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Résumé

Les génes TDP-43 (TAR DNA Binding Protein 43) et FUS/TLS (Fused in
Sarcoma/Translocated in Liposarcoma) sont actuellement a 1’étude quant a leurs rdles
biologiques dans le développement de diverses neuropathies telles que la Sclérose
Latérale Amyotrophique (SLA). Etant donné que TDP-43 et FUS sont conservés au
cours de I’évolution, nous avons utilis¢ I’organisme modele C. elegans afin d’étudier
leurs fonctions biologiques. Dans ce mémoire, nous démontrons que TDP-1 fonctionne
dans la voie de signalisation Insuline/IGF pour réguler la longévité et la réponse au
stress oxydatif. Nous avons développé des lignées C. elegans transgéniques mutantes
TDP-43 et FUS qui présentent certains aspects de la SLA tels que la dégénérescence des
motoneurones et la paralysie adulte. La protéotoxicité causée par ces mutations de TDP-
43 et FUS associées a la SLA, induit I’expression de TDP-1. A Pinverse, la délétion de
tdp-1 endogeéne protege contre la protéotoxicité des mutants TDP-43 et FUS chez C.
elegans. Ces résultats suggerent qu’une induction chronique de TDP-1/TDP-43 sauvage
propagerait la protéotoxicité liée a la protéine mutante. Nous avons aussi entrepris un
criblage moléculaire pilote afin d’isoler des suppresseurs de toxicité neuronale des
modeles transgéniques mutants TDP-43 et FUS. Nous avons ainsi identifi¢ le bleu de
méthyléne et le salubrinal comme suppresseurs potentiels de toxicité lice a TDP-43 et
FUS via réduction de la réponse au stress du réticulum endoplasmique (RE). Nos
résultats indiquent que ’homéostasie de repliement des protéines dans le RE représente

une cible pour le développement de thérapies pour les maladies neurodégénératives.
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Abstract
Two recently discovered causative genes for ALS, TDP-43 (TAR DNA Binding

Protein 43) and FUS/TLS (Fused in Sarcoma/Translocated in Liposarcoma) are under
further investigation regarding their biological roles in neuropathies such as
Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS). Since TDP-43 and FUS are evolutionarily
conserved we turned to the model organism C. elegans to learn more about their
biological functions. Here we report that TDP-1 functions in the Insulin/IGF pathway to
regulate longevity and the oxidative stress response. We have generated mutant TDP-43
and FUS transgenic lines in C. elegans that recapitulate certain aspects of ALS including
motor neuron degeneration and adult-onset paralysis. Proteotoxicity caused by ALS-
associated mutations in TDP-43 or FUS also induce TDP-1 expression and consistently,
deletion of endogenous tdp-1 rescues mutant TDP-43 and FUS proteotoxicity in C.
elegans. These results suggest that chronic induction of wild type TDP-1/TDP-43 by
proteotoxicity may actively promote neurodegeneration. We also screened for small-
molecule suppressors of mutant TDP-43 and FUS neuronal toxicity in transgenic
C. elegans and identified methylene blue and salubrinal as potent suppressors of TDP-43
and FUS toxicity in our models through induction of the endoplasmic reticulum (ER)
stress response. Our results indicate that protein folding homeostasis in the ER may be

an important target for therapeutic development in neurodegenerative diseases.
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A. Introduction

La population étant vieillissante, le nombre de personnes affectées par des troubles

neurodégénératifs au moment d’entrer dans leur 5™ ou 6 décennie ne fait
qu’augmenter. Parmi ces maladies du vieillissement se trouvent les maladies

d’Alzheimer et de Parkinson, mais aussi la Sclérose Latérale Amyotrophique.

