine recombinante TDP-43 qui s'agrege spontanément dans un milieu non réducteur. Par un marquage anti-
TDP-43 couplé a des billes d'or (image de droite), nous confirmons que les structures observées correspondent a
la protéine TDP-43. B) Analyse par microscopie confocale de la présence des amas de protéine TDP-43 par
marquage anti-histidine (rouge) sur les cellules microgliales marquées par un anti-CD11b (vert). La morphologie
des cellules microgliales est modifiée aprés stimulation par TDP-43. Echelle = 50um. C) Les cellules microgliales
sont traitées 16h ou 24h avec quatre concentrations de la protéine TDP-43 et des contrbles négatifs (urée 2mM) et
positifs (LPS+nigéricine). A 16h et 24h, les stimulations aux concentrations 2,5pug/mL et 5ug/mL induisent
l'augmentation significative de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire IL-18. La sécrétion de cytokines TNF-a
augmente elle aussi de fagon significative aprés stimulation des cellules par TDP-43 aux 3 doses les plus fortes.
(N = 12) Test statistique Kruskal-Wallis non paramétrique, comparaison des différentes conditions a la condition 2.
+p<0.05, ##<0.01 ns : non significatif.
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B.L’activation des cellules microgliales par TDP-43 est
NLRP3-dépendante

Puisque la sécrétion en IL-1B augmente de fagon conséquente aprés stimulation des
cellules microgliales par TDP-43, nous avons voulu vérifier si cette activation était
dépendante de l'inflammasome NLRP3 comme cela a été mis en évidence auparavant
(Zhao et al. 2015; Leal-Lasarte et al. 2017). Nous avons choisi deux approches
complémentaires, d’'une part l'utilisation d’un inhibiteur de l'inflammasome NLRP3 et

d’autre part le traitement de cellules NIrp3--avec TDP-43.

L’inhibiteur CRID3 (Cytokine release inhibitory drugs - CP-456,773 aussi connu sous
le nom de MCC950) empéche [I'oligomérisation du complexe NLRP3 et
consécutivement, la maturation des cytokines pro-inflammatoires. Aprés application
de cet inhibiteur et stimulation des cellules par TDP-43, la sécrétion d’IL-13 est
totalement inhibée. Cela montre que la sécrétion de cette cytokine consécutivement a
une stimulation par TDP-43 est totalement dépendante de I'inflammasome NLRP3
(Figure 66A). Bien que cet inhibiteur soit considéré comme trés spécifigue de
linflammasome NLRP3 par rapport aux autres inflammasomes, nous avons mis en
place des cultures primaires de cellules microgliales NIrp3-- afin de confirmer de fagon
absolue ce résultat. En effet, aprés stimulation des microglies Nlrp37- par TDP-43, la

sécrétion en IL-183 est nulle (Figure 66B).

Pour confirmer l'activation de I'inflammasome NLRP3 par d’autres méthodes, nous
avons voulu mettre en évidence [Iactivation des autres composants de cet
inflammasome : les protéines ASC et la caspase-1. C’est par immunofluorescence que
nous avons détecté la présence d’agrégats (aussi appelés « specks ») de la protéine
ASC. En effet, aprés activation de l'inflammasome, cette protéine se regroupe sous
forme de puncta au sein de la cellule, cet assemblage rapide et irréversible de la
protéine aurait pour but de permettre la maturation d’'une plus grande quantité de
caspase-1 et agirait comme phénomeéne amplificateur (Sborgi et al. 2015; Lu et al.
2014; Kuri et al. 2017). Aprés stimulation des cellules microgliales par TDP-43, des
specks ASC sont bien observés dans les microglies (Figure 66C).

En parallele, jai tenté de mettre en évidence la caspase-1 clivée par Western-Blot
dans le surnageant des cellules. En effet, une fois maturée, la caspase-1 est secrétée

(Shamaa et al. 2015; Scheiblich et al. 2017). Malgré de nombreuses mises au point,
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jai eu des difficultés a faire fonctionner le marquage anti-caspase-1 sur membrane.
Les quelques résultats préliminaires obtenus sont tout de méme encourageants
puisqu’ils nous laissent deviner la présence de caspase-1 mature dans le surnageant

de cellules stimulées par TDP-43 (Annexe 1C).
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Figure 66. La protéine TDP-43 active l'inflammasome NLRP3. A) Les cellules microgliales ont été traitées ou
non pendant 16h ou 24h avec CRIDS3, un inhibiteur de la voie de l'inflammasome NLPR3. Avec le traitement CRID3,
la sécrétion d'IL-18 est inhibée apres stimulation des cellules par TDP-43. Ce n'est pas le cas pour la sécrétion de
TNF-a. B) Les cellules microgliales Nlrp3” ont été traitées avec les mémes stimuli que les cellules WT. Aprés
stimulation des cellules NIrp3” par TDP-43, aucune sécrétion d'lIL-18 n'a été mesurée en comparaison aux cellules
WT. La sécrétion de TNF-a est quasi identique entre les cellules WT et Nirp3~-. Les données sont présentées sous
forme de moyenne £ SEM (N = 3). C) Analyse Co-IF par microscopie confocale de CD11b (en vert), TDP-43 avec
histidine-tag (His en blanc) et ASC (en rouge), avec ou sans stimulation de TDP-43 pendant 24H. Les agrégats de
TDP-43 colocalisés avec CD11b sont indiqués par des fleches blanches ; les agrégats ASC par des fleches rouges.
Echelle = 20pm.

148



C.L’activation microgliale par TDP-43 passe par une
fixation de TDP-43 aux recepteurs TLR2/4, par son
internalisation et I’activation de la caspase 1

Nous avons montré que TDP-43 activait les cellules microgliales par la voie de
linflammasome NLRP3. Par la suite, nous avons voulu comprendre le mécanisme plus

détaillé par lequel cette protéine était capable d’activer ces cellules.

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, il a ét¢é montré que les récepteurs TLR2/4
étaient nécessaires pour la reconnaissance de la protéine amyloide AR par la cellule
microgliale, son internalisation et l'initiation de voies de signalisation (Erin G. Reed-
Geaghan et al. 2009; Arroyo et al. 2011). Ces mémes récepteurs TLR2 et TLR4
semblent pouvoir reconnaitre I'a-synucléine et permettre sa phagocytose ainsi que la
mise en place d’'une réponse immunitaire dans des modéles cellulaires et murins de
la maladie de Parkinson (C. Kim et al. 2013; Daniele et al. 2015; Fellner et al. 2013;
Stefanova et al. 2011). Ces récepteurs semblent donc étre de bons candidats pour la
reconnaissance des protéines a conformation anormale ou agrégées, par les cellules
microgliales. De plus, Zhao et al. (Zhao et al. 2015) a montré que TDP-43 pouvait
activer la cellule microgliale par CD14, un co-récepteur des TLR2 et TLR4. Afin de
mieux décrypter les mécanismes d’activation microgliale par TDP-43 dans notre
modéle, nous avons choisi d’utiliser un inhibiteur des TLRs 2/4 : OxPAPC (Oxidized 1-
palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). 1l agit en bloquant Ia
signalisation des TLR2 et TLR4 par compétition avec les protéines CD14, LBP and
MD2 (Erridge et al. 2008). Nous l'utilisons sur les cellules microgliales que nous avons
traitées avec nos stimuli classiques, c’est-a-dire urée, LPS 50ng/mL +Nigéricine 2,5uM
et TDP-43 5ug/mL. Suite au traitement par 'OxPAPC, nous avons observé une
diminution de la sécrétion d’IL-1p aprés stimulation des microglies par le LPS 50ng/mL
+Nigéricine 2,5uM. Cela s’explique par le fait que le LPS est un activateur connu du
TLRA4. Ainsi inhiber ce TLR induit donc une diminution de la réponse microgliale. Dans
le cas de la stimulation des microglies par TDP-43, le traitement a 'OxPAPC inhibe
totalement la sécrétion d’'IL-1B et de TNF-a, ce qui confirme que TDP-43 a besoin
d’interagir avec TLR2 ou TLR4 pour activer les microglies (Figure 67A).

Apres fixation aux récepteurs TLR2/4, les protéines pathogénes comme I'AB sont
internalisées par les cellules microgliales (J. Yang, Wise, and Fukuchi 2020; Sheedy

et al. 2013; E. G. Reed-Geaghan et al. 2009). Nous avons voulu savoir si ce
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mécanisme était également vrai pour TDP-43. Pour répondre a cette question, nous
avons choisi d’utiliser la microscopie électronique. Aprés marquage des protéines
TDP-43 par billes d’or, nous observons que les agrégats TDP-43 nouvellement formés
sont internalisés dans les cellules. En effet, le marquage aux billes d’or est présent
dans la cellule et est centralisé sur des formes amorphes. Comme attendu, lorsque les
cellules microgliales sont stimulées avec l'urée (véhicle), aucune bille d’or n’est
observée (Figure 67B).

Il semblerait donc que TDP-43 soit capable d’activer les cellules microgliales et d’étre
internalisée suite a sa fixation aux récepteurs TLR2/4.

Pour poursuivre la caractérisation de la voie d’activation microgliale découlant de la
fixation de la protéine TDP-43 aux TLR2/4 et & son internalisation, nous nous sommes
demandé quelle voie spécifique de I'inflammasome NLRP3 pouvait étre activée. En
effet, dans l'introduction nous avons décrit deux voies NLRP3 différentes, les voies
canoniques et non-canoniques. Celles-ci se différencient par les caspases impliquées.
La voie canonique passe par une maturation de la caspase-1, alors que la voie non-
canonique met en jeu cette méme caspase-l mais son activation passe par
l'intermédiaire de la caspase-11 chez la souris (ou caspase 4/5 chez ’lhomme) (Malik
and Kanneganti 2017).

Nous avons traité les microglies avec un inhibiteur de caspase-1, 'Ac-YVAD-cmk, et
un autre de la caspase-11, le wedelolactone, afin de savoir si I'activation microgliale
par TDP-43 passait par la voie canonique ou non canonique de l'inflammasome
NLRP3. Le DMSO est utilisé comme contrdle négatif puisqu’il s’agit du tampon de
resuspension des deux inhibiteurs. En présence de 30ug/mL de '’Ac-YVAD-cmk, nous
observons une diminution presque compléte de la sécrétion d’IL-13 aprés stimulation
des cellules microgliales par TDP-43 5ug/mL (Figure 67C). Une diminution importante
de la sécrétion en IL-1B est aussi constatée en présence de 30uM de wedelolactone
apres stimulation par TDP-43 5ug/mL. Cela indique donc que TDP-43 active

'inflammasome NLRP3 par la voie non-canonique (Figure 67C).
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Figure 67. La protéine TDP-43 est internalisée par les cellules microgliales apres sa liaison aux récepteurs
TLR2/4, et active I'inflammasome NLRP3 par la voie non canonique. A) Les cellules ont été traitées pendant
24h avec un inhibiteur des TLR2/4 : OxPAPC. Apres traitement par I'OxPAPC, la sécrétion d’IL-1 induite par TDP-
43 est inhibée de facon significative, par rapport au traitement TDP-43 sans OxPAPC. Les sécrétions d’IL-13 en
conditions contréles sont inchangées par la présence de l'inhibiteur des TLR2/4 (N = 4) * p<0,05, ##<0,01.
Comparaison d’une méme stimulation avec ou sans traitement oxPAPC par test Mann Whitney. B) Aprés 16h de
stimulation avec TDP-43 a 2,5ug/mL, les cellules ont été observées par microscopie électronique. Grace a un
marquage aux billes d’or contre TDP-43, la structure des agrégats de TDP-43 a été montrée a proximité de, et
internalisée par les cellules microgliales (fleches). Dans I'image de gauche, les fleches pointent les structures
agrégées alors que sur les deux autres clichés, les fleches pointent les billes d’or. C) Les cellules microgliales WT
ont été traitées avec YVAD, un inhibiteur de la caspase-1, et Wedelolactone, un inhibiteur de la caspase-11. Apres
traitement par YVAD et stimulation des cellules par TDP-43 5ug/mL, la sécrétion d'IL-13 est diminuée par rapport
a cette méme condition sans YVAD. La sécrétion d’IL-13 est également diminuée apres traitement Wedelolactone.
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D. Les cellules microgliales déficientes en protéines
C90RF72 et PGRN sont suractivéees par TDP-43

Nous avons pu établir que la protéine TDP-43 activait I'inflammasome NLRP3 par la
voie non canonique via sa fixation aux récepteurs TLR2/4 et son internalisation par les
cellules microgliales. Cela nous donne une premiére idée du mécanisme
neuroinflammatoire initié par TDP-43. Comme les inclusions TDP-43 sont retrouvées
systématiquement dans les formes familiales de DFT-GRN et de DFT/SLA-CO9ORF72
et compte-tenu des fonctions des protéines PGRN et C9ORF72 nous avons ensuite
voulu déterminer si la déficience en PGRN ou en CO9ORF72 pouvait moduler la

réactivité microgliale en présence de TDP-43.

Nous avons alors réalisé des cultures primaires de microglies C9orf72/(J. G.
O’Rourke et al. 2016) et GrnR493X/R433X (Nguyen et al. 2018) et nous les avons traitées
avec les mémes stimuli que précédemment. Aucune variation significative du nombre
de cellules n'a été observée entre les différents génotypes suite a la stimulation par
TDP-43 (Annexe 1D). Aprés 16h ou 24h de stimulation, les cellules microgliales ayant
une perte de fonction de COORF72 ou PGRN présentent une sécrétion d’IL-1B quasi
identique par rapport aux WT en réponse au stimulus LPS+Nigéricine. La sécrétion
d’IL-1B aprés stimulation des cellules par TDP-43 a 2,5 et 5ug/mL est en revanche
significativement plus importante chez les cellules mutantes par rapport aux WT
(Figure 68A). Nous n'avons pas observé de sécrétion d’IL-1B aprés traitement urée
(vehicle) chez les microglies mutantes par rapport aux WT, ce qui nous montre que
les cellules ne sont pas activées a I'état basal. Les résultats obtenus semblent indiquer
gue les protéines C9ORF72 et PGRN jouent un rdle important dans la réactivité
microgliale a TDP-43. Cependant, nos observations ont été faites a partir de microglies
murines présentant une déficience homozygote afin de caractériser plus simplement
le rle des protéines CO9ORF72 et PGRN dans cette voie. Il est donc primordial de
s’assurer que nos conclusions sont valides dans des cellules humaines présentant des
altérations de C90RF72 et PGRN correspondant vraiment a ce qui est observé chez
les patients pour étre sdrs que les mécanismes identifiés peuvent jouer un role dans
la maladie. Pour cela, nous avons mis en place un modéle de cellules de type
microglial induites a partir de monocytes sanguins de patients ou MDMi (Monocyte-
Derived Microglia-like cells), d’aprés le protocole établi par Sellgren et al (Sellgren et
al. 2017).
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Afin de confirmer que les MDMi obtenues ressemblent bien a des microglies nous
avons réalisé des immunomarquages classiquement utilisés pour mettre en évidence
les microglies tels que Ibal, CD11b, CD68 et CD45. Les protéines Ibal (lonized

calcium binding adaptor molecule 1) et CD68 sont des marqueurs communs aux

macrophages et a la microglie. Un profil CD11bNi / cD45!OW caractérise quant a lui,
les cellules microgliales quiescentes. Les marquages observés et la morphologie des
cellules obtenues semblent en effet compatibles avec un profil de type microglial
(Figure 68B). Les cellules MDMi ainsi générées ont été incubées durant 24h en
présence de TDP-43 a 2,5ug/mL. Ensuite, les cytokines pro-inflammatoires secrétées
ont été dosées par ELISA. Les résultats indiquent que la stimulation des cellules
contréles (issus d’apparentés non malades et non-porteurs de mutation C9ORF72 ou
GRN) par TDP-43 induit une sécrétion importante d’'IL1- dans le surnageant comparé
au témoin négatif urée “vehicle”. Cette concentration d’IL1-B est proche de celle
obtenu pour le contrble positif LPS + Nigéricine. De facon trés intéressante, la
sécrétion d’IL1-B aprés stimulation des cellules mutantes par TDP-43 est beaucoup
plus importante que celle mesurée aprés stimulation des cellules contréles (Figure
68C). Cela refléte nos précédentes observations sur cellules microgliales murines. Ces
résultats sont donc vraiment trés encourageants et nous espérons avoir tres bientot

de nouvelles données pour nous permettre d’affirmer cet effet.