I. La Sclérose Latérale Amyotrophique

I.1. Origines et caractéristiques

La sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) fut décrite pour la premicre fois en
1869 par le neurobiologiste et physicien francais Jean-Martin Charcot. Cette maladie
neurodégénérative dont les caractéristiques primaires sont le dysfonctionnement et la
mort sélective des motoneurones, provoque de la spasticité, une hyperréflexie
(motoneurones supérieurs), une faiblesse généralisée, une atrophie musculaire et une
paralysie (motoneurones inférieurs) [1]. La SLA se développe généralement chez des
patients agés entre 50 et 60 ans. La perte des neurones chargés d’innerver les muscles
respiratoires constitue dans la plupart des cas un événement fatal survenant entre un et
cinq ans apres le début de la maladie [2].
Par ailleurs, les motoneurones qui contrélent les mouvements oculaires et sphinctériens
semblent épargnés et ne dégénerent pas précocement [1]. Bien que toute 1’attention soit
portée vers les motoneurones dans le cas de SLA, d’autres régions ne faisant pas partie

du Systéme Nerveux Central (SNC) (la peau, le foie et la moelle épiniere) sont affectées

13].



Enfin, I’incidence et la prévalence de la SLA ne font qu’augmenter, avec a ce jour 1 a 3

personne(s) affectées sur 100 000 [4].

A ce jour le mécanisme de la SLA reste trés peu élucidé. Des hypothéses
impliquent : le stress oxydatif, [’agrégation protéique, le dysfonctionnement
mitochondrial, le transport axonal, de I’excitotoxicité par le glutamate, la production
insuffisante de facteurs neurotrophiques, le stress du réticulum endoplasmique, et des
déficiences dans la maturation des ARNSs [5, 6]. L’ensemble de ces mécanismes toxiques
conduisant a la mort des neurones est a I’origine des symptomes de plusieurs désordres
neurologiques tels que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, la chorée de
Huntington, les attaques cérébrales, ou encore la SLA.

De manicre générale, il existe trois mécanismes de mort cellulaire : la mort par
apoptose, nécrose ou autophagie. Les détails de chacun de ces mécanismes ne seront pas
abordés mais dans le cas de la SLA, des analyses de tissus post-mortem de patients ainsi
que I’é¢tude de modeles expérimentaux animaux et cellulaires mettent en cause
I’apoptose dans la dégénérescence neuronale [7]. Néanmoins il est encore difficile de
montrer de maniére convaincante que I1’apoptose est seule responsable de la

neurodégénérescence observée chez les patients atteints de SLA.

1.2. Stratégies thérapeutiques

La SLA ¢étant une maladie complexe et multifactorielle, les stratégies de
découverte de thérapies efficaces représentent un réel défi [1]. A ce jour, il n’existe

aucun traitement permettant de ralentir ou arréter la progression de la maladie de



manicre efficace. Malgré les nombreuses tentatives, le Riluzole est actuellement le seul
compos¢ approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) américaine capable
de ralentir la progression de la SLA et d’augmenter la durée de vie des patients.
Cependant ses effets sur ces deux parametres demeurent trés modestes et peu
convaincants [ 1, 4]. Plusieurs essais cliniques sur d’autres composés sont en cours, et en
attendant que leur efficacité et leur sécurité puissent étre prouvés, quatre grands axes de
recherche de thérapies se sont développés : des criblages de molécules ; des approches
en immunothérapie ; des thérapies par libération de protéines (ADN ou ARN) tels que
des facteurs de croissance ; ou encore une approche par thérapie génique incluant
I’utilisation de vecteurs viraux et de cellules souches [1]. Malheureusement, malgré le
développement de ces différentes approches thérapeutiques et de grands investissements
financiers pour les mettre en ceuvre, 1’élaboration de nouvelles thérapies efficaces reste a
ce jour un réel défi. La principale raison étant probablement la trop grande hétérogénéité

entre les patients.

1.3. Génes impliqués dans la SLA

L’¢étiologie de la SLA est complexe et se composerait a la fois de facteurs
environnementaux et génétiques [2]. Les causes de cette maladie sont encore trés peu
connues pour la majeure partie des cas, et le développement clinique trés variable [1].
Environ 5 a 10% des cas de SLA sont dits familiaux (hérités), la majorité des cas étant
donc sporadiques (sans composante génétique). En 1993, le géne SOD1 (Superoxide
Dismutase 1) fut le premier géne découvert en tant que cause d’environ 20% des cas

familiaux, et reste aujourd’hui le mieux caractérisé. Depuis, plusieurs génes ont été



identifiés comme facteur de risque ou cause de SLA (Tableaux I et II) parmi lesquels
on trouve TDP-43, FUS/TLS, Ubiquilin-2 et C9ORF72 [2, 8-12]. Parmi ces genes
impliqués dans la SLA certains ont pour point commun de jouer un rdle dans le
métabolisme des ARNSs, constituant une famille de protéines appelées hnRNPs
(heterogeneous nuclear Ribonucleoproteins). Ces processus incluent la transcription de
I’ARN, I’épissage des introns non-codants de pré-ARNms, puis 1’édition, la maturation,
le transport, la traduction, la stabilité et la dégradation des ARNs [2]. De plus certains de
ces genes, tels que TDP-43 ou FUS, ne sont pas seulement importants pour la
compréhension du mécanisme de toxicité responsable de la SLA mais aussi pour I’étude
d’autres maladies neurodégénératives telles que les Démences Fronto-Temporales
(DFT), les maladies a expansion de polyglutamines, ou encore la maladie d’Alzheimer
[8, 13].

Plus particulierement, la découverte de mutations chez deux protéines de liaison
a ADN/ARN, TDP-43 (Transactive response (TAR) DNA-binding protein/TARDBP 43)
[14] et FUS/TLS (Fused in Sarcoma/Translocated in Liposarcoma) [15, 16], comme
causes de formes familiales et sporadiques de SLA a permis d’orienter les recherches
vers une ¢valuation des voies de maturation de I’ARN comme voie pathogénique

commune de maladies des motoneurones [2, 13].



Table 1 | Established ALS-associated genes as of June 2011

Locus Gene Protein length Number of Analysls Modes of Phenotypic Other features*
(chromosome) (amino acids) mutations type (Initial)  Inheritance MND variants
ALS1 (21922.1) SOD1 153x2 166 Linkage Dominant-cp ALS Coghnitive
Dominant-icp PMA Impairment (rare)
Recessive PBP (rare) Cerebellar ataxia
De novo mutation  BFA (rare) Autonomic
dysfunction
FTD (rare)
ALS2 (2g33.2) ALS2 1,657 19 Linkage Recessive Juvenile PLS, Unknown
Juvenile ALS or
infantile HSP
ALS3 (18q21) Not Unknown None Linkage Dominant ALS NA
identified
ALS4 (9934) SETX 2,677 9 Linkage Dominant ALS AOA2, cerebellar
ataxia, motor
neuropathy*
ALSS (15921.1) SPG11 2,443 12 Linkage Recessive Juvenile ALS NA
ALS6 (16q11.2) FUS 526 42 Linkage Dominant-cp ALS Parkinsonism
Candidate Dominant-icp ALS-FTD FTD
De novo
mutations
Recessive
ALS7 (20p13) Not Unknown None Linkage Dominant ALS NA
identified
ALSS8 (20q13.3) VAPB 99 3 Linkage Dominant ALS, PBP Unknown
or PMA
ALS9 (14q11.2) ANG 147 17 Candidate Dominant-cp ALS Parkinsonism
Dominant-icp? PBP or
ALS-FTD
ALS10 (1p36.2) TARDBP 414 44 Candidate Dominant-cp ALS PSP, PD
Linkage Dominant-icp ALS-FTD FTD
Recessive (rare) Chorea
ALS11 (6q21) FIG4 907 10 Candidate Dominant ALS CMT4J)*
gene PLS Cognitive
impairment
ALS12 577 5 Homozygosity Dominant-cp ALS POAGH
(10p15-p14) mapping Recessive
ALS13 (12q24) ATXN2 1,313 6 C D ALS NA
length) gene

Tableau I : Génes et loci impliqués dans la SLA [12].