Qu'il s'agisse des cellules microgliales murines ou des MDMi, les cellules déficientes
pour C90RF72 et GRN semblent hyperactivées par TDP-43 comparées aux cellules
contrbles. Nous nous sommes alors demandé par quel(s) mécanisme(s) la déficience
en C90ORF72 et GRN conduisait a cette hyperactivation de l'inflammasome. Les
protéines C90ORF72 et PGRN sont impliquées dans la régulation de la voie
autophagique, et les études réalisées par Shi et al. dans les macrophages montrent
que cette voie régule I'activation de l'inflammasome NLRP3 par un mécanisme de
rétrocontréle (C. S. Shi et al. 2012). Lorsqu’un stimulus vient activer I'inflammasome
cela conduit a une augmentation du flux autophagique (marqué par 'augmentation du
ratio LC3II/LC3I et du nombre de vésicules positives pour p62) permettant de limiter
l'inflammation excessive et de restaurer 'homéostasie cellulaire en dégradant les
complexes inflammasomes et/ou en dégradant les stimuli eux-méme. Nous avons
donc analysé la dynamique des vésicules p62 positives dans les microglies des

différents génotypes avant et apres activation de I'inflammasome NLRP3 par TDP-43
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(Figure 68D et E). Dans les microglies WT comme C9orf727/- et GrnR493X/R493X noys
observons bien que l'activation de l'inflammasome par TDP-43 conduit a une
augmentation des structures marquées par p62, cependant cette augmentation est
beaucoup moins forte en lI'absence de C90ORF72 ou de PGRN. En revanche,
'augmentation de taille de ces vésicules p62 semble plus importante aprés stimulation
par TDP-43 dans les microglies C9orf72/ et GrnR493X/R493X - Ainsij les déficiences en
CO90ORF72 et GRN dérégulent effectivement la boucle de rétro-contrble entre

inflammasome NLRP3 et autophagie.
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Figure 68. Les cellules microgliales déficientes en COORF72 et en PGRN sont hyperactivées par TDP-43. A)
Les cellules microgliales WT, C9orf727- et GrnR493/R493X gt été traitées par les deux concentrations les plus élevées
de TDP-43 et par contrbles négatifs et positifs pendant 16 ou 24 heures. La ligne horizontale noire représente la
sécrétion d'IL-18 par les cellules WT aprés stimulation par TDP-43 & 5ug/mL. A 16h et 24h, la sécrétion d'lL-18 est
significativement augmentée, voire doublée, aprés stimulation des microglies mutantes par TDP-43 5ug/mL par
rapport aux contréles. La sécrétion d’IL-183 est également augmentée apres stimulation des cellules mutantes par
TDP-43 a 2,5ug/mL mais cette différence n’est pas significative. Données présentées sous forme de moyenne *
SEM (N 2 6). *p<0,05, ##<0,01. Comparaison d’une méme condition de stimulation dans les différents génotypes
par test de Mann-Whitney. B) Analyse Co-IF par microscopie confocale de ibal (vert) et CD11b (rouge), ou CD68
(vert) et CD45 (rouge) dans des cellules MDMi contréles. Echelle = 50pum C) Les MDMi d'un témoin, d'un porteur
de mutation CO9ORF72 et d'un porteur de mutation GRN ont été traitées 24h avec TDP-43 2,5ug/mL. La ligne
horizontale noire représente la sécrétion d'IL-138 des MDMi témoins aprés stimulation par TDP-43 2,5ug/mL. La
sécrétion d'IL-18 apres traitement par TDP-43, est augmentée pour les MDMi mutées (N = 1). D) Analyse Co-IF
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par microscopie confocale de p62 (rouge) et CD11b (blanc) dans des microglies murines WT, C9orf72" et
GrnRA493XIRA93X qyec ou sans stimulation TDP-43. Echelle = 20pum E) Quantification du nombre moyen de spot/cellule
de p62 et de la taille moyenne des spots p62, en fonction du génotype des cellules. Aprés traitement des cellules
par TDP-43, le nombre moyen de spots p62 est diminué dans les cellules mutantes alors que la taille moyenne des
spots p62 est augmentée dans les cellules mutantes.

E. Analyse globale de I'activation des microglies par
TDP-43

Jusqu’a présent, nous avons utilisé une approche candidate en nous focalisant sur
linflammasome NLRP3 pour essayer de comprendre I'activation des microglies par
TDP-43 et les différences de réactivité des cellules mutantes comparées aux cellules
contrbéles. Cependant, cette approche ne nous permet pas d’avoir une vue générale
de toutes les différences et modifications pouvant avoir lieues dans les cellules
microgliales contréles et mutantes. En effet, d’autres voies d’activation microgliales
peuvent étre dérégulées lors d’'une mutation COORF72 ou GRN, lors d’'une stimulation
par TDP-43, ou lorsque les deux variables sont combinées. Nous avons donc, en
collaboration avec le consortium INCURE, réalisé une deuxieme partie d’étude par
approche non biaisée dont le but est quadruple : 1/ Observer les changements
d’expression associés a une activation de l'inflammasome NLRP3, 2/ Mettre en
évidence, a large échelle, les voies de signalisation impliquées autre que NLRP3, 3/
Déterminer une signature ARN spécifique aux DLFT-TDP-43 et DLFT/SLA-TDP43, 4/
Mettre en évidence les similitudes entre les différentes pathologies

neurodégénératives étudiées au sein du consortium européen INCURE.

A ces fins, nous avons extrait les ARNs de cellules microgliales murines WT, C9orf72-
I- et NIrp3--, apres les avoir exposées avec TDP-43 2,5ug/mL ou nos contrdles positifs
et négatifs (Figure 69A). Cela constitue une premiéere approche in vitro, dans laquelle
les cellules GrnR493X/R493X mutantes n’ont pas encore été incluses puisqu’elles ne
faisaient pas parties de I'étude INCURE, mais nous les utiliserons en paralléle de notre
c6té. Une approche ex vivo a aussi été menée. Pour cela, j’ai procédé a l'isolement de
cellules microgliales de souris WT, C9orf727- et NIrp3”/- agées de 4, 6 ou 12 mois
(Figure 69B). Il N’y a pas eu de stimulation par du TDP-43 exogene chez ces souris
mais il a été montré que dans des cas de perte de fonction de C9ORF72, des
accumulations intraneuronales corticales de la protéine TDP-43 sont associées (Sellier
et al. 2016b). Notre équipe a pu effectuer une observation similaire chez des souris
agées ayant une diminution d’expression de CO9ORF72 générées au laboratoire
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(Lopez-Herdoiza et al, n.d.). Ainsi nous pourrions savoir si, physiologiquement,
'accumulation de TDP-43 induit un profil inflammatoire intéressant et le comparer au
profil d’activation de I'inflammasome par TDP-43 in vitro. Les cellules microgliales sont
isolées sur la base d’un tri magnétique qui permet premiérement d’éliminer la myéline
puis, de récupérer les cellules CD11b+ dont '’ARN est ensuite extrait. En paralléle une
petite fraction des cellules a été passée a I'analyseur MACSquant pour avoir une
estimation de la proportion de cellules microgliales vivantes. Il est a noter que dans le
cas de cet isolement par tri magnétique, la fraction cellulaire finale récupérée n’est pas
purement microgliale, mais fortement enrichie (Figure 69C). Les analyses de
séquencage ARN devaient étre réalisées début 2020 par notre collaborateur INCURE
Jesper Tegnér, malheureusement nous sommes toujours en attente des résultats suite

a la Pandémie de Covid-19.
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Figure 69. Echantillons préparés pour le séquencage ARN A) Tableau récapitulatif des échantillons biologiques
obtenus in vitro, envoyés a nos collaborateurs pour séquencage ARN. B) Tableau récapitulatif des isolements de
cellules microgliales réalisés a partir de souris adultes, dont 'ARN a été extrait. C) Exemple d’'une vérification
d’enrichissement de population microgliales par analyseur FACS. La population double positive CD11b+ CD45+

représente 67,19% des cellules vivantes de I'échantillon mais ne représentent que 26,59% de I'échantillon total.
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F. Extraction des formes pathologiques TDP-43 a partir
d’échantillons de patients DFT-COORF72 et DFT-GRN

Nos études ont permis de montrer que la protéine TDP-43 recombinante était capable
d’activer les microglies sauvages ou déficientes en C9ORF72 ou PGRN par la voie de
linflammasome NLRP3. Cependant, méme si cette protéine humaine a la capacité de
s’agréger, elle ne comporte ni modifications post-traductionnelles, ni ses intéracteurs
ARNSs ou protéines comme cela est le cas chez les patients DFT/SLA. Afin de pouvoir
utiliser ces espéeces pathologiqgues comme stimulus microglial, nous avons tenté
d’extraire les agrégats protéiques TDP-43 humains pathologiques de deux fagons
différentes.

Premierement, la protéine TDP-43 pourrait étre transmise de cellule en cellule par
l'intermédiaire de vésicules extracellulaires (Sproviero et al. 2018; Iguchi et al. 2016).
Ainsi, nous avons essayé de mettre en place une technique de purification de ces
vésicules a partir du liquide interstitiel (ISF) de cerveau post-mortem, pour ensuite les
caractériser. Si ces vésicules contiennent notre protéine d’intérét, nous pourrions
stimuler les cellules microgliales directement avec ces vésicules. Nous avons essayé
de mettre en place ce protocole sur le liquide interstitiel de cerveaux post-mortem de
patient DFT porteur d’'une mutation GRN, ou d’individus contréles. Aprés
ultracentrifugations différentielles sur gradient de sucrose, les fractions A, B et C ont
été observées enrichies en vésicules (présence des marqueurs AIP-1 et Flotilin)
(Figure 70A). La présence de TDP-43 a été constatée dans ces fractions également,
avec des formes de TDP-43 clivées chez le patient porteur de mutations GRN. Ainsi,
bien que préliminaires, ces résultats sont trés encourageants. Comme le plasma
regorge egalement de veésicules extracellulaires, nous souhaitons utiliser aussi cette
source pour isoler les microveésicules. Si elles contiennent elles aussi la protéine TDP-
43, et notamment les formes pathologiques clivées, nous pourrions en faire un stimulus
gue nous obtiendrions plus facilement et sans les biais possibles de I'extraction post-
mortem. Nous avons commencé a collecter le plasma de patients lorsque nous
récupérons les PBMS pour différenciation en MDMi. Les expériences de traitement
des cultures microgliales avec les premiers échantillons de microvésicules extraits
étaient prévues fin mars, mais malheureusement, suite a I'épidémie de COVID-19, ces

experiences ont dues étre annulées.
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Dans un second temps, les agrégats protéiques étant insolubles et résistants aux
détergents, nous avons suivi le protocole sarkospin publié par Laferriére et al
(Laferriere et al. 2019) afin d’extraire les espéces protéiques résistantes aux
détergents sarkosyl dans les cerveaux post-mortem de patients DFT, porteurs de
mutations GRN dans un premier temps. Cette technique nous permet d’obtenir des
agrégats de protéines comportant des modifications post-traductionnelles, mais
l'utilisation de benzonase ne permettra sans doute pas de garder intégre les agrégats,
ou en tous cas, pas sous leurs formes natives a cause de la dénaturation des acides
ribonucléiques par cette nucléase. A I'heure actuelle, suite a I'application de cette
technique d’extraction, une caractérisation par Western Blot nous a permis de mettre
en évidence un enrichissement d’espéces protéiques TDP-43 clivées ou natives, que
ce soit dans les fractions sarkosyl-solubles ou insolubles chez les patients porteurs de
mutations GRN par rapport au contréle. Cependant la forme clivée phosphorylée de
25KDa n’est présente que dans les fractions insolubles au sarkosyl (Figure 70B). Pour
les mémes raisons que précédemment avec les microvésicules, nous n’avons pas

encore stimulé les microglies avec ces extraits protéiques.

Pour de futures expériences, il serait encore plus relevant de stimuler directement les

MDMi humaines avec ces agrégats.
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Figure 70 Extraction d’espéce protéique TDP-43 pathologique A) Extraction de vésicules extracellulaires a partir
de I'ISF de cortex frontal d’un individu contréle et d’'un patient DFT porteur de mutation GRN. Les marqueurs Flotilin
et AIP1 nous permettent de montrer que les fractions A, B et C sont enrichies en vésicules exosomales. Ces mémes
fractions, chez le contréle et chez le patient, expriment la protéine TDP-43 (43KDa). Il semble y avoir une quantité
plus importante de protéine TDP-43 dans ces fractions chez le patient, de plus, des formes clivées pathologiques
sont également présentes. B) Extraction des formes protéiques résistantes au sarkosyl, présentes dans les
culots résultants de la préparation de I'ISF. La protéine TDP-43 (43KDa) est présente dans les 3 culots (P1, P2,
P3) chez le patient et le contrdle, dans la fraction sarkosyl-soluble mais également dans la fraction sarkosyl-
insoluble. Cependant, a linverse du contréle, les formes clivées semblent majoritaires chez le patient DFT,
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notamment dans la fraction sarkosyl-résistante. Pour appuyer cela, la protéine TDP-43 phosphorylée n’est présente
gue sous forme clivée (25KDa) dans la fraction sarkosyl-résistante des culots P2 et P3 du patient GRN.
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I1l. DISCUSSION

Dans le but d’identifier une voie biologique commune a plusieurs formes de DFT/SLA,
Nnous nous sommes intéressés a la protéine TDP-43 qui représente la composante
majeure des inclusions neuropathologiques associée aux DFTs, aux DFT-SLA et a la
SLA (M. Neumann, Tolnay, and Mackenzie 2009) ainsi qu’aux deux formes génétiques
les plus fréquentes présentant des inclusions TDP-43 : les DFT-GRN et DFT/SLA-
C90RF72.

Notre étude nous a permis de mettre en évidence l'activation de la voie de
linflammasome NLRP3 dans les cellules microgliales via les récepteurs TLR2/4, et
endocytose. Nos résultats confirment les observations de Zhao et al et Leal-Lasarte et
al. (Zhao et al. 2015; Leal-Lasarte et al. 2017), méme si les modeles utilisés sont
différents. Nous avons pu décrire cette voie d’activation plus en détail en observant
l'internalisation des agrégats TDP-43 en microscopie électronique et en utilisant des
inhibiteurs de caspase, et nous savons maintenant que TDP-43 met en jeu la voie non-
canonique d’activation de I'inflammasome NLRP3. Nous avons ensuite montré que la
déficience en COORF72 ou en PGRN dans nos modeles de cultures primaires de
cellules microgliales murines, ou dans les MDMis dérivées de monocytes de patients,
conduisait a une hyperactivation de I'inflammasome NLRP3 par TDP-43 comparées
aux cellules controles. Compte-tenu des fonctions connues de COORF72 et PGRN
dans les voies endo-lysosomales et autophagiques (Sellier et al. 2016b; Chang et al.
2017; Jinlong Jian, Zhao, et al. 2016) nous avons pu montrer que la déficience en
C90RF72 ou en PGRN perturbe la boucle de rétrocontréle entre I'activation de
linflammasome et l'autophagie. Cela pourrait étre le mécanisme ou l'un des
mécanismes conduisant a I'hyperactivation de lI'inflammasome NLRP3 par TDP-43
dans les cellules mutantes pour C9ORF72 et GRN.

Notre étude était ciblée sur 'inflammasome NLRP3 dans le but de comparer les modes
d’activation de cette voie au sein de différents modéles de maladies
neurodégénératives (InCure n.d.). Mais, il ne s’agit probablement pas de la seule voie
biologique modulée au cours d’'une stimulation microgliale par TDP-43. C’est pourquoi
nous avons en paralléle, recueilli le matériel biologique nécessaire a [I'étude
transcriptomique des cellules microgliales primaires non stimulées et stimulées par

TDP-43, et cellules microgliales isolées de modeles murins adultes. Nous espérons,
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par cette méthode, identifier de nouvelles cibles moléculaires communes a différentes
formes de DFT, de SLA ou de DFT-SLA.

Dans cette partie, je voudrais discuter de notre modéle d’étude, de ses limites, des
nouvelles hypothéses qu’apportent nos résultats, puis de l'intérét de notre étude d’'un

point de vue translationnel.

A.Limites de notre modeéle d’étude

1. Le stimulus choisi

Dans notre modeéle, nous avons choisi d'utiliser la protéine TDP-43 humaine
recombinante. Comme nous I'avons vu dans la partie résultats, cette protéine a la
capacité de s’agréger spontanément dans le milieu de culture. Seulement, ces
agrégats ne comportent ni modifications post-traductionnelles, ni ARNs enchevétrés.
Ainsi, la structure méme de I'agrégat est probablement différente de celle que I'on peut
observer dans les cerveaux post-mortem de patients.