Table 2 | Selected genes and loci putatively associated with ALS

Gene Nature Geography Initial supporting evidence Evidence against Discovery
orlocus  of variation method
UNC13A SNP Muitiple Independent replication in Not replicated in Japanese GWAS
populations European populations or Chinese samples
CO9ORF72 GGGGCC- Muitiple populations  Independent replication in FALS  Not replicated in Japanese  GWAS
repeat and FALS-FTD or Chinese SALS
expansion
DCTN1 SNP Danish, German, Replication within study Not replicated Candidate gene
Swedish
DPPE SNP Multtiple Independent 6 GWAS
populations
TAF15 SNP US, Swedish Functional studies Cosegregation not shown Candidate gene
in FALS
VEGF SNP Muitiple Animal model Negative replications* Candidate gene
haplotype populations
NEFH Tail domain Swedish, UK, US Independent i s g n: Candidate gene
indel* although SALS and tail
domain not tested
SMN Copy number  French, Dutch Replication None Candidate gene
variation
SIGMAR1  SNP Australia, Poland Functional studies Single study Candidate gene
veep SNP Italy, US Independent replications Single study Candidate gene
ELP3 UK, US, Animal model and independent  None Microsatellite
linkage in a fly model GWAS
PON1 SNP Multtiple Independent replications Negative studies Candidate gene
populations
HFE SNP UK, Ireland, Italy, Independent replications None Candidate gene
Dutch, US, Chinese
KIFAP3S SNP UK, US, Dutch, Functional studies One negative replication GWAS
French, Ireland
APOE? Haplotype US, Swedish, Independent g or Candidate gene
Russian studies (other allele)

Tableau II : Genes et loci impliqués dans la SLA (suite tableau I) [12].

II. TDP-43 et FUS/TLS : roles émergeants dans les neuropathologies

TDP-43 et FUS/TLS sont deux protéines de liaison a ARN/ADN impliquées
chacune dans plus de 5% des cas de SLA, qui comportent des similarités structurales et
fonctionnelles considérables. Leur implication dans ces neuropathologies a dirigé les
intéréts de recherche vers une meilleure compréhension des processus de maturation de

I’ARN. L’altération de ces protéines est ainsi devenu un ¢lément central dans I’étude du

développement de neuropathies comme la SLA [17, 18].



1I.1. La protéine TDP-43

II.1.1. Structures et caractéristiques

TDP-43 est une protéine de 43-kDa hautement conservée au cours de 1’évolution
et composée de 414 acides aminés codant pour le géne TARDBP localisé sur le
chromosome 1. Cette protéine est une hnRNP composée de 5 régions : une séquence N-
terminale avec un Signal de Localisation Nucléaire (NLS), deux Motifs de
Reconnaissance a ’ARN (RRM1 et RRM2), un signal d’export nucléaire, et enfin une
région C-terminale riche en glycine qui permettrait les interactions interprotéiques [2,
17] (Figure 2.1).

Le terme hnRNP a été inventé pour désigner les protéines associées avec des
populations d’ARN hétérogene au sein de cellules a division rapide [19]. Ce sont en
réalité¢ des protéines de liaison a I’ARN impliquées dans divers processus cellulaires
jouant un réle dans les étapes d’expression d’un géne telles que la réplication et la
réparation de I’ADN, la transcription, I’épissage des pré-ARNms, 1’export/import des
ARNms, ou encore la stabilité et la traduction des ARNms [19].

La fonction de la région N-terminale de TDP-43 n’a pas encore été
complétement caractérisée mais serait requise pour I’exclusion de I’exon 9 de la protéine
CFTR (Cystic Fibrosis transmembrane conductance regulator), responsable du transport
des ions chlorures a travers la membrane cellulaire [20].

Les motifs RRM1 et RRM2 constituent les régions responsables des interactions directes
de TDP-43 et se composent de motifs d’une longueur de 60 résidus conservés au cours
de I’évolution [19]. Le motif RRM1 est nécessaire et suffisant pour que TDP-43 puisse
exercer son activité de liaison d’acides nucléiques. En revanche, la fonction du domaine

RRM2 est encore peu ¢lucidée et il ne semble pas jouer un role significatif dans



I’interaction de TDP-43 avec des ARNs [21]. Par ailleurs, certaines observations
suggerent que la mobilité cellulaire de TDP-43 dépend en grande partie de sa capacité
d’association avec des acides nucléiques ou de ses interactions protéiques, toutes deux
controlées par le domaine RRM1 de TDP-43 [22].
La portion C-terminale de TDP-43 jouerait un réle dans I’agrégation protéique retrouvée
dans les cas pathologiques. En effet, une surexpression de plusieurs portions de la région
C-terminale de TDP-43 et la présence de mutations associées a la SLA dans cette méme
région induisent I’agrégation de ses différents isoformes [23]. Par ailleurs, I’intégrité du
domaine riche en glycine de la région C-terminale est cruciale pour le bon déroulement
de lactivité d’épissage de TDP-43 [21]. De plus, la perte de I’activité¢ de liaison aux
acides nucléiques de TDP-43, ou encore I’altération de son extrémité C-terminale
peuvent interférer avec la répartition cellulaire de la protéine [22]. Ce domaine C-
terminal  contient aussi  plusieurs sites consensus de  phosphorylation.
L hyperphosphorylation de la protéine TDP-43 constitue d’ailleurs une des empreintes
de la maladie [24].

Finalement, la détermination de la fonction de chacun des domaines de TDP-43

est importante pour la définition du réle de TDP-43 et de ses propriétés fonctionnelles.



B Predicted nuclear localization sequence (NLS)

, Q3R N34SK
3 Predicted nuclear export sequence (NES) MSIV | Gec
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Figure 2.1 : Schéma structural de TDP-43 adapté de [18].

44 mutations de TDP-43 ont été reliées a la pathologie de la SLA (cas sporadiques et
familiaux), ainsi que de rares cas de patients atteints de Démence Lobaire Fronto-
Temporale (DLFT). La majorité des mutations sont localisées dans la région riche en
Glycine en C-terminal. Le domaine prion putatif comprend les acides aminés 277 a 414.
Le variant A90V de TDP-43 a ¢été observé chez un patient SLA/DLFT.

Abréviations : NLS, Nuclear Localization Signal ; NES, Nuclear Export Sequence ;

RRM, RNA Recognition Motif.
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I1.1.2. Roles et fonctions de TDP-43

TDP-43 fut décrite pour la premicre fois en tant que protéine de liaison a la
séquence TAR (Transactive Response) du virus du VIH (Virus de I’'Immunodéficience
Humaine) avec un role présumé dans la transcription de celui-ci [19]. Cette protéine est
aussi capable de lier des motifs de répétition d’ADN et ARN pour jouer un role de
répresseur de transcription. De plus, TDP-43 est dotée d’une activité¢ d’inhibition de
I’épissage pouvant provoquer le saut d’exon via des interactions inter-protéines [25]. A
ce jour, le rdle fonctionnel de TDP-43 le mieux caractérisé¢ met en jeu la régulation de
I’épissage des pré-ARNms [19]. Cette protéine est aussi dotée de la capacité de lier et/ou
réguler ’expression et les configurations d’épissage d’autres pré-ARNms impliqués
dans d’autres maladies dont ceux de FUS/TLS, progranuline et tau (mutations
responsables de SLA et/ou DFT), parkin et MEF2D (impliqués dans la maladie de
Parkinson), ou encore huntingtine et les ataxines [18].

Il semble exister un mécanisme d’autorégulation du niveau de synthése de TDP-
43. En effet, TDP-43 controle en partie sa propre expression par liaison directe avec la
région non traduite 3’UTR (Untranslated Region) de son propre ARN [18]. Toutefois, ce
mécanisme d’autorégulation n’est pas totalement ¢lucidé et des théories différentes
s’opposent [21, 26]. Malgré cela, I’autorégulation de I’expression de TDP-43 semble
représenter un ¢élément important de la pathogenése de la SLA [19]: un événement
initiateur qui provoquerait une réduction des niveaux de TDP-43 dans le noyau
(mutation et/ou agrégats cytoplasmiques), menerait a une augmentation de la synthése