Le fait d’utiliser des cellules microgliales murines et des MDMi nous a permis de nous
assurer que les effets observés post-stimulation n’étaient pas di a une réactivité inter-
espece. Méme si les doutes étaient trés faibles étant donné 'lhomologie de séquences
entre les protéines TDP-43 humaine et murine qui est de 96% (Tsao et al. 2012).
Cependant, nous pouvons toujours nous demander si les concentrations de TDP-43
gue nous utilisons sont relevantes par rapport aux concentrations physiologiques de
la protéine chez le patient. Malheureusement il est trés compliqué d’avoir une réponse
précise a cette question. En effet, connaitre la concentration approximative de la
protéine TDP-43 présente dans le milieu extracellulaire du SNC revient a doser la
protéine TDP-43 dans le LCR. Pour cela, des équipes de recherche ont comparé les
dosages de la protéine dans les LCRs ventriculaires ou lombaires de patients DFTs
extraits post-mortem (Feneberg et al. 2018). Dans ces LCRs, la concentration de TDP-
43 mesurée est faible (entre 1 et 4ng/mL) et de fagon étrange, cette concentration est
méme plus faible que dans les LCRs contréles dans une étude (Kuiperij et al. 2017).
Dans d’autres études, cette concentration est toutefois plus élevée chez les patients
que les controles pouvant aller jusqu’a 70ng/ml (Noto et al. 2011). Cela peut
potentiellement s’expliquer par les limites de détection de TDP-43 : si cette-protéine

est agrégée il sera sans doute plus compliqué de la doser. Par ailleurs, d’autres études
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dont le but était de doser la protéine TDP-43 plasmatique afin de savoir si elle pouvait
étre utilisée en tant que biomarqueur pour les patients DFTs, se sont heurtées aux
limites de détection du kit ELISA. Seulement 46% des plasmas de patients DFTs
comportaient des concentrations protéiques au-dessus de la limite de détection du kit
(Foulds et al. 2008). Ces expériences ont permis de mettre en avant une variabilité
inter-individuelle trés importante.

Méme si les concentrations de TDP-43 peuvent étre difficiles a mesurer de fagon fiable
chez les patients, ’hétérogénéité constatée entre ces derniers peut laisser penser que
la neuroinflammation dépendante des protéines agrégées se mettra en place chez les
patients de facon hétérogéne également.

Pour avoir un stimulus plus représentatif de la situation intra-cérébrale chez les
patients, nous avons décidé de mettre en place des méthodes d’extraction, d’'une part
d’agrégats TDP-43 sarkosyl-insolubles (Laferriere et al. 2019) a partir de cortex frontal
post-mortem de patients DFTs porteurs de mutations CO9ORF72, GRN, ou contréles,
d’autres part, de microvésicules plasmatiques ou cérébrales de patients DFTs porteurs
de mutations C9O0RF72, GRN ou individus contrdles. En effet, il a été montré que la
protéine TDP-43 pouvait étre secrétée par les vésicules extracellulaires (Iguchi et al.
2016; Feiler et al. 2015). Cependant, Il sera difficile de contrdler la quantité de protéine
TDP-43 que nous allons mettre en contact de nos cellules microgliales a cause de
I'hétérogénéité des prélevements, et les préparations ne seront pas pures puisque des
vésicules plasmatiques pourront contenir des molécules différentes de TDP-43.
L’étude récente de I'équipe de Jean-Pierre Julien est pourtant encourageante sur ce
point car elle a montré que le CSF de patient SLA contenait des facteurs moléculaires
capables de propager la pathologie, en fonction de la présence de protéine TDP-43
humaine (Mishra et al. 2020). En effet, ils ont procédé a la perfusion intraventriculaire
de CSFs de patients SLA sporadiques poolés, chez une souris transgénique exprimant
la protéine TDP-43 WT humaine (hTDP43"T) dans les neurones, qui ne développait
pas précédemment de phénotype pathologique. Aprés diffusion des CSFs de patients,
les souris ont développé des phénotypes cognitifs et moteurs, une protéinopathie TDP-
43, ainsi qu’une désorganisation des neurofilaments et une neuroinflammation
correspondant une astrogliose et microgliose. L'infusion de CSF a également été
effectuée sur des souris WT. Ces souris n’ont développé que de légers troubles
moteurs beaucoup moins marqués que les souris surexprimant la protéine hTDP43WT

dans les neurones, et pas de pathologie TDP-43. Cela laisse entendre que des
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facteurs moléculaires tels que la protéine TDP-43 pathologique sont présents dans le
CSF des patients en quantité suffisante pour induire des dysfonctions motrices et
cognitives et la propagation de la protéinopathie TDP-43. Il est particulierement
intéressant de noter que le CSF de patients SLA utilisé dans cette étude et infusé dans
une souris avec expression neuronale mais pas gliale de hTDP43“T a pu induire
I'activation de la voie NF-kB et une réaction microgliale proinflammatoire.

Dans notre étude nous avons étudié le comportement des cellules microgliales en
réponse a la protéine TDP-43 car nous hous sommes intéressés au cas général de
protéinopathie TDP-43 dans les DFTs et DFT-SLA. Cependant, chez le patient, il est
possible que les cellules immunitaires ne soient pas réactives uniguement a TDP-43.
En effet, dans les cas des DFTs ou de SLA avec mutations C9ORF72, des foci d’ARN
et des dipeptides non fonctionnels sont produits et s’agrégent au sein des cellules
(Tran et al. 2015; MacKenzie et al. 2013). Par leur neurotoxicité, ces ARNs et
dipeptides pourraient également étre présents dans le milieu extracellulaire et étre en
contact des cellules microgliales. De méme, les DPRs semblent également pouvoir
étre secrétés par vésicules extracellulaires (Bellingham et al. 2012). Des études sont
en actuellement en cours afin de montrer que ces DPR peuvent activer les cellules
microgliales, également par la voie de I'inflammasome NLRP3 (“TDP-43 and C9orf72-
Derived Dipeptide Repeats as DAMPs in ALS — BonnBrain® Meeting” n.d.). Il serait
intéressant de savoir si seuls les dipeptides contenant un résidus arginine
(apparemment les plus toxiques) (Mizielinska et al. 2014) sont capables d’activer la
microglie par la voie NLRP3 ou si ce mécanisme est commun quelques soient les
dipeptides concernés.

D’autre part, I'activation microgliale par la voie de l'inflammasome NLRP3 pourrait étre
un mécanisme commun a toutes les formes de DFTs et DFT-SLA. En effet, qu'il
s’agisse des protéines Tau et SOD1, elles sont toutes deux connues comme activant
cette voie de signalisation (Debye et al. 2018; Bellezza et al. 2018; Stancu et al.
2019a).

De plus, il a été montré dans un modéle murin, que la voie de l'inflammasome NLRP3
pouvait contribuer a la tauopathie puisque lorsque la fonction de linflammasome
NLRP3 est inhibée, une diminution de la phosphorylation et de 'agrégation de Tau est
constatée (Ising et al. 2019). |l serait intéressant de savoir si ce mécanisme s’applique
également a TDP-43. Une étude de 2017 semble aller dans ce sens en montrant que
l'inhibition de NLRP3 permet de diminuer la quantité de protéine TDP-43 (Zhuang et
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al. 2017). L’activation de l'inflammasome NLRP3 par la protéine FUS n’a pas encore
été démontre.

Nous nous sommes focalisés dans cette thése, sur I'effet gain de fonction toxique de
la protéine TDP-43, mais il a aussi été montré que la perte de fonction de cette protéine
de liaison a 'ARN pouvait causer I'activation des cellules astrocytaires. En effet, la
perte de fonction de TDP-43 va entrainer 'accumulation de transcrits non-codants
répétitifs et d’ARN double brins (LaRocca et al. 2019). Les effets a la fois perte de
fonction de la protéine et gain de fonction toxique pourraient participer a la

neuroinflammation dans les DFTs et DFT-SLA.

2. Le modele cellulaire

Notre modéle d’étude nous a permis de mettre en évidence une activation microgliale
par TDP-43. Cependant, il s’agit d'un modéle tres simplifié puisque nous ne nous
sommes focalisés que sur un type cellulaire. Ces cellules ne sont pourtant pas les
seules a pouvoir réagir face a un stimulus dans le SNC. En effet, les astrocytes ont
aussi la capacité de sécréter des cytokines (Choi et al. 2014). Il semblerait d’ailleurs
que I'Inflammasome NLRP3 puisse étre exprimé par les astrocytes et stimulé par la
protéine SOD1 (Johann et al. 2015b). Nous pouvons alors tout a fait envisager que
ces cellules soient capables de réagir face au stimulus TDP-43 et qu'il y ait finalement
des collaborations entre différents types cellulaires, aboutissant a des modifications

de fonctions ou de survie neuronale (Figure 71).
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Figure 71. lllustration de lactivation de la voie de linflammasome NLRP3 au sein des cellules microgliales
conduisant a une activation pro-inflammatoire de ces cellules (A) et conséquences de cette activation sur les autres
types cellulaires (B). La sécrétion d’IL-1 va exercer des actions multiples, en agissant directement sur la plasticité
neuronale, en activant les astrocytes qui vont moduler les propriétés électrophysiologiques des neurones, et en
perméabilisant la BHE. D’aprées (Swanton et al. 2018).

Méme en ne considérant que la réactivité microgliale a TDP-43, il est primordial de
comprendre comment celle-ci va affecter les neurones voisins afin de mieux
appréhender son importance dans la maladie. Pour cela, une collaboration avec le Dr
Matthew Livesey a été mise en place dans le but de mettre en contact des cellules
neuronales dérivées de cellules IPS de patients SLA-COORF72 avec des milieux
conditionnés de cellules microgliales préalablement stimulées avec la protéine TDP-
43. Le but sera ainsi de savoir si les facteurs sécrétés par les microglies stimulées par
TDP-43, peuvent avoir un effet sur la survie et 'activité électrophysiologique des
cellules neuronales humaines. Afin d’étudier les effets directs des perturbations de la
réactivité microgliale vis-a-vis des neurones, nous pourrions tout a fait envisager des

expériences de co-cultures (Goshi et al. 2020). De telles expériences ont déja permis
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de montrer que la co-culture de microglies murines stimulées par TDP-43 avec des
motoneurones de souris était neurotoxique (Zhao et al. 2015). Cependant, pour rester
dans un contexte de cellules humaines, et pouvoir étudier les interactions entre
plusieurs types cellulaires au plus proche de la situation in vivo, les modeles de culture
en trois dimensions tels que les organoides pourraient étre extrémement intéressants
et utiles (Kelava and Lancaster 2016). C’est pourquoi 'une des perspectives de ce
travail est de mettre en contact des MDMi de patients COORF72 ou GRN avec un
organoide cortical controle ou formé a partir de cellules iPS issues de patients
C90RF72 ou GRN. Nous pourrons ainsi analyser I'interaction de ces cellules mutantes
parmi les autres cellules ainsi que les phénotypes pathologiques en résultants.

Lors de ce projet de thése, nous avons travaillé selon I'hypothése que le mécanisme
d’activation microgliale par TDP-43 est non-autonome cellulaire. Cependant, il est
possible que ce mécanisme soit en partie autonome cellulaire. En effet, une étude
suggere que les cellules microgliales expriment également la protéine TDP-43 de
facon endogéne (Paolicelli et al. 2017). Il pourrait étre possible que celle-ci s’agrege
ou subisse des modifications post-traductionnelles au sein méme de ces cellules
entrainant alors une auto-activation et l'activation des cellules alentours. Mais au
regard de la littérature et de 'ensemble des études neuropathologiques qui ont été
menées sur les TDP-43 protéinopathies, il semble que la protéine TDP-43 soit trés
majoritairement exprimée par les neurones et que les inclusions de TDP-43 ne soient
gue trés exceptionnellement observées dans des microglies, toujours selon un profil
compatible avec une phagocytose (M. Neumann et al. 2006; M. Neumann, Kwong,
Truax, et al. 2007).

3. Contribution de I'lmmunité adaptative

Nous nous sommes intéressés a la voie de I'inflammasome NLRP3 dans les cellules
microgliales. La reconnaissance des DAMPs ou PAMPs par la microglie fait partie de
ce que l'on appelle 'immunité innée. La réponse immunitaire est aspécifique, elle se
met en place trés rapidement pour combattre I'élément étranger ; c’est a-dire qu’elle
ne fait pas intervenir de réponse cytotoxique ou n’induit pas de sécrétion d’anticorps.
Pour cela la microglie, aprés décomposition du pathogéne ou du DAMP, doit présenter
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'antigéne aux cellules de I'immunité adaptative tels que les lymphocytes B ou T.
Contrairement a d’autres pathologies, nous n’avons aucune indication de I'implication
de I'immunité adaptative au sein des DFTs. Une seule étude s’est intéressée aux
cellules immunitaires périphériques chez les patients (Busse et al. 2017). Un nombre
plus faible de lymphocytes B et T a été mesuré par rapport aux individus controles,
mais cette étude n’a été réalisée que sur 12 patients DFT et ils n'ont pas été classés
selon l'origine génétique de la pathologie (Busse et al. 2017). Autrement dit, a I'heure
actuelle, nous ne savons pas si 'immunité adaptative contribue a la progression de la
neuroinflammation dans les DFTs. Il est compliqué de connaitre le réle de 'immunité
adaptative dans la progression de la pathologie puisque, 'une des fagons de procéder
consiste a analyser des tissus post-mortem de patients, c’est-a-dire a des stades trés
tardifs de la maladie. Cela a été réalisé chez des patients SLA, et de nombreux types
cellulaires immunitaires incluant les lymphocytes T, les mastocytes, les macrophages
et les cellules dendritiques ont été observés aux zones de lésions. Cependant il est
compliqué de connaitre I'importance de ces cellules dans la pathogénése puisque,
comparativement a d’autres pathologies comme les maladies infectieuses ou
inflammatoires, ces cellules ne représentent qu’une composante mineure des lésions
(McCauley and Baloh 2019; Graves et al. 2004; Engelhardt, Tajti, and Appel 1993).
Cependant, grace a l'utilisation de modéles murins, il a été montré que d’autres cellules
immunitaires pouvaient contribuer a la neurodégénérescence dans la SLA. Par
exemple, dans un modéle murin hSOD1¢s:4 jl apparait que les cellules NK contribuent
a la dégénérescence des neurones moteurs du cortex et de la moelle épiniére, et
modulent le recrutement de lymphocytes T régulateurs et les phénotypes des cellules

microgliales (Garofalo et al. 2020).

Méme si nous n’avons pas d’indication précise de I'implication des lymphocytes dans
la DFT, nous pouvons tout a fait envisager que les cellules lymphocytaires parviennent
a atteindre le SNC aprés une premiére activation microgliale prolongée, entrainant une
fragilisation de la BHE comme cela a pu étre observé par TEP-scan directement chez
les patients PSP avec tauopathie (Bartels et al. 2008). Par ailleurs, une surexpression
de chemokines comme CL3, CCL4, CCL12 and CXCL2 a été mesurée dans les cortex
de souris hTau (Garwood et al. 2010; Laurent, Bu Ee, and Blum 2018). Ces
chemokines probablement sécrétées par les cellules gliales pourraient attirer les

lymphocytes sur le site de lésion. Ces derniéres pourraient entrer directement en
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contact avec les cellules neuronales pour induire leur mort par lintermédiaire
d’enzymes (Liblau et al. 2013)(Figure 72). Mais la mécanistique réelle est encore

incertaine.

Figure 72. La protéine Tau pathologique peut activer les cellules gliales de type microglies et astrocytes. Ces
cellules activées vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires et chemokines qui vont attirer les lymphocytes
circulants. Aprés fragilisation de la BHE, ces lymphocytes pourront rejoindre le site de Iésion et induire la mort
neuronale, par exemple par perforation de la membrane. D’apres (Laurent, Bu Ee, and Blum 2018; Walton 2018).

B.Hypothéses concernant la mécanistique d’activation
microgliale

1. Activation microgliale et mitophagie

Au cours de cette these nous nous sommes intéressés aux liens entre perturbation
des voies endolysosomales ou de I'autophagie et inflammasome NLRP3. En effet ces
voies de dégradation d’éléments endocytés ou d’organelles intracellulaires sont tres
importantes pour les cellules phagocytaires. Par les fonctions décrites des protéines
C90RF72 et PGRN dans ces voies, et puisqu’il a été montré que ces protéines sont
exprimées dans les cellules microgliales, nous avons fait le lien entre leur perte de

fonction, une dérégulation d’activité microgliale et la protéinopathie TDP-43.
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Mais le lien entre I'activation de la voie de I'inflammasome NLRP3 microgliale par TDP-
43 et ces voies de dégradation pourrait étre indirecte et passer par une dérégulation
de la mitophagie.

En effet, pour corroborer cette hypothese, des liens entre la protéine TDP-43 et un
dysfonctionnement mitochondrial ont été établi. En effet, une architecture anormale du
réseau mitochondrial et des vésiculations anormales de ces organelles ont été
observées par microscopie électronique dans des cortex temporaux post-mortem de
patients DFTs avec protéinopathie TDP-43 (P. Wang et al. 2019). La surexpression de
la forme entiére de la protéine TDP-43 ou de sa forme C-terminale clivée (25kDa) dans
des cellules NSC-34 a été associée a une augmentation de la mitophagie (Hong et al.
2012; Davis et al. 2018). De plus, des modifications de la dynamique de fusion/fission
mitochondriale ainsi que l'agrégation de mitochondries ont été reportées dans
différents modéles murins TDP-43 (Shan et al. 2010; W. Wang et al. 2013; Xu et al.
2011; Stribl et al. 2014). Une étude récente a mis en évidence que la forme entiére de
TDP-43 était localisée a la mitochondrie dans des conditions de stress (W. Wang et
al. 2016). Dans ces conditions, la protéine TDP-43 pourra se lier aux ARNm codant
les protéines mitochondriales ND3 (NADH : ubiquinone oxidoreductasee core subunit
3) et ND6 (NADH : ubiquinone oxidoreductasee core subunit 6), perturbant alors leur
expression et le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale (W. Wang et al.
2016). Une réduction de la localisation de TDP-43 a la mitochondrie, dans des modeles
murins SLA transgéniques, montrent une amélioration des fonctions motrices. Des
études protéomiques ont conduit a I'identification d’ interacteurs de TDP-43 cruciaux
pour la mitophagie tel est VDACL1 (voltage-gated anion channel 1) et PHB2 (prohibitine
2) (Davis et al. 2018). Par immunoprécipitation, TDP-43 a aussi été montré comme
interagissant avec la protéine de pro-fusion mitochondriale MFN2, dans des cortex
post-mortem de patients DFTs (Davis et al. 2018). Ainsi, par l'identification de ces
interacteurs mitochondriaux (Figure 73), TDP-43 semble jouer un réle dans la
mitophagie qui est dérégulée chez les patients DFT et SLA. Nous pouvons nous
demander, si, aprés endocytose par les cellules microgliales, la protéine TDP-43 ne
serait pas capable d’induire des perturbations directes ou indirectes (en induisant un
stress) des mitochondries. Il serait intéressant de voir si une stimulation par TDP-43
ne serait pas capable de mobiliser la protéine TDP-43 endogéne, qui pourrait induire

un stress mitochondrial.
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Figure 73. Représentation des perturbations mitochondriales induites par TDP-43. TDP-43 présent dans le cytosol
va interagir avec VDACL. La polyubiquitinylation de VDAC1 par PRKN est essentielle pour le déclanchement de la
mitophagie. TDP-43 peut aussi interagir avec PHB2 sur la membrane externe mitochondriale. PHB2 interagit avec
LC3-II pour induire la mitophagie et est aussi impliqué dans la fusion mitochondriale. TDP-43 peut aussi interagir
avec MFN1 qui va augmenter les niveaux de DRP1 te FIS1, protéines induisant les processus de fissions
mitochondriales. TDP-43 peut aussi altérer le protéasome et entrainer I'accumulation de protéine PINK clivée. Sous
stress, la mitophagie de mitochondrie non défectueuse, dite non sélective se met en place. D’aprées (Ravanidis and
Doxakis 2020).

Pour appuyer I'hypothése d'une contribution de la mitophagie dans I'activation
microgliale de linflammasome par TDP-43, des liens complexes entre stress
mitochondrial/mitophagie et régulation de I'inflammasome NLRP3 ont également été
mis en évidence par difféerentes études (Zhong et al. 2016; Lazarou 2015). Ainsi il a
été montré qu'un dommage mitochondrial pouvait étre la cause de l'activation de
linflammasome NLRP3. En effet, la mitochondrie joue un réle important pour les
cellules en permettant la production d’ATP nécessaire a la réalisation des fonctions
biologiques. Elle est aussi impliquée dans ’homéostasie calcique et dans la production
d’espéces réactives a 'oxygéne (ROS) (Kataoka et al. 2020). Ces ROS produites par
la mitochondrie ainsi que '’ADN mitochondrial, ont été reconnus comme faisant partie

des signaux de danger (DAMPSs) pour les cellules microgliales, et peuvent activer la
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voie de I'inflammasome NLRP3 (Franchi, Mufioz-Planillo, and Nafiez 2012). De méme,
I'étude de Zhong et al, a permis de montrer que lorsqu’un DAMP était reconnu par une
cellule microgliale, I'inflammasome NLRP3 était activé (Zhong et al. 2016). Seulement
pour activer cet inflammasome, une premiere activation du facteur de transcription NF-
kB est nécessaire puisqu’elle permet la transcription des pro-cytokines pro-
inflammatoires. Le facteur NF-kB va étre capable de prévenir une activation soutenue
de l'inflammasome, et donc une inflammation chronique en augmentant I'expression
de p62, récepteur de l'autophagie. D’autre part, le stimulus activateur externe de
linflammasome NLRP3, probablement en induisant une forme de stress, va
endommager la mitochondrie qui va alors produire des ROS en excés. Ces derniers
vont contribuer a [lactivation de [linflammasome NLRP3. Les mitochondries
endommagées vont alors étre ubiquitinylées par une protéine nommeée Parkin, dont il
est a noter que la perte de fonction homozygote est responsable de formes génétiques
de maladie de Parkinson (Periquet et al. 2003). Les résidus ubiquitine vont étre
reconnus spécifiguement par la protéine p62 qui permettra alors la mise en place de
la mitophagie (Figure 74). De facon intéressante, I'ablation de p62 spécifique aux
macrophages induit 'accumulation de mitochondries endommagées et une sécrétion
exacerbée d’IL-1B ce qui a pour conséquence la mort prononcée des macrophages
(Zhong et al. 2016). La mitophagie permet de maintenir ’homéostasie mitochondriale
par I'élimination des mitochondries endommagées. Mais elle permettrait également de
réguler négativement l'activation de l'inflammasome NLRP3. Elle préviendrait ainsi
I'hyperinflammation ou inflammation chronique. (Franchi, Mufioz-Planillo, and Nufiez
2012; M. J. Kim, Yoon, and Ryu 2016)
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Figure 74. Boucle de régulation de la mitophagie sur l'inflammasome NLRP3. Une fois les cellules microgliales
activées par des agonistes, la voie NFkb est activée. Celle-ci va permettre la transcription de NLRP3 mais aussi
de p62. Ainsi, la voie de lI'inflammasome NLRP3 est activée, et en paralléle, les mitochondries endommagées par
les agonistes de la voie NLRP3, vont étre ubiquitinylées et reconnues par les protéines p62. La mitophagie se
met alors en place et inhibe l'inflammasome NLRP3. Ce mécanisme permet de limiter l'inflammation. D’apres
(Zhong et al. 2016).

Il est donc envisageable que TDP-43 active I'inflammasome NLRP3 en mettant en jeu
un stress mitochondrial et en interférant avec la mitophagie. En présence de mutations
CI90RF72 ou GRN, nous pouvons envisager que les machineries autophagiques
soient défectueuses a I'état basal avant méme toute stimulation particuliere. Ainsi, les
mitochondries endommagées ne seraient pas dégradées et les inflammasomes et
leurs constituants ne seraient pas régulés correctement, conduisant a une
neuroinflammation chronigue négative pour les cellules neuronales.

Ce mécanisme pourrait étre encore plus complexe. En effet, 'expression de protéines
neurotoxiques par les cellules microgliales pourrait induire une libération de

mitochondries fragmentées et dysfonctionnelles par les cellules microgliales dans le
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milieu extracellulaire. Cela aurait pour conséquence de propager I'inflammation en
activant les cellules astrocytaires mais aussi d’induire une mort neuronale (Joshi et al.
2019).

Enfin, puisque les protéines FUS (Kataoka et al. 2020), SOD1 (R. S. Rogers et al.
2017; Yan Wang, Liu, and Lu 2019) et Tau (Cummins et al. 2019; Y. Hu et al. 2016)
sont aussi connues comme provoquant des perturbations de la mitophagie, et, comme
en contexte pathologique, elles peuvent étre mal conformées ou agrégées, il serait
intéressant de savoir si elles sont capables d’activer les mémes voies d’activation

microgliale que TDP-43.

2. Fonctions lysosomales défectueuses et maladies
neurodégénératives

Au-dela de la mitophagie et du rétrocontréle de I'activité de l'inflammasome, il est
possible que les mutations de C9ORF72 et GRN affectent la réactivité microgliale en
perturbant la dynamique du trafic vésiculaire dans ces cellules notamment celui des
lysosomes. En effet, ces vésicules sont intéressantes puisque qu’elles contiennent les
enzymes nécessaires a la dégradation des phagophores et protéines ou organelles
ubiquitinylées. Dans le cas d’une perte de fonction des protéines C9ORF72 ou PGRN
il est possible que la dégradation des contenus des phagolysosomes ne soit pas
optimale et que cela ait un effet direct sur l'activation des cellules microgliales
(Corrionero and Horvitz 2018; Amick, Roczniak-Ferguson, and Ferguson 2016; Evers
et al. 2017). D’'une part, en empéchant les cellules d’étre efficaces dans la dégradation
des DAMPS et PAMPS extracellulaires, d’autre part en entrainant I'activation des voies
d’'inflammation. Les cathepsines font parties de ces enzymes lysosomales. Il a été
montré que ces cathepsines sont capables d’activer I'inflammasome NLRP3. En effet,
dans des cultures primaires microgliales murines, il a été montré que I'AB pouvait
induire des dommages lysosomaux, permettant la libération de cathepsine B qui est a
I'origine de l'activation de I'inflammasome NLRP3 (Halle et al. 2008). Ces dommages
lysosomaux correspondent a une perméabilisation plus ou moins importante de la
membrane lysosomale (Figure 75) (Elliott and Sutterwala 2015; Campden and Zhang
2019). Il serait intéressant d’observer si la protéine TDP-43 est capable, sous forme
agrégée ou clivee, de perméabiliser la membrane lysosomale lors de son

internalisation. Nous pourrions comparer cela dans des cellules microgliales de
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différents génotypes afin de savoir si la perméabilisation des lysosomes peut étre
différente, et peut expliquer les différences de réactivité des cellules face au méme
stimulus. Ces pistes d’études sont encourageantes dans un contexte DFT puisque la
protéine TMEM106B, qui est aussi un facteur de risque génétique associé aux formes
de DFTs C90ORF72 et GRN, est une protéine transmembranaire lysosomale
importante pour la régulation de la taille des lysosomes, de la motilité de ces vésicules
et de l'intégrité de leurs membranes (Nicholson and Rademakers 2016; Stagi et al.
2014; Papadopoulos and Meyer 2017; Luningschror et al. 2020).

Figure 75. Apres endocytose de cristaux de cholestérol ou d’autres stimuli par les cellules microgliales, les
lysomomes sont fragilisés par perméabilisation de leurs membranes. Suite & une perméabilisation faible, quelques
cathepsines sont libérées dans la cellule et sont capables d’activer linflammasome NLRP3. En cas de
perméabilisation membranaire lysosomale totale, les cathepsines libérées dans la cellule vont dégrader les
composants de l'inflammasome NLRP3. (Les lettres B L C Z représentent les cathepsines) (LMP : Lysosomal
membrane permeabilisation). D’apres (Campden and Zhang 2019).
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Chez les patients cependant, une étude immunohistochimique des hippocampes et
lobes temporaux post-mortem de patients DLFT-Tau et DFLT-TDP a mis en évidence
gue les marquages lysosomaux LAMP-1 neuronaux étaient moins importants chez les
patients DLFT-Tau par rapport aux DLFT-TDP (Bain et al. 2019). L’'observation fut la
méme chez les patients avec neuropathologie DFLT-TDP de type C par rapport aux
DFT-TDP de type A et B. Ces inclusions de types A et B sont souvent associés aux
mutations C90ORF72 et GRN (I. R. A. Mackenzie, Neumann, Baborie, Sampathu,
Plessis, et al. 2011). Ainsi, 'hypothése proposée par les auteurs de I'étude est que la
DLFT-Tau est associée a une déficience du nombre de lysosomes ou d’un transport
vésiculaire défectueux, tandis que les mécanismes liés a I'agrégation de TDP-43
seraient plutdét associés a une dysfonction de l'activité lysosomale plutét qu'a un
nombre de lysosomes réduit. Dans de futures analyses, il serait intéressant, en plus
d’analyser les flux vésiculaires, d’étudier I'activité fonctionnelle des lysosomes. Par
cela, jentends I'étude de la maturation et de I'activité des cathepsines, mais également
des analyses du pH des lysosomes puisque I'activité enzymatique est dépendante du
pH.

C.Importance de la neuroinflammation dans la maladie
et le traitement des patients

1. Activation microgliale : cause ou conséquence ?

Nous pouvons nous interroger quant a la chronologie des événements entre
neuroinflammation et neurodégénérescence. En effet, la neuroinflammation est-elle un
processus précoce ou tardif dans la pathologie ? Cette question revient finalement a
nous demander si la neuroinflammation constitue une cause ou une conséquence. Un
article trés récent a permis de montrer par TEP-scan in vivo, chez des patients DFTSs,
gue les cellules microgliales étaient activées et que cette activation co-localisait avec
les protéines agrégées TDP-43 et Tau (Bevan-Jones et al. 2020). Une confirmation de
cette association entre cellules microgliales activées amiboides et inclusions
protéiques a été validée par marquages immunohistochimiques sur des cerveaux post-
mortem. Les profils spatiaux de neuroinflammation peuvent étre différents dans les

cerveaux de patients. lls ont été associés a différents types de syndrébmes DFT. Cela
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tend & montrer que la composante inflammatoire dans les DFTs pourrait jouer un role
important dans I'évolution clinique de la pathologie. Il s’agirait d’'un processus
pathophysiologique précoce, qui pourrait promouvoir ou accélérer la conformation
anormale ou 'agrégation des protéines (Bevan-Jones et al. 2020). Par ailleurs, dans
un modele murin de tauopathie, les modifications inflammatoires précédent
'accumulation des inclusions de la protéine Tau (Yoshiyama et al. 2007) et les
molécules pro-inflammatoires augmentent I'hyperphosphorylation et I'agrégation de
Tau (Bhaskar et al. 2010). Par TEP-scan, des études ont montré que la
neuroinflammation anticipait I'atrophie cérébrale dans des cohortes de patients DFTs
classés par spectre clinique (Cagnin 2006). Et elle précéde I'apparition des symptdmes
et la détectabilité de I'agrégation de Tau par TEP-scan chez des patients porteurs de
mutations MAPT (Miyoshi et al. 2010; Bevan-Jones et al. 2019). Ces éléments sont en
faveur d’une neuroinflammation précoce qui jouerait un role dans le développement

de la pathologie.

2. Thérapies existantes et perspectives dans les DFTs et
DFT-SLA

A I'heure actuelle, les traitements proposés aux patients DFTs sont symptomatiques
et apportent des bénéfices limités. La compréhension croissante des mécanismes
biologiques associés au développement de la pathologie permet de réfléchir a de
nouvelles thérapies (Panza et al. 2020). La majorité des nouvelles drogues proposées
concernent les DLFT-Tau. Elles ont pour but principal de cibler sa phosphorylation et
son agrégation. Certaines de ces thérapeutiques sont testées en phase Il d’étude

clinique (Figure 76).
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Figure 76. Principales drogues en développement ciblant les DLFT-Tau. D’apres (Panza et al. 2020).

Cibler 'agrégation anormale des protéines pourrait étre une approche intéressante
(Buratti 2020). En effet, il est probable que sans conformation anormale ou agrégation
protéique, les effets gain de fonctions toxiques des protéines ne se mettent pas en
place. De méme, les aspects perte de fonction induites par les déplétions nucléaires
des protéines et perturbations du métabolisme des ARNs (Alami et al. 2014; Strong et
al. 2007b; Fiesel and Kahle 2011) pourraient étre rétablis. Il est également possible
gue sans agrégation protéique ou sans modifications anormales post-traductionnelles
de ces protéines, il n'y ait pas ou peu dinflammation. Cela réduirait ainsi les

dysfonctions et la mort neuronale.

Des thérapeutiques concernant TDP-43 sont de plus en plus a l'ordre du jour. Une
étude récente utilisant des lymphocytes immortalisés de patients DLFT-TDP, porteur
de mutations perte de fonction GRN et de patients SLA sporadiques, propose par
exemple de moduler l'activité de CDC-7 (Cell Division Cycle Kinase 7), une kinase
connue pour phosphoryler la protéine TDP-43. En inhibant CDC7, les auteurs ont pu
diminuer la phosphorylation de TDP-43 et prévenir son accumulation cytoplasmique.
Cette kinase pourrait donc étre une bonne cible thérapeutique (Vaca et al. 2020). Les
cibles thérapeutiques proposées concernant les DFTs avec neuropathologie Tau ou

TDP-43 sont schématisés dans la figure ci-dessous (Figure 77).
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Figure 77. Schématisation des principales cibles thérapeutiques principalement étudiées dans les DLFT-Tau et
DLFT-TDP. D’aprés (Panza et al. 2020).

Cependant, par I'hétérogénéité clinique, génétique et neuropathologique observée
chez les patients, il est compliqué de définir une thérapie efficace. Les profils
neuropathologiques TDP-43 associées aux DFTs comportent des différences de
composition et morphologies pouvant complexifier 'obtention d’'une molécule efficace
(Yousef et al. 2017).