de TDP-43 [18].
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Une autre implication de TDP-43 réside dans la formation des granules de stress
(GS). La formation des GS constitue un événement temporaire enclenché en réponse a
des changements environnementaux (tels que le stress), et menant a la répression de la
machinerie traductionnelle afin de maintenir une viabilité cellulaire [27]. Au cours des
deux dernicres années, plusieurs ¢études ont démontré qu’en condition de stress
(oxydatif, osmotique, ou choc thermique), TDP-43 est présente dans les GS [28, 29].
L’ absence de TDP-43 semble affecter significativement la taille et la dynamique des GS
[30]. De plus, la localisation de TDP-43 dans les GS est dépendante du stress, alors que
les fragments de produit de dégradation de TDP-43 respectivement de 25- et 35-kDa
observés chez les patients SLA/DFT, eux posseédent une localisation importante dans les
GS, et ce méme en condition non stressée [23]. D’autre part, une dérégulation des
niveaux de TDP-43 menant a une surexpression (par perte d’autorégulation par exemple)
pourrait causer une croissance anormale de la taille des GS provoquant une instabilité
cellulaire [31]. Dans ce contexte, TDP-43 jouerait alors un rdle protecteur face a
différentes conditions de stress cellulaires.

Enfin, bien que le réle de TDP-43 dans le développement des pathologies qui lui
sont associées reste encore peu €lucidé, les phénotypes Iétaux et paralytiques associés
aux modeles transgéniques de souris ou de mouches pour lesquels le géne TDP-43 est

invalidé, soulignent I’importance de la fonction de cette protéine [21].

I1.1.3. Pathologies liées a TDP-43

En 2006, TDP-43 fut identifiée comme composant protéique majeur d’inclusions
intracellulaires se formant dans les tissus neuronaux de patients affectés par diverses

maladies neurodégénératives, incluant la SLA, la DFT [14] et méme certains cas de
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maladie d’Alzheimer [32, 33]. TDP-43 est une protéine ubiquitaire, majoritairement
localisée dans le noyau en conditions basales mais en continuel mouvement entre celui-
ci et le cytoplasme [22]. En revanche, en conditions pathologiques de SLA ou DFT, une
relocalisation de la protéine est observée en plus d’inclusions dans le cytoplasme et le
noyau des neurones et des cellules gliales [2, 13, 17]. Dans le cas de patients malades,
une hyperphosphorylation et une ubiquitinylation anormale de TDP-43 sont observées
[13, 14], ainsi que la formation de plusieurs fragments d’environ 25- et 35-kDa,
I’ensemble représentant la signature biochimique de pathologies liées a TDP-43 [17].
Les fragments de TDP-43 de 25- et 35-kDa sont générés lors de I’apoptose et leur
formation est dépendante de ’activité de la caspase-3. Des études sur le processus de
dégradation de TDP-43 ont prouvé que celle-ci s’effectue via le protéasome [34]. En
effet, I’inhibition de fonction du protéasome semblerait entrainer d’autres clivages du
fragment de 35kDa qui irait ensuite s’agréger dans le cytoplasme [24]. Le fragment
35kDa de TDP-43 peut aussi étre généré via I’expression d’un variant de TDP-43
alternativement ¢€pissé dans le lequel existerait une délétion de 91pb dans I’exon 2
causant un décalage du cadre de lecture et une initiation de traduction alternative [35].
Un des aspects encore inexpliqués lors de la redistribution de TDP-43 en cas
pathologique est la clairance nucléaire. Ceci suggere que la pathogenése est peut-étre en
partie due a la perte d’'une ou plusieurs fonctions nucléaires de TDP-43 [17]. Encore
aujourd’hui, le réle de 1’agrégation en tant que tel dans la neurodégénérescence reste trés
controversé¢. D’autant plus que de récents résultats obtenus chez des modeles de
rongeurs montrent que la neurodégénérescence ne corréle pas nécessairement avec la

formation d’inclusions insolubles de TDP-43 (Figure 2.2) [23].



13

Le terme « protéostasie », inventé récemment par la communauté scientifique,
fait référence a la capacité¢ d'une cellule a maintenir des niveaux de concentration, de
repliement, d’interactions secondaires, et de localisation cellulaire protéiques corrects, et
ce a travers plusieurs compartiments [36]. TDP-43 étant capable d’autorégulation de son
expression, certaines études se penchent actuellement sur un éventuel déréglement de
son expression. Ces recherches ont permis de montrer qu’en cas de mauvais contrdle de
I’expression de TDP-43, une augmentation de sa production est observée, pouvant
corréler avec ’activation de 1’agrégation et résultant en davantage