Des approches pharmacologiques tentent par ailleurs de cibler les effets des mutations
de GRN et COORF72 en visant principalement a augmenter la quantité de protéine
PGRN ou a moduler I'expression de C9ORF72 pour éviter 'accumulation d’ARN
répétés et/ou de DPRs toxiques (Panza et al. 2020). D’aprés une étude sur modéle
murin transgénique (GA)149-CFP, une vaccination anti-poly-GA diminuerait la
neuroinflammation observée chez cette souris, laissant entendre que ces poly-GA sont

une bonne cible thérapeutique (Q. Zhou et al. 2020).
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Des premiers tests de thérapie génique chez la souris Grn™~ par traitement AAV-Grn,
ont permis d’améliorer 'accumulation de LAMP1 dans les lysosomes observés dans
ce modele mutant et de restaurer 'activité de la cathepsine-D. Ce traitement semble
donc prometteur et confirme qu’il est important de mieux connaitre les fonctions
spécifigues des protéines impliquées dans les DFTs et leurs interacteurs pour
permettre le développement de nouveaux traitements (Trageser et al. 2019).

De plus, les lysosomes pourraient étre une bonne cible thérapeutique dans ces
pathologies. Les lysosomes pourraient en effet étre impligués dans de nombreuses
étapes de la pathogénese. lIs joueraient un réle dans la propagation de protéines mal
conformées au sein des nanotubes (Victoria and Zurzolo 2017). De plus, compte-tenu
des liens émergeants entre les lysosomes et I'inflammasome NLRP3, il serait peut-
étre envisageable de moduler I'activation de cette voie en régulant l'activité des
lysosomes (Aflaki et al. 2016; Campden and Zhang 2019).

Les fonctions immunitaires de la progranuline peuvent étre plus larges que son activité
lysosomale. En effet, par sa liaison au récepteur du TNF-a, la progranuline pourrait
moduler les réactions inflammatoires. On peut envisager que dans le cas d'une
mutation perte de fonction, la protéine ne puisse plus interagir avec ce récepteur par
compétition avec le TNF-a, et donc linflammation ne serait plus réduite. Un
rétablissement de I'expression de progranuline pourrait étre bénéfique a plusieurs
niveaux (C. J. Liu and Bosch 2012b).

V. CONCLUSION

Par notre étude, qui est encore préliminaire, nous espérons apporter a la fois un
mécanisme d’activation microgliale généralisable aux DLFT-TDP, puisque la protéine
TDP-43 est commune a toutes ces formes ; mais également un mécanisme biologique
commun aux formes génétiques C9ORF72 et GRN. Il serait intéressant de savoir si la
réactivité plus importante des microglies mutantes pour C9ORF72 et GRN peut mener
au développement d’'une neuroinflammation plus précoce chez ces patients. Si
I'activation de lI'inflammasome NLRP3 est généralisable a toutes les formes de DFTs
et DFT-SLA, voire a une majorité de maladies neurodégénératives, nous pouvons

imaginer pouvoir utiliser I'activation de cette voie comme biomarqueur pour suivre
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I'évolution de la maladie. Cela pourrait passer par TEP-Scan ou par dosage des
cytokines dans les fluides biologiques si leur présence est démontrée et validée.

De méme, l'inflammasome NLRP3 pourrait étre une cible thérapeutigue commune aux
DFTs, DFT-SLA et SLA ainsi qu'a d’autres maladies neurodégénératives. Des
inhibiteurs de cette voie sont déja disponibles (Zahid et al. 2019). Seulement faut-il
l'inhiber ou plutét moduler son activité ? Chez la souris, la délétion homozygote du
gene NIrp3 ne provoque pas de phénotype dommageable. Cependant le systéeme
immunitaire d’'un humain est soumis tout au long de sa vie a beaucoup d’événements
difficilement modélisables chez une souris de laboratoire étudiée en environnement

trés controlé et ayant une durée de vie beaucoup plus courte.

Enfin, nous nous sommes focalisés sur I'inflammasome NLRP3, mais nous sommes
également en attente de nos résultats de séquencage ARN. Avec cette étude non
biaisée, nous espérons mettre en évidence d’autres voies de signalisation microgliales
pouvant étre modulées par une stimulation par TDP-43, ou des différences d’activation
de voies selon les profils génétiques. Cela nous permettrait d’identifier de nouvelles
cibles sur lesquelles une thérapeutique pourrait étre développée.

Il est difficile de nous prononcer sur les voies de signalisation autres que
linflammasome NLRP3 qui pourraient étre communes a différentes maladies
neurodégénératives. Mais une étude de séquencage ARN de microglies concernant
la maladie d’Alzheimer, a partir de souris surexprimant les protéines Tau ou AB, a mis
en évidence que les geénes dérégulés et surexprimés dans les microglies,
correspondaient a des facteurs de risques génétiques préalablement identifiés chez
les patients (Marioni et al. 2018). Il s’agit en fait principalement de génes microgliaux
lysosomaux (Sierksma et al. 2020). Cette étude irait dans le sens d’'une dérégulation
généralisée de la voie de dégradation endolysosomale dans les maladies
neurodégénératives. Méme si des voies de signalisation peuvent étre communes a
différentes maladies neurodégénératives, il est aussi probable, par les spécificités
cliniques de chaque pathologie, que des différences d’activation inflammatoires soient
elles aussi spécifiques selon les agrégats protéiques concernés et les susceptibilités

géneétiques particulieres.
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V. MATERIELS ET METHODES

A.Modeles murins utilisés

Afin d’étudier la neuroinflammation dans les DFT/SLA, nous avons tiré parti de lignées
murines  existantes reproduisant les déficiences en C90ORF72 (lignée
C57BL/6J3110043021RikemStuzy/3-C9orf727) (J. G. O'Rourke et al. 2016) et
progranuline (lignée B6.129S4(SJL)-Grntm2.1Far/J(GrnR493X/R493X)) (Nguyen et al. 2018)
qui sont retrouvées chez les patients porteurs de ces mutations. Les souris sont
enlevées a I'animalerie de I'ICM selon les normes en vigueur. Les expérimentations
animales ont été approuvées par le comité CEEA - 005 Comité d’éthique en
expérimentation animale Charles Darwin et selon la directive du parlement européen
2010/63/UE. Les males fondateurs des lignées C57BL/6J-
3110043021Rikemstutzy/3(C9orf72") et B6.129S6-NIrp3™Bhk/J (NIrp3+) nous ont été
fournis par Jackson Laboratory, ceux de la lignée B6.129S4(SJL)-
Grntm2.1Far/J(GrnR493X/R493X) nous ont été donnés par collaboration avec le Pr. Eric

Huang. Des souris C57BL6/N sont également utilisées.

B.Culture primaire de cellules microgliales murines

Pour étudier in vitro I'implication de la microglie dans les DFT/SLA, nous réalisons des
cultures primaires de microglies murines a partir de cerveaux de nouveau-nés des
lignées contrdles C57BL/6N et transgéniques NIrp37-, C9orf727- ou GrnR493X/R493X | g
culture primaire de cellules microgliales se compose de deux étapes principales :
premiérement une culture mixte de microglie sur tapis d’astrocytes, et dans un second
temps, une culture pure de cellules microgliales. Les cerveaux de nouveau-nés murins
(4gés de moins de 2 jours) sont prélevés, une fois les méninges retirées, les cerveaux
sont placés dans un Falcon 50mL, contenant 5mL de Hanks’Balanced Salt solution
(HBSS, Gibco #14025-050), ou ils sont dissociés par pipetage doux puis laissés a
décanter suite a I'ajout de 10mL de HBSS. Aprés 5 minutes de décantation, 10mL de
la suspension cellulaire mixte sont récupérés dans un Falcon 50mL froid, ce sans
récupérer les débris et fragments de cerveau non encore dissociés. Ces étapes de
dissociation et décantation sont renouvelées a deux reprises. Apres centrifugation
(21200rpm, 10 min & 4°C), le culot de cellules est repris dans du milieu de culture
constitué de DMEM (Gibco #31885-023), complémenté de 10% sérum de veau feetal
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(décomplémenté et dépourvu d’endotoxine, Gibco #10082147), 1% Pénicilline et 1%
Streptomycine. La suspension de cellulaire mixte est incubée pendant huit jours a
37°C (5% CO2) sur flasque de 75cm?, a raison d’un cerveau par flasque dans 10mL
de milieu de culture. Pour permettre I'adhésion cellulaire, les flasques sont au
préalable, couvertes de Poly-L-lysine (SIGMA #P4832) pendant 30 minutes a 37°C
puis lavées avec du Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, Gibco #14190-
094). Lorsque le tapis d’astrocytes est a confluence, 8 jours aprés mise en flasque, le
milieu est remplacé par du milieu frais. Cing jours apres le changement de milieu, les
cellules microgliales se retrouvent en suspension dans le milieu de culture, le tapis
d’astrocytes lui reste adhérent au plastique de la flasque. Ceci permet de procéder
facilement a la récolte des cellules microgliales, sans perturber le tapis astrocytaire.
Le milieu de culture contenant les microglies en suspension, est récupéré dans un
Falcon 50mL aprés une douce agitation manuelle de la flasque. Apres centrifugation
(21200rpm, 10 min a 4°C), le culot de cellules est repris dans du milieu de culture. Les
cellules sont ensemencées a la densité de 1,5.10° cellules par puit de plaque 96 puits
pour stimulation et dosage des cytokines, ou a la densité de 1,5.10° cellules par puit
de lame Lab-tek (BD Falcon™ #354108) pour de 'immunofluorescence et microscopie
électronique, ou a la densité de 1,5.10° cellules par puit de plague 24 puits pour une

extraction protéique ou d’ARN.

C.Stimulation des cellules microgliales murines

Le milieu de culture est changé le jour suivant I'ensemencement des cellules
microgliales, par du milieu de stimulation, c’est a dire du milieu sans sérum afin de
limiter 'activation basale des cellules microgliales. Ce milieu correspond a du DMEM
(Gibco #31885-023), complémenté de N-2 (Gibco #17502-048), 1%P/S. Le 3™ jour
aprées ensemencement, les microglies sont stimulées par la protéine TDP-43
recombinante humaine (Abcam #ab156345 solubilisée dans de l'urée 2mM) aux
concentrations 100ng/mL, 500ng/mL, 2,5ug/mL ou 5pg/mL. En parallele, les
stimulations avec du milieu seul ou de l'urée (2mM) nous servent de contrbéle négatif.
Comme contréle positif d’activation de la voie de linflammasome NLRP3, les
microglies sont pré-stimulées pendant 3,5h par du LPS (Invivogen # tlrl-pekips
50ng/mL) suivi d’'une stimulation de 30 minutes par la nigéricine (Invivogen # tlrl-nig
2,5uM), qui est ensuite remplacée par du milieu de stimulation frais. Un inhibiteur des

endotoxines, PMBS (Sigma Aldrich #5291 a 10ug/mL) a été utilisé pour vérifier que la
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solution commerciale de protéine TDP-43 n’en contenait pas. Un inhibiteur de la voie
de linflammasome NLRP3, CRID3 (Tocris #5479 a 1uM) a été utilisé pour vérifier
'implication de cette voie de signalisation suite a I'activation des microglies par la
protéine TDP-43. Afin d’étudier les voies d’activation microgliales induites par TDP-43,
un inhibiteur des TLR2/4 a été utilisé, OXPAPC (InvivoGen #tlrl-oxp a 10ug/mL), ainsi
gue des inhibiteurs de caspase-1, Ac-YVAD-cmk (InvivoGen #inh-yvad a 30ug/mL,
reconstitué dans du DMSO) et caspase-11, Wedelolactone (Santa-Cruz #2006-648 a
30uM, reconstitué dans du DMSO). Enfin, suite a 16h ou 24h de stimulation, le
surnageant est conservé a -80°C pour de futurs dosages cytokiniques et les cellules
sont soit fixées au paraformaldéhyde (PFA, Sigma Aldrich #SHBG7263V a 4%), soit
congelées a -80°C aprés un ringage au PBS 1X.

D.Culture de cellules dites « microglie-like » humaines

1. Prélevements sanguins

Les échantillons de sang sont prélevés chez des individus faisant partie des cohortes
PredictPGRN et PrevDemAls. Dans ce manuscrit, je parlerai indifféremment
d’individus « C9ORF72™ » pour les patients DFT, SLA ou DFT-SLA ou individus pré-
symptomatiques porteurs de mutation dans le géne C9ORF72. De méme, j'utiliserai le
terme d’individus « GRN™ » pour les personnes porteuses d’'une mutation causale

dans le géne GRN, gu’elles soient symptomatiques ou présymptomatiques.

2. Isolement des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells) a partir de sang frais

Le sang veineux est prélevé dans des tubes contenant un anticoagulant, 'EDTA. Le
sang est dilué dans du DPBS puis versé doucement sur de I'Histopaque (Sigma
#1077). Les PBMC sont isolées par gradient de densité aprés centrifugation (2200rpm
accéleration 1 et frein 0, 20min a 20°C). Les PBMC sont congelées a -80°C dans un
milieu de congélation (90% FBS Lifetech A3840401 + 10% DMSO).

3. Isolement des monocytes a partir des PBMC

Les monocytes sont isolés, a partir des PBMC décongelées, a I'aide d’'une sélection
négative grace au kit « Pan Monocyte Isolation Kit, human » (Miltenyi #130-096-537).
Enfin, a l'aide du protocole de différentiation des monocytes ci-apres, nous obtenons
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des cellules « microglies-like » humaine appelées MDMi (pour Monocyte-Derived

Microglia-like cells).

4. Culture de MDMi

Les monocytes sont ensemencés a la densité de 1.10° cellules par puit de plaque 6
puits, dans un milieu de différenciation constitué de RPMI Lifetech 21875034 complet
(RPMI + 1%P/S + 10%FBS), complémenté d’IL-34 (R&D systems #5265-IL-010/CF a
100ng/mL) et de GM-CSF (R&D systems #215-GM-050/CF a 10ng/ml). Au préalable,
pour permettre l'adhésion cellulaire, un revétement a partir de Matrigel
(Corning® #356231) est réalisé pendant 2h a température ambiante. Aux jours 2, 4,
8 et 10 suivant 'ensemencement, 1mL de milieu de différenciation est ajouté par puit.
Les jours 6 et 12, le milieu est remplacé par 1mL de milieu de différenciation frais et
1mL d’ancien milieu. Le quatorziéme jour, les MDMi sont collectées en les détachant
avec un grattoir apres incubation avec de 'EDTA (Sigma #E5134-50G a 1mM) pendant
8 minutes a 37°C. Les MDMi obtenues sont ensuite mises en plaque pendant 24h dans
un milieu sans sérum afin de limiter I'activation microgliale (RPMI + 1%P/S). Les
cellules obtenues aprés différenciation, sont stimulées durant 24h par les différents
stimuli précédemment décrits dans la partie « stimulation des cellules microgliales
murines ». Suite a une stimulation de 24h, le surnageant est conservé a -80°C pour
de futurs dosages cytokiniques et les cellules sont soit fixées (PFA 4%), soit congelées

a -80°C apres un rincage au PBS 1X.

E.ELISA

Dans le but de doser les cytokines pro-inflammatoires d’intérét dans ce projet, c’est-a-
dire le TNFa et I'lL-1[3, nous réalisons des tests ELISA (Enzyme linked immunosorbent
assay). Les kits Abcam #ab210895 et #ab212073 sont utilisés pour doser I'lL-1( et
TNF-a murins respectivement. Tandis que les kits ELISA anti-IL-1B Peprotech #900-
T95 et anti- TNF-a Peprotech #900-T25 sont utilisés pour doser les cytokines

humaines.
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F. Marquages Immunocytochimiques

Les cellules microgliales précédemment ensemencées sur Lab-tek stimulées pendant
16h et fixées (PFA 4%), sont incubées pendant 2h dans une solution de saturation
contenant du PBS 1X, 20% de sérum, 1% de BSA et 0,2% Triton. Les anticorps
primaires référencés dans le tableau ci-apres, sont dilués dans la solution de saturation
et incubés sur la nuit a 4°C. Aprés lavages au PBS 1X, les anticorps secondaires et le
DAPI (Roche #10236276001 au 1 :1000) dilués dans la solution de saturation, sont
incubés pendant 2h. Une fois lavées au PBS 1X les microglies sont montées pour étre

observées.
Anticorps primaires Espéce Dilution Référence

Anti-CD11b Rat 1:200 MCA711 AB Serotec
Anti-ASC Rabbit 1:500 AG-20B-006 AdipoGen

Anti-Histidine Mouse 1:1000 H1029 Sigma Aldrich
Anti-p62 Mouse 1:1000 Ab56416 Abcam
Anti-ibal Rabbit 1:500 019-19741WAKO WDE1198
Anti-CD45 Rat 1:100 14045182 Invitrogen
Anti-CD68 Mouse 1:200 MCA 341R Serotec

G.Microscopie confocale

L’ensemble des images de cellules microgliales ont été prises avec un microscope
confocal inversé Leica SP8X sur la plateforme d’imagerie de 'lCM (ICM-Quant) et
acquises au grossissement x60. Cela nous permet d’avoir une visibilité plus précise
des marquages intracellulaires. Les images ont été traitées et analysées avec le
logiciel Fiji (version 2.0.0-rc-69/1.52p).

H.Analyse des images de microscopie confocale pour
guantification des vésicules p62

Pour chaque condition de stimulation, 250 cellules sont analysées. A l'aide d’'une
macro établie avec le logiciel Fiji, le diametre et le nombre de vésicules p62 par cellule

sont quantifiés.
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|. Microscopie Electronique & Transmission (MET)

Pour observer les agrégats TDP-43 seuls : 5uL de solution de TDP-43 recombinante
a 2,5 ou 5ug/mL diluées dans du PB sont déposés sur grilles de formvar-carbon de
200 mesh et incubés pendant 2h a température ambiante, puis lavées au PB. Pour un
marquage aux billes d’or : I'anticorps primaire anti-TDP-43 (Proteintech #10782-2-AP
au 1:200) dilué dans la solution de saturation (PB + 1%BSA) est incubé 1h sur les
grilles, puis lavé au PB. Les grilles sont ensuite incubées 30 minutes avec l'anticorps
secondaire couplé a des billes d’or de 15nm (Aurion #815.166 au 1:40) puis lavées
avec de I'eau MiliQ. Les grilles sont enfin contrastées a I'acétate d’'uranyl pendant 5min
puis lavées a I'eau MiliQ. Pour observer les agrégats TDP-43 en contact avec les
cellules microgliales murines : apres 16h de stimulation, les cellules sont fixées
pendant 30min (PFA 4%, Glutaraldehyde 0.1%, CaCl. 1mM, gsp NaH,PO, 0.1M).
Aprés lavages a I'eau MiliQ afin d’éliminer les sels, les cellules sont contrastées
successivement avec du tétroxide d’osmium 2% pendant 30min, et de l'acétate
d’'uranyle 5% pendant 30min. Les cellules sont déshydratées par bains successifs
d’éthanol a pourcentage croissant (de 50 a 100%). Les cellules sont ensuite incluses
en résine a l'aide du kit EMbed 812 (EMS #14120), avec une polymérisation de la
résine qui se fait pendant 48h & 60°C. A I'aide d’un ultra-microtome EM UC?7 (Leica,
Germany) des coupes ultrafines (70nm) de cellules sont obtenues et déposées sur
grilles de nickel. Un immuno-marquage est ensuite réalisé sur les coupes ultrafines.
Les coupes sont pré-incubées 30 minutes dans une solution de saturation (PBS 1X,
tween 0.1%, BSA-c 0.1% Aurion #900.099), puis 1h avec I'anticorps primaire anti-TDP-
43 (au 1:200) dilué dans la solution de saturation. Apres lavages au PBS 1X, les
coupes sont incubées 30min avec I'anticorps secondaire couplé a des billes d’or de
15nm (au 1:40), dilué dans du PBS 1X et BSA-c 0,1%. Apres lavages a I'eau MiliQ,
les coupes sont enfin contrastées avec du citrate de plomb 3% (Deltavision #11300)
pendant 5min puis lavées a I'eau MiliQ. Une fois seches, les grilles sont observées
avec un microscope électronique Hitachi HT7700 (voltage opérationnel de 70kV). Les
images sont obtenues a I'aide d’'une caméra intégrée au microscope électronique AMT

XR41-B (2048x2048 pixels) et analysées avec le logiciel Fiji.
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J. Détection de la caspase-1 clivée et de protéine ASC
dans le surnageant des cellules microgliales murines
traitées par TDP-43

Apres stimulation des cellules microgliales en plaque 24puits (ensemencées a
4,5.10°cellules par puit), 500uL de surnageant sont récupérés et ajoutés a un volume
équivalent de méthanol. Apres pipetage, 125 pL de chloroforme sont ajoutés. Aprés
vortex et centrifugation (13 000g, 5min) les protéines précipitent dans l'interphase, les
sels et autres molécules solubles sont localisées dans la phase aqueuse supérieure.
Cette phase est alors éliminée et remplacée par 500uL de méthanol. Aprés vortex et
centrifugation (13 000g, 5min), les échantillons sont placés a -20°C pendant 30min.
Aprés centrifugation (13 000g, 15min), le surnageant est éliminé et le culot est séché
au Speed Vacuum Concentrator pendant 5min. Le culot est ensuite repris dans 30uL
RIPA (50mM 1M Tris pH7,4 + 150mM NaCl + 1% Triton X-100, + 1% deoxycholate +
0.1% SDS) et bleu de Laemmli. Aprés dénaturation (3min a 95°C), les protéines sont
déposées sur gel (4-15%, Biorad, Criterion© TGX stain-free precast gels). Suite a une
migration (1h30 a 80V), les protéines sont transférées sur membranes de
nitrocellulose par transfert liquide (1H30, 80V). Les membranes sont incubées dans
une solution de PBS-Tween + 3% BSA, avec I'anticorps primaire sur la nuit a 4°C puis
avec I'anticorps secondaire pendant 1h. Les anticorps primaires utilisés sont I'anti-
caspase-1 (1Genentech, Clone 4B4, rat, au 1 :1000) et 'anti-ASC (AdipoGen AG-20B-
006, rabbit, au 1:500).

K.lsolement de cellules microgliales a partir de
cerveaux de souris adultes

L’isolement de cellules microgliales a partir de cerveaux de souris adultes (a 4, 6 et
12mois) a été effectué sur les souris de génotypes C57BL6/J, C9orf727-, Nlrp37/- et
C9orf727xNIrp3-, dans le but d’extraire TARN de ces cellules et de comparer les voies
de signalisation activées entre les génotypes, par RNAséq (collaboration avec Pr
Jesper Tegnér). Aprés euthanasie des souris par injection intrapéritonéale d’euthasol
et perfusion intracardiaque des souris au PBS 1X, les méninges sont retirées et les
cerveaux disséqueés. Pour dissocier les tissus, le kit « Neural Tissue Dissociation Kits »
(130-092-628 Miltenyi Biotec) est utilisé. Les cerveaux sont coupés en morceaux et

transférés dans un tube « gentleMACS-C » contenant un premier mix enzymatique
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(1,9mL de buffer X + 50uL d’enzyme P). Ensuite, 30uL d’'un second mix enzymatique
(20uL de buffer Y + 10uL d’enzyme A) sont ajoutés. La dissociation mécanique et
enzymatique peut alors avoir lieu grace au gentleMACS Octo Dissociator with
Heaters (Miltenyi Biotec) suivant le programme 37C_ABDK 1. Les lysats sont ensuite
déposeés sur un filtre SmartStrainers (70um), puis dilués dans 10mL de PBS. Apres
centrifugation (300g, 10min a température ambiante) le surnageant est éliminé. Le
culot est repris dans 1,8mL de MACS running buffer (Miltenyi Biotec #130-091-22)
avec 200uL de billes magnétiqgue anti-myéline (Miltenyi Biotec #130-096-731). La
suspension cellulaire est incubée 15min a 4°C. Apres lavage des cellules avec 20mL
de running buffer et centrifugation (300g, 10min), le culot est repris dans 3mL de
Running buffer. La suspension cellulaire est ensuite déposée sur colonne LS (Miltenyi
#130-042-401) placée sur aimant (QuadroMACS Separator #130-091-051) et
équilibrée avec du running buffer. Cette étape permet de séparer les microglies de la
myéline. Aprés lavages des colonnes avec du running buffer I'échantillon cellulaire est
dilué puis centrifugé (300g, 10min). Le culot est repris dans 90uL de running buffer et
10uL de billes magnétiques anti-CD11b (Miltenyi #130-049-601). Les cellules sont
incubées 15min a 4°C avec ces billes. Apres lavage des cellules avec 20mL de running
buffer et centrifugation (300g, 10min), le culot est repris dans 1mL de running buffer.
La suspension cellulaire est a nouveau déposée sur colonne LS, placée sur aimant et
équilibrée avec du running buffer. Cette étape permet par sélection positive, de retenir
les microglies, cellules CD11b+ (marquer membranaire des microglies). Aprés lavages
au running buffer, les cellules CD11b+ sont éluées dans 5mL de running buffer. Afin
de déterminer la proportion de cellules microgliales vivantes, 100uL de cette
suspension cellulaire finale est incubée 10 min a l'obscurité, avec un mix d'anticorps
couplés a des fluorochromes anti-CD45-APC (Miltenyi #130-102-544, au 1 :25), anti-
CD11b-PE (Miltenyi #130-113-235, au 1 :66) et un marqueur de viabilité cellulaire
(Miltenyi #130-109-816, au 1 :200). Cette suspension cellulaire ainsi marquée, est
acquise sur MACSQuant Analyseur et les données sont analysées a 'aide du logiciel
Flowlogic. Le reste de la suspension cellulaire, non marquée, est lavée avec du PBS

1X puis utilisée pour une extraction d’ARN.

L. Extraction d’ARN

Afin d’étudier les voies d’activation microgliales induites par TDP-43, au niveau

transcriptionnel, des études de séquencage d’ARN par nos collaborateurs sont
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prévues (collaboration avec Pr. Jesper Tegnér). Pour cela, 'ARN de cellules
microgliales murines précédemment stimulées in vitro, ou de cellules microgliales
extraites de cerveaux de souris adultes, a été extrait a 'aide du kit miRNeasy Micro kit
(Qiagen #217084). La qualité de 'ARN est vérifiée grace a la technologie Agilent Tape

Station.

M.Isolement de la protéine TDP-43 a partir de cerveaux
de patients

1. Fractions vésiculaires

Ce protocole a été obtenu grace a I'équipe du Dr Morvane Colin et adapté de Polanco
et al.,, 2016. Les échantillons de cerveaux humains ont été obtenus auprés de la

banque de cerveau GIE-Neuro-CEB (http://www.neuroceb.org). Les patients étudiés

présentent une mutation du gene GRN, en paralléle des sujets sains sont utilisés
comme contréles. Pour cette étude, nous avons utilisé 200mg de cortex frontal de
cerveau par individu. Pour obtenir le liquide interstitiel cérébral (ou ISF pour brain
Interstitial Fluid), les fragments de cortex sont déposés sur glace dans un tampon
Hibernate-A (ThermoFisher #A1247501) puis dissociés mécaniquement a I'aide d’un
Potter. lls sont ensuite dissociés enzymatiquement (20min a 37°C) suite a I'ajout de
5mL de tampon Hibernate-A et de 2mL de papaine 20U/mL (Worthington #.S003119).
La réaction enzymatique est arrétée par ajout de 15mL de tampon Hibernate-A
complet : Hibernate-A + 50mM de Fluorure de sodium (Sigma #201154) + 200nM de
sodium orthovanadate NasVos (Sigma #450243) + 10nM E64 inhibiteur (Sigma
#E3132) + Pastille d’inhibiteur de protéase (ROCHE). Les tissus sont a nouveau
dissociés par aspiration/refoulement. Trois centrifugations successives a 4°C sont
réalisées afin de débarrasser I'lSF de cellules, membranes et de débris : 10min & 300g
(culot 1 - cellules), 10min a 200g (culot 2 - membranes), puis 30min a 10 000g (culot
3 - débris). Le surnageant est enfin ultra-centrifugé (100 000g, 70min a 4°C). Afin de
séparer les exosomes d’autres vésicules ou débris, le culot est déposé dans un
gradient de sucrose. Le culot est repris dans 2mL de sucrose 0,95M qui est ensuite
déposé dans un gradient de sucrose a 7 densités décroissantes de 2mL : a partir de
2M par incrément de 0,35M jusqu’a 0,25M en surface. Le gradient de sucrose est
centrifugé a 200 000g pendant 16h a 4°C. Les fractions a a g sont récupérées et
diluées dans 3mL de PBS 1X froid puis centrifugées (100 000, 70min a 4°C). Ces
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fractions correspondent a : a-1mL de la fraction supérieure, b-2mL, c-2mL, d-2mL, e-
2m, f-2mL et g-1mL de la fraction inférieure. Les culots sont finalement repris dans
20uL de PBS 1X froid et conservés a -80°C pour une utilisation ultérieure. Pour un

Western Blot, 10uL de suspensions vésiculaires sont utilisés.

2. Fractions sarkosyl insolubles

Les culots 1, 2 et 3 résultants des centrifugations a 300g, 2000g et 10 000g ont été
traités selon la technique du sarkospin (Laferriere et al. 2019) afin de récupérer les
especes protéiques résistantes au détergent sarkosyl, également appelées sarkosyl-
insolubles. Les culots sont repris dans 130uL de tampon HSI 1X. Sont ensuite ajoutés
8uL de MgCl2 100mM et 1pL de benzonase (250units). Aprés vortex et incubation de
10min a température ambiante, 200uL de HSI 2X est ajouté (TRIS 1M, NaCl 5M, EDTA
0.5M, DTT 1M, PhosSTOP, H20 miliQ) supplémenté de Sarkosyl 4%. Aprés vortex et
agitation (600rpm, 45min a 38°C), 200uL de HSI 1X supplémenté de Sarkosyl 0,5%
est ajouté. 600uL des échantillons sont transférés dans un Eppendorf (Protein Low-
Bind) et centrifugés (21 2000g, 30min). Le surnageant est conservé, linterface est
éliminée (fraction soluble), et le culot est repris dans 20uL de PBS 1X. Pour un Western
Blot, 10ug de protéine de chaque fraction sont utilisés.

3. Western Blot pour mise en évidence TDP43 dans les
fractions protéiques et vésiculaires

Pour réaliser un western blot, 10uL de la suspension de vésicules extracellulaires et
10ug des fractions sarkosyl-insolubles sont repris dans la solution RIPA (50mM 1M
Tris pH7,4 + 150mM NaCl + 1% Triton X-100, + 1% deoxycholate + 0,1% SDS) et bleu
de Laemmli. Les lysats sont ensuite déposés sur un gel 4-15% (Biroad, Criterion©
TGX stain-free precast gels). La migration dure 1h a 100V. Apres transfert liquide
(1H30, 80V) des protéines sur membranes de nitrocellulose, les membranes sont
incubées avec I'anticorps primaire sur la nuit a 4°C. L’anticorps secondaire est ensuite
incubé pendant 1h et le systéme ChemiDocTM est utilisé pour révéler une réaction de

chimiluminescence. Les anticorps suivants ont été utilisés :

Anticorps Espece Dilution Référence
Anti-TDP-43 Rabbit 1:1000 Proteintech #10782-2
Anti-Phospho-TDP-43 Mouse 1:1000 Cosmo Bio #TIP-PTD-MO1
Anti-Flotillin Mouse 1:1000 BD Transduction #610821
Anti-AlP1 Mouse 1:1000 BD Transduction #611 621
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N.Analyses statistiques

Les données de la figure () ont été analysées par test non-paramétrique de Kruskal-
Wallis, suivi d’'un test de comparaison multiple. Pour toutes les autres données des
tests statistiques non paramétriques Mann-Whitney ont été réalisées. Toutes ces
comparaisons ont été réalisées grace au logiciel Prism version 6.07 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA USA, « www.graphpad.com ») pour Windows. Toutes les
données sont représentées sous forme Moyenne + SEM ; p < 0.05 est considéré
comme statistiquement significatif (*). NS = Non significatif. N= nombre d’expérience
indépendante. Pour chaque expérience indépendante, des duplicats ou triplicats ont

été réalisées.
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VI. ANNEXE 1

Vehicle

TDP-43 100ng/mL
TDP-43 500ng/mL
TDP-43 2,5ug/mL

TDP-43 5ug/mL

B' Antibody against caspase-1: anti-caspase 1 (p20) AG-20B-0042 ms (Adipogen) 1:1000
WB on Supematant LPS100ng/mL LPS100ng/mL  LPS100ng/mL.
+ Nigeicine 043 o463
24H 2,5uM 2.5u/mL Syg/ml
50 kDa -4
1600 15000 .P ‘e
I 3°°1 ™ —n 7 __m a
_E‘ 400 S, 10000 20 kDa
2 300 %
< 200 L 5000
= 100 g Antibody against ASC : AL177 AG-25B-0006 rb (Adipogen) 1:1000
0 L III =3 0 |I| m| |I| |=||x| W on Supernatant LPS100ng/mL  LPS100ng/mL  LPS100ng/mL
234567234567 234567234567 T amem s
-PBMS +PBMS - PBMS + PBMS . X
100 kDa + Oligomeric Form
D.
34
.
1. No stimulation 4. TDP-43 100ng/mL
2. Vehicle 5. TDP-43 500ng/mL

3. LPS 50ng/mL + 6. TDP-43 2,5ug/mL
Nigericin 2,5uM 7. TDP-43 5ug/mL

Relative cell number to the control

71234567123456 7,

WT COorf72"  GrnRe93XRA93X

Annexe 1. A) Imagerie confocale de la protéine recombinante TDP-43 a différentes
concentrations, mis en contact des cellules microgliales. Ces cellules changent de
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morphologie apres stimulation par TDP-43 comparé au contrble vehicle seul. Elles
sont plus « rondes », amiboides. Le marquage anti-Histidine (His) nous permet de voir
gue la protéine TDP-43 forme des amas de taille de plus en plus importante lorsque la
concentration protéique est augmentée. La protéine semble s’agréger. Echelle =
50um.

B) Le traitement des microglies avec le PBMS, un inhibiteur d'endotoxines
bactériennes, ne modifie pas la sécrétion de I'lL-1B apres stimulation avec TDP-43
contrairement au contrdle LPS-Nigéricine dont la sécrétion d'IL-1f est diminuée aprés
traitement au PBMS. Les sécrétions de cytokine TNF-a sont inchangés. La sécrétion
de cytokines par les cellules microgliales mesurée apres traitement TDP-43 est donc
indépendante de contamination résiduelle bactérienne. NS = non significatif,
comparaison des conditions -PMBS et +PBMS par test de Mann-Whitney.

C) Premier test de mise au point de détection de caspase-1 clivée et de protéine ASC
dans le surnageant de cellules microgliales traitées par LPS + Nigéricine ou par LPS
+ TDP-43. D) Aprés stimulation, les cellules microgliales WT, C9orf727 et
GRNR493/R493X gnt été fixées puis comptées grace au marquage DAPI. Le nombre de
cellule est exprimé en quantité relative par rapport au contréle 1. Les cellules
microgliales mutantes ne semblent pas présenter de différences de survie face aux
stimuli comparées aux cellules WT. Données présentées sous forme de moyenne
+SEM.
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VII. ANNEXE 2
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GRN and C9ORF72 mutations lead to hypereactivity of a
common neuropathological pathway in microglia via the activation of the NLRP3

inflammasome by TDP-43 aggregates.
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Abstract

Frontotemporal dementia (FTD) and Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are two
neurodegenerative diseases of a common clinical, genetic and neuropathological
spectrum but common biological pathways leading to these two diseases remain
elusive. In this study, we show that TDP-43, the most common form of aggregated
protein in ALS and FTD, activates microglial NLRP3 inflammasome pathway through
recognition by TLR receptors and its endocytosis. By stimulating C9orf727 and
GrnR493X/IR493X deficient murine microglia with TDP-43, we were able to show that these
cells were hyperreactive, secreting more IL-13 than WT cells. This effect was
reproducible using monocyte-derived-microglia-like cells obtained from FTD patients
with C9ORF72 and GRN mutations. Our data highlight for the first time a similar
dysregulation by mutations in the two main genes responsible for TDP-43
proteinopathy and causing, respectively, FTD and FTD/ALS. It points to
neuroinflammation and microglia endolysosomal dynamics as key players in FTD and
ALS and open new avenues for therapeutic developement in these diseases.
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Introduction

Frontotemporal dementia (FTD) and Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are two
neurodegenerative diseases that share common clinical, neuropathologic and genetic
features (Abramzon et al. 2020; Nitrini 2014; Vanden Broeck, Callaerts, and Dermaut
2014). FTD is the second most frequent presenile dementia after Alzheimer disease
(AD). It is characterized by behavioral disorders, cognitive dysfunctions and language
impairments. These symptoms are accompanied by frontal and temporal lobes atrophy
(Whitwell et al. 2015). In contrast, ALS is a progressive motor neuron disease which
causes paralysis and muscle atrophy, leading to the patient’s death within 3 to 5 years
after the onset of symptoms (Mejzini et al. 2019). Nethertheless these two diseases
are recognized as part of a common spectrum. Indeed, 50% of ALS patient develop
“FTD-like” cognition and behavior disorders while up to 30% of FTD patients develop
motor neuron disease (Adams and Isaacs 2010; Hardiman et al. 2017). Moreover,they
share some genetic etiology (Burrell et al. 2016) and present common
neuropathological hallmarks (M. Neumann et al. 2006; M. Neumann, Kwong,
Sampathu, et al. 2007). Lately, these 2 diseases have been shown to have a strong
neuroinflammatory component. Some genetic factors like TREM2 and TBK1, two
genes related to innate immunity, were identified in FTD and ALS patient cohorts
(Rayaprolu et al. 2013; Rita Jodo Guerreiro et al. 2013; Gijselinck et al. 2015;
Freischmidt et al. 2015b). Several murine models of FTD and FTD/ALS were also
shown to develop immune dysregulation (J. G. O’'Rourke et al. 2016; Atanasio et al.
2016; Nguyen et al. 2018; Yin, Banerjee, et al. 2010a). In particular, abnormal immune
activation is the main phenotype of C9orf727- mice, which reproduce the loss of
function effect of C90ORF72 intronic G4C2 repeats, the most common mutation in
familial FTD and ALS (Renton et al. 2011; DeJesus-Hernandez et al. 2011; Gijselinck
et al. 2012). In 2016, these mice were shown to develop auto-immune disease with
splenomegaly and lymphadenopathy due to lysosomal tissue engorgement, and
abnormal peripheral immunity (Atanasio et al. 2016; J. G. O’'Rourke et al. 2016). The
second most frequent genetic cause of FTD is haploinsufficiency of progranulin
(PGRN) resulting from loss of function mutations in the GRN gene (van Swieten and
Heutink 2008; Viodé et al. 2018; Gass et al. 2012). Interestingly, GrnR493X/R493X knockin
mice that phenocopy Grn knockout mice, present massive microgliosis, cytoplasmic

TDP-43 accumulation, reduced synaptic density, lipofuscinosis, hyperinflammatory
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macrophages, excessive grooming behavior, and reduced survival (Nguyen et al.
2018). Other characteristics may vary but proinflammatory hyper-activated microglia
have been reported in all PGRN loss of function murine models (Yousef et al. 2017,
Petkau et al. 2012; Ahmed et al. 2010; Yin, Banerjee, et al. 2010a). These murine
models highlighted the fact that COORF72 and PGRN are functionally important for
microglia, the innate immunity cells in the central nervous system (CNS). In addition,
these proteins are also known to play a crucial role in lysosomal function (Amick,
Roczniak-Ferguson, and Ferguson 2016; X. Zhou et al. 2019). However, the
mechanisms through which C9ORF72 or PGRN deficiency affect microglia reactivity
are still unknown.

In 2006, TDP-43 (Transactive response DNA-binding protein-43) protein was
discovered as the major component of neuropathologic inclusions in FTD (50%) and
in ALS (98%) (Arai et al. 2006; M. Neumann et al. 2006). Interestingly, TDP-43
aggregates are found in all cases with COORF72 or GRN mutations. TDP-43 is an
RNA-binding protein involved in RNA metabolism, normally expressed in cell nucleus.
In FTD and ALS patient brains, TDP-43 was found relocated in the cytoplasm of
neurons and some glial cells (Baloh 2011) in the form of aggregates, where it is
truncated, hyperphosphorylated, and/or ubiquitinated (Arai et al. 2006). TDP-43 was
shown to be secreted by neurons via extracellular vesicles (Iguchi et al. 2016; Yipeng
Wang et al. 2017). Moreover, this protein has prion-like properties (Nonaka et al. 2013)
which could explain its propagation throughout the brain over time (Brettschneider et
al. 2015). A major issue is now to understand if these neuropathological events leading
to neuron degeneration are cellular or non-cellular autonomous (Boillée, Vande Velde,
and Cleveland 2006). In the extracellular space, aberrant proteins can be recognized
as danger elements by microglia. Interestingly, misfolded proteins or aggregates Like
AB in Alzheimer’s disease or a-syn in Parkinson’s disease were demonstrated to
activate a microglial signaling pathway called the NLRP3 inflammasome (Heneka,
McManus, and Latz 2018; Lucitnaité et al. 2020; Codolo et al. 2013). This pathway
leads to pro-inflammatory cytokines IL-13 and IL-18 secretion in the extracellular space
promoting neuroinflammation and cell death (Y. Zhang, Dong, and Song 2020). TDP-
43 was also shown to be able to activate NLRP3 inflammasome (Zhao et al. 2015;
Leal-Lasarte et al. 2017) but the mechanism by which this activation occurs is not clear.
The work presented here aimed first to further elucidate how TDP-43 activates the

NLRP3 inflammasome in microglia. Then, we investigated whether COORF72 and
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GRN mutated microglia would be abnormally sensitized to this activation and whether
this would correlate with abnormal autophago-lysosomal dynamics... To this end, we
analyzed differences in NLRP3 inflammasome activation after TDP-43 stimulation in
wild-type (WT), C9orf727- and GrnR493X/R493X mjcroglia as well as in monocyte-derived-
microglia-like cells obtained from C9ORF72 and GRN mutated patients.

Results
1/ TDP-43 activates microglia through the NLRP3 Inflammasome

In order to explore the mechanism by which TDP-43 is capable of activating microglial
cells and to confirm that this activation triggers the inflammasome NLRP3 (Zhao et al.
2015; Leal-Lasarte et al. 2017), we have set up a model of primary cultures of murine
microglia. We chose to use recombinant human TDP-43 carrying a N-terminal 6xHis
tag at four increasing concentrations in agreement with previous work (Zhao et al.
2015; Leal-Lasarte et al. 2017): 100ng/mL; 500ng/mL; 2,5pug/mL and 5pug/mL. TDP-43
is known to spontaneously aggregate in physiological buffers (B. S. Johnson et al.
2008; Furukawa et al. 2011). In our hands, it formed granulo-fibrillar structures within
30 minutes in the culture medium as observed by electronmicroscopy (Supplemental
Figure 1A). Treatment with LPS (lipopolysaccharide) 50ng/mL for 3,5 hours followed
by a 30 minutes exposure to Nigericin 2,5uM was used as a positive control for NLRP3
inflammasome activation. After 16h or 24h of stimulation, pro-inflammatory cytokines
TNF-a and IL-1 concentrations were measured in cell supernatants by ELISA. TDP-
43 treatment resulted in TNF-a and IL-1B secretion increasing with TDP-43
concentrations from 100ng/mL to 2,5 pg/mL (Figure 1A). Between 2,5 pg/mL and 5
pg/mL there is no further increase in IL-1[3 secretion.

By confocal microscopy, we observed a change in the morphology of microglial cells
labeled with anti-CD11b. When stimulated by TDP-43, microglia present a more
spread-out profile, with fewer branches, characteristic of activated microglia in
culture... Exogeneous TDP-43 (marked by anti-His antibodies) seems to form
"clusters” on the surface of microglial cells (Figure 1B). Co-treatment of microglial cells
with 10 ug/ml PMBS (Polymyxin B sulfate), an inhibitor of LPS binding to TLR4, did not
alter the activation of microglia by TDP43, ruling out the chance that activation was
due to contaminating endotoxins associated with the recombinant TDP-43
(Supplemental Figure 1B). On the opposite, PMBS treatment abrogated the effect of
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LPS + nigericine as expected. Since IL-1B secretion increased significantly after
microglial cells stimulation by TDP-43, we wanted to assess whether that activation
depends on the NLRP3 inflammasome (Zhao et al. 2015; Leal-Lasarte et al. 2017).
We chose two complementary approaches, first using an NLRP3 inflammasome
inhibitor and then Nlrp3-- cells.

The CRID3 inhibitor also known as MCC95 prevents oligomerization of the NLRP3
complex and subsequent maturation of pro-inflammatory cytokines (Deora et al. 2020).
After application of this inhibitor and microglia stimulation by TDP-43, IL-1[3 secretion
was completely inhibited (Figure 2A). This suggests that the IL-13 secretion following
TDP-43 stimulation is entirely dependent on the NLRP3 inflammasome. To confirm
this result, we set up Nlrp3- microglia primary cultures. Similarly, after stimulation of
those microglia by TDP-43, there was no IL-1 secretion anymore (Figure 2B).
Furthermore, by immunofluorescence, we detected the presence of aggregates (also
called "specks") of the ASC protein, which are hallmarks of inflammasomes activation
(Kuri et al. 2017; Lu et al. 2014), after treatment with TDP-43 (Figure 2C). Indeed,
following inflammasome activation, this protein gathers to form puncta within the cell.
This rapid and irreversible assembly of the protein would allow the maturation of a
greater quantity of caspase-1 and would act as an amplifying phenomenon (Sborgi et
al. 2015; Lu et al. 2014; Kuri et al. 2017). After confirming that TDP-43 activates
microglia via the NLRP3 inflammasome pathway, we wanted to understand the

mechanism of this activation in more details

2/ TDP-43 interacts with TLR2/4 and is internalized by microglia to trigger the
non-canonical activation of the NLRP3 inflammasome

In other neurodegenerative diseases, it has been shown that protein aggregates can
bind to TLRs and be internalized by microglia to activate the NLRP3 inflammasome. In
Alzheimer's disease, TLR2/4 receptors and their CD14 co-receptor have been shown
to be necessary for A recognition, internalization and initiation of signaling pathways
within the cell (Erin G. Reed-Geaghan et al. 2009; Arroyo et al. 2011). These same
TLR2 and TLR4 receptors appear to be able to recognize a-synuclein and allow its
phagocytosis and the establishment of an immune response in mouse and cellular
models of Parkinson's disease (C. Kim et al. 2013; Daniele et al. 2015; Stefanova et
al. 2011; Fellner et al. 2013). These receptors therefore appear to be good candidates
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for the recognition of aggregated or abnormally conformed proteins by microglia. In
order to better decipher the mechanisms of microglial activation by TDP-43 in our
model, we chose to use a TLRs 2/4 inhibitor, OXPAPC (Oxidized 1-palmitoyl-2-
arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) which acts by competing with TLR2/4
partners CD14, LBP and MD2 (Erridge et al. 2008). Following this OXPAPC treatment,
we observed a total inhibition of IL-13 secretion after microglia stimulation by TDP-43
(Figure 3A), confirming that TDP-43 aggregates need to interact with TLR2/4 to
activate the NLRP3 inflammasome in microglia. Immunogold labeling of ultrathin
sections of microglia stimulated with TDP-43 aggregates were analyzed by electron
microscopy. They revealed that pieces of extracellular TDP-43 aggregates were
phagocytosed and internalized (Figure 3B).

To further characterize the microglial activation pathway resulting from TDP-43
recognition by TLR2/4 and internalization of the protein, we investigated through which
specific pathway the NLRP3 inflammasome could be activated. Indeed, two different
pathways exist: the canonical and non-canonical pathways (Kayagaki et al. 2011; Malik
and Kanneganti 2017) which differ by the caspases involved. The canonical pathway
involves caspase-1 maturation, whereas in the non-canonical pathway maturation of
murine caspase 11 (or caspase 4/5 in humans) precedes caspase-1 activation (Malik
and Kanneganti 2017). We treated microglia with Ac-YVAD-cmk, a caspase-1 inhibitor,
and wedelolactone, a caspase-11 inhibitor, to determine whether microglial NLRP3
inflammasome activation by TDP-43 was via the canonical or noncanonical pathway.
DMSO, the resuspension buffer for Ac-YVAD-cmk and wedelolactone was used as a
control. We observed an almost complete decrease of IL-1 secretion after microglia
stimulation by TDP-43 when treating cells with Ac-YVAD-cmk as expected, but also
with wedelolactone (Figure 3C). Since caspase-11 activation appears necessary for
IL-18 secretion after microglia stimulation by TDP-43, we concluded that TDP-43

activates the non-canonical pathway of the NLRP3 inflammasome.

3/ COORF72 and GRN deficient microglia are hyperactivated by TDP-43

Since TDP-43 aggregates are associated with a major proportion of both sporadic and
familial forms of FTD and ALS, our results bring new insights on neuroinflammatory
mechanisms in both diseases and in TDP-43 proteinopathies in general. However,

because C9ORF72 and GRN mutations are always associated with this type of
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inclusions and both C90RF72 and PGRN appear to regulate immune mechanisms,
we then investigated the impact of C9ORF72 and GRN mutations on microglial
reactivity to TDP-43 aggregates. When C9orf727- and GrnR493X/R493X microglia primary
cultures were exposed to TDP-43 stimulation IL-18 secretion was twice higher than in
WT cells (Figure 4A). Interestingly, we did not observe IL-13 secretion after vehicle
treatment in mutant microglia, which shows that cells are not basically activated but
simply sensitized to certain types of activation. These results suggest that COORF72
and PGRN proteins play a key role in microglial reactivity. However, these are
complete loss of function models in murine microglia. FTD and FTD/ALS patients are
heterozygotes for COORF72 and GRN mutations, and C9ORF72 mutations do not
cause only haploinsufficiency (Balendra and Isaacs 2018). Moreover human and
murine immune pathways are not identical (Junhee Seok et al. 2013). To address
these issues we set up a "human microglia-like" model using monocyte-derived
microglia-like cells (MDMi) from control individuals or C9O0RF72 or GRN mutation
carriers (named CO9ORF72™ or GRN™) (Figure 4B)(Sellgren et al. 2017). MDMi
stimulation by TDP-43 induces greater IL1-B secretion in the supernatant of
C90RF72™t or GRN™MUt cells compared to control cells (Figure 4C). This result
confirmed that in a real mutational context, in human microglia-like cells, COORF72
and PGRN deficiencies cause hyper-reactivity of the NLRP3 inflammasome pathway
to stimulation by TDP-43. Studies conducted by (C. S. Shi et al. 2012) show that
activation of the NLRP3 inflammasome triggers a negative feedback through the
autophagy pathway. Indeed, targeted degradation by autophagy of the inflammasome
components and of the inflammasome activators serves to dampen the activity of this
pro-inflammatory complex. Since COORF72 and PGRN are known to regulate the
autophago-lysosomal pathway we wondered if lack of C9ORF72 or PGRN protein
would disrupt the inflammasome-autophagy negative feedback loop. We first
immunolabelled the p62 protein since it is an adaptor protein for the delivery of
ubiquitinylated phagophore proteins (Lippai and Lyw 2014) (Figure 4D). As expected
(C. S. Shi et al. 2012), the number of p62-positive structures increases massively in
WT upon NLRP3 inflammasome stimulation (Figure 4E). However, this increase is
much smaller in C90rf727- and GrnR493X/R493X mijcroglia while the average diameter of
p62-positive structures gets larger in C9orf727- and GrnR493X/R493X mjcroglia compared
to WT (Figure 4E). These alterations do suggest that the negative feedback loop
between the inflammasome activation and autophagy is indeed impaired by COORF72
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or PGRN deficiency and this may lead to excessive activation of the NLRP3

inflammasome.
Discussion

In order to identify a common biological pathway to several forms of FTD-ALS, we
focused our study on neuroinflammation and TDP-43 protein, the major component of
neuropathological inclusions associated with FTD and ALS (M. Neumann, Tolnay, and
Mackenzie 2009). We demonstrate that TDP-43 is able to activate the microglial
NLRP3 inflammasome pathway, through interaction with TLR2/4 receptors and
endocytosis. Our results confirm the observations of Zhao et al and Leal-Lasarte et al
(Zhao et al. 2015; Leal-Lasarte et al. 2017), although our models are different. We
were able to describe this activation pathway further using caspase inhibitors to show
that TDP-43 activates the non-canonical pathway of the NLRP3 inflammasome. Then,
we focused to the two most common genetic forms of FTD and FTD/ALS, COORF72
and GRN mutations (Finger 2016; Casterton, Hunt, and Fanto 2020). Based on their
known impact on the regulation of the immune system (Atanasio et al. 2016; J. G.
O’Rourke et al. 2016; Nguyen et al. 2018; Yin, Banerjee, et al. 2010b), we investigated
the consequences of their loss of function on microglial reactivity. In our primary murine
microglia culture models, or in the MDMi model, mutant cells were hyperactivated by
TDP-43 compared to control cells. This raised the question as to the actual cause of
this hyperactivation. To answer it, we studied the inflammasome-autophagy negative
feedback loop, looking at p62-positive structures number and diameter in microglia
upon stimulation by TDP-43. Decrease in the mean number of p62-positive structures,
together with an increase in their diameters upon activation of C9orf727 and
GrnR493/R493X microglia, may reflect an alteration of this pathway that is necessary to
regulate inflammasomes activation.

With this study, we identified new common molecular targets to different forms of TDP-
43-FTD and TDP-43-FTD/ALS. On the other hand, microglial activation of the NLRP3
inflammasome pathway may be a common mechanism to all forms of FTD and FTD-
ALS. Indeed, both Tau and SOD1 proteins are known to activate this signaling pathway
(Debye et al. 2018; Bellezza et al. 2018; Stancu et al. 2019b). A very recent paper
showed by In vivo PET-scan in FTD patients, that activated microglial cells were co-

localized with TDP-43 and Tau aggregated proteins (Bevan-Jones et al. 2019). A
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confirmation of this association between activated amoeboid microglial cells and
protein inclusions was validated by immunohistochemical labelling in postmortem
brains (Bevan-Jones et al. 2020). This data provides new elements of microglia
activation by protein aggregates in FTD patient brains. Concerning pure ALS, high
levels of NLRP3, ASC, IL-1B, IL-18 and active caspase-1 were detected in patient
tissue (Debye et al. 2018).

Nevertheless, we show here for the first time that C9ORF72 and GRN mutations
sensitize microglia to the activation of this pathway, making it an even stronger case
in favor of the role of the NLRP3 inflammasome in FTD and FTD/ALS. While it is
hypothesized that the impairment of the autophago-lysosomal pathway resulting from
C90RF72 and PGRN haploinsufficiency in neurons may be the cause of TDP-43
accumulation and aggregation (Sullivan, Zhou, and Hu 2017; Budini et al. 2017), we
show here that in microglia this impairment may result in hyper-reactivity of microglial
cells to TDP-43. Hyper-activated microglia then secrete a massive amount of pro-

inflammatory cytokines that generate a toxic environment for neurons.
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Figure 1. TDP-43 protein activates WT microglia. A) Microglia were treated 16h or 24h
with TDP-43 at four different concentration or with controls. The addition of TDP-43 at
2,5ug/mL and 5ug/mL significatively increase IL-1B secretion. TNF-a secretion is
increased significatively after TDP-43 stimulation. Comparison of the different
condition with 2 by non-parametric Kruskal-Wallis Test * p<0.05, **p<0.01 ns : non
significant (N = 12). B) Co-IF analysis by confocal microscopy of CD11b (green) and
TDP-43 with histidine-tag (His in red). Microglia morphology differ after stimulation with
TDP-43. Scale = 50um.
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Figure 2. TDP-43 protein activates the NLRP3 inflammasome. A) Microglia were
treated or not during 16h or 24h with CRID3, an inhibitor of NLPR3 inflammasome
pathway. With CRID3 treatment, IL-1[3 secretion is abolished after microglia stimulation
by TDP-43. This is not the case for TNF-a. B) Nlrp3”- microglia were treated with the
same stimuli than WT cells. After NIrp3~- microglia stimulation by TDP-43, no secretion
of IL-1B were measured as compared as WT cells. TNF-a secretion is nearly the same
between NIrp37-and WT microglia. C) Co-IF analysis by confocal microscopy of CD11b
(green), TDP-43 with histidine-tag (His in white) and ASC (in red), with or without 24H
of TDP-43 stimulation. TDP-43 aggregates colocalizing with CD11b are shown with
white arrows; ASC specks are shown with red arrows in microglia. Scale = 20um.
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Figure 3. TDP-43 protein is internalised by microglia after its binding to CD14 receptor,
and actives both canonical and non-canonical pathways of the NLRP3 inflammasome.
A) Microglia were treated for 24h with a CD14 antagonist and inhibitor of TLR2/4
receptors, OXPAPC. Secretion of IL-1B is totally abolished after TDP-43 microglia
stimulation and OxPAPC treatment. Ns: no significant * p<0.05, »xp< 0.01. Comparison
of a same stimulus in condition +OxPAPC with —OxPAPC using non parametric Mann-
Whitney Test. B) After 16h of stimulation with TDP-43 at 2,5ug/mL, microglia were
observed by electronic microscopy. Thanks to immunogold against TDP-43, TDP-43
aggregates structure were shown nearby and internalised within the cells (arrow). C)
WT microglia were treated with YVAD, a caspase-1 inhibitor, and Wedelolactone,
inhibitor of caspase-11. After these treatment, IL-1 secretion induced by TDP-43 is
decreased (N = 3).
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Figure 4. COORF72 and PGRN deficient microglia are hyperreactive to TDP-43
stimulation. A) WT, C9orf727- and GrnR493/R493X mjcroglia were treated with the two
higher concentrations of TDP-43 and controls for 16h or 24h. The horizontal black line
represents the IL-1B secretion by WT microglia after TDP-43 5ug/mL stimulation. At
16h and 24h, IL-1( secretion is significatively increased, almost doubled, after TDP-43
5ug/mL stimulation of mutated microglia. (N = 6). * p<0.05, **p< 0.01 Comparison of a
same stimulus between mutant and control cells using non parametric Mann-Whitney
Test. B) Co-IF analysis by confocal microscopy of ibal (green) and CD11b (red), or
CD68 (green) and CD45 (red) in MDMi control cells. Scale = 50 pum C) MDMi from one
control, one C9ORF72 mutation carrier and one GRN mutation carrier were treated
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24h with TDP-43 2,5ug/mL. The horizontal black line represents the IL-1 secretion by
control MDMi after TDP-43 2,5ug/mL stimulation. As for murine microglia, the 1L-13
secretion after TDP-43 treatment, is increased for mutated MDMi. D) Co-IF analysis
by confocal microscopy of p62 (red) and CD11b (white) in WT, C9orf727 and
GrnR493/R493X murine microglia without or with TDP-43 stimulation. Scale = 20 um. E)
Quantification of the average number of p62 spot/cell and the average size of p62 spot,
depending on microglia genotype. After cells treatment by TDP-43, the average
number of p62 spots are decreased in mutant cells whereas p62 spot average size are
increased in mutant.
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Supplemental 1. A) Confocal and electronic microscopy imaging of the recombinant
protein TDP-43. By anti-TDP-43 labelling coupled to gold beads (image on the top-
right) we confirm that the observed structures correspond to the TDP-43 protein. B)
Treatment of microglia with PMBS, an endotoxin inhibitor, do not change IL-18
secretion after TDP-43 stimulation. This secretion is TDP-43 dependant only.
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SUPPLEMENTAL 2: Materials and Methods

1/ Materials

Culture media, serum and antibiotics were purchased from Gibco BRL (Rockville,
MD, USA). All compounds used in this study are summarized in the following table:

Compound References
TDP-43 recombinant human protein Abcam #Ab156345
LPS Invivogen # tlrl-peklps
Nigericin InvivoGen # tlrl-nig
PBMC Sigma Aldrich #5291
CRID3 TOCRIS #5479
OxPAPC OXxPAPC #tlrl-oxp, InvivoGen
YVAD Ac-YVAD-cmk #inh-yvad, InvivoGen
Wedelolactone Wedelolactone , Santa-Cruz#2006-648

2/ Cell cultures
Animals

In order to study neuroinflammation in FTD/ALS, we took advantage of existing mouse
lines reproducing COORF72 (C57BL/6J3110043021Rikem5Lutzy/J(C9orf72-/-) line)
and progranulin (B6.129S4(SJL)- Grntm2.1Far/J(GRNR493X/R493X) deficiencies that
are found in patients with these mutations. The mice are bred at the Paris Brain
Institute animal care facilities according to current standards. All animal experiments
were approved by the institutional animal care and use committee CEEA — 005 and in
agreement with the European legislation N°2010/63 UE. The founding males of the
C57BL/6J- 3110043021Rikem5Lutzy/J(C9orf72-/-) line were provided to us by
Jackson Laboratory and those of the B6.129S4(SJL)-
Grntm2.1Far/J(GRNR493X/R493X) line were given to us in collaboration with Eric

Huang.
Microglia murine primary culture

Microglia primary cultures were performed using newborn brains of controls
(C57BL6/N), the transgenic line C57BL/6J-3110043021Rikem5Lutzy/J(C9orf727) or
B6.129S4(SJL)-Grntm2.1Far/J(GRNR493X/R493X) - Primary microglia culture consists of

two main steps: first a mixed culture of microglia on astrocyte mats, and secondly a
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pure culture of microglia. Newborn mice brains (less than two days old) are collected
by dissection of the skull. Brains are placed in a petri dish (60 mm) containing Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS GibcoTM #14025-050) for meninges removal under a
binocular magnifying glass (Nikon SMZ800). The brains are recovered in a 50mL
Falcon and mechanically dissociated by gentle pipetting into 5mL of HBSS. After
dissociation, HBSS medium is added. After 5 minutes of settling, the mixed cell
suspension is recovered in a cold 50mL Falcon. Brain pieces are dissociated again.
Decantation and cell suspension recovery steps are repeated twice. The resulting cell
suspension is then centrifuged at 1200rpm for 10 minutes at 4°C. The pellet is
resuspended with culture medium containing DMEM (GibcoTMGIlutaMAXTM #31885-
023), supplemented with 10% decomplemented calf fetal serum free of endotoxins (HI
FBS GibcoTM #10082-147), 1% Penicillin and 1% Streptomycin (Gibco #15070- 063).
The cell suspension is cultured in flasks (75 mm2) previously coated with Poly-L-Lysine
(SIGMA #P4832) for 30 minutes at 37°C (5% CO2) then washed three times with
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS 1x, GibcoTM #14190-094). We place 1
brain per flask. The culture flasks are incubated at 37°C (5% CO32). The cell culture
medium is changed 8 days after culture. Eight days after this change of medium,
microglia are ready for harvest. As microglia are suspended in the culture medium
(astrocyte remain adherent to the plastic), microglia are obtained by light shaking and
recovery of the culture medium in a 50mL Falcon. After centrifugation, cells are
resuspended in fresh culture medium. Microglia are harvested and inoculated at the
density of 1,5x10° per 96-well plate well for stimulation and ELISA analysis, or at the
density of 1,5x10° cells per Lab-Tek slide well (BD FalconTM #354108) for

immunofluorescence and electron microscopy.

MDMi (monocyte-derived microglia-like)

Blood monocytes from FTD patients with GRN or C9ORF72 mutation and control
individuals are first isolated using a Ficoll gradient cell separation protocol and then
with a Miltenyi selection kit (MACS® cell separation). Recovered Monocytes are then
differentiated into MDMi according to the published protocol of Sellgren et al. (Sellgren
et al. 2017). Briefly, after obtaining PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) from
control individuals or COORF72 or GRN mutation carriers blood samples (named
C90ORF72™mut or GRN™U), monocytes positively-selected are plated in a differentiation
medium containing GM-CSF and IL-34. After 15 days, MDMis positive to CD11b, CD68
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and CD45 staining (Figure 4B), are harvested and plated to be stimulated by TDP-43
recombinant protein. To determine whether TDP-43 also causes activation in our
human cell models, microglia were incubated for 24 hours with recombinant TDP-43

at 2,5ug/mL.

3/ ELISA assay

In order to measure IL-13 and TNF-a pro-inflammatory cytokines concentration in cell
culture medium after microglia stimulation, we used these two Abcam kits #ab210895
#ab212073.

4/ Transmission Electronic Microscopy (TEM)

For TEM, we plated 150 000 primary mice microglia/well per treatment onto Lab-Tek
chamber (8 wells; #154534; ThermoFisher). After 4-16-24-hr stimulation, the cells were
fixed for 30 minutes with 2% paraformaldehyde (PFA), 2% glutaraldehyde, 1mM CaCl
in 0.1M cacodylate buffer (for morphology study) or 4% PFA, 0.1% glutaraldehyde,
1mM CaCl in 0.1M NaH2PO4 buffer (for immuno-gold staining study). For TDP-43
immuno-gold staining, after washes, the cells were incubated with rabbit anti-TDP43
primary antibody (1:200; #10782-2-AP; Proteintech), 0.1% Tween in 0.1M NaH2PO4
buffer overnight at 4°C. After washes, the cells were incubated with 15nm immuno-
gold secondary antibody F(ab’)2 fragment of goat anti-rabbit IgG (1:40; #815.166;
Aurion) in 0.1M NaH2PO4 buffer 1-hr at RT and washed. All washing steps were
performed so far in 0.1M NaH2PO4 buffer. The cells were then contrasted for 30min
with 2% osmium tetroxide, then washed with H20 MiliQ and incubated with 5% uranyl
acetate for 30min. Subsequently, cells were dehydrated in an ascending ethanol series
(50% to 100%) and embedded thanks to EMbed 812 Kit (#14120; EMS). After
hardening at 60°C for 48-hr, blocs were cut in ultra-thin slices of 70nm (ultra-microtome
EM UCY7; Leica Germany). The ultra-thin sections were mounted on copper grid (for
morphology study) or nickel grid (for immuno-gold staining study). The sections were
contrasted with 3% lead citrate solution (#11300; Deltavision) for 5min and washed
with H20 MiliQ. Images were taken using a camera AMT XR41-B (2048x2048 pixels)
integrated into a Hitachi HT7700 (70kV operational voltage) TEM, and edited with Fiji

software.
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5/ Confocal microscopy

Microglia were stained thanks to multiples antibodies: anti-CD11b (MCA711 AB
Setrotec), anti-ASC (AG-20B-0006 AdipoGen), anti-Histidine (H1029 Sigma Aldrich),
anti-p62 (ab56416 abcam). Then, images of microglia are acquired by a confocal
microscope (Leika DMi8) at x60 magnification. For images analysis which aimed at
guantifying the p62 spots, each condition was photographed five times in different
fields. Images were then analyzed on the Fiji software. On all images, the number of
cells is counted thanks to the DAPI staining. After application of a filter allowing the
software to recognize the nuclei as objects, it is able to count the number of nuclei. A
second filter is applied allowing this time to create objects for each p62 spot, the
software can then quantify the number of p62 spots and their average diameter. Then
the number of p62 spot per cell per condition is calculated taking into account about
250 cells per condition.

6/ Statistical Analysis

The data were analyzed by Kruskal Wallis One-way ANOVA test followed by Dunn’s
multiple comparison test for figure 1. For others figures, non-parametric Mann-Whitney
test were performed. All these comparisons were performed using Prism version 6.07
software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA USA, " www.graphpad.com ") for
Windows. All individual experiment was performed in duplicate or triplicate. All data are

represented as Mean + SEM; p < 0.05 is considered statistically significant (*).
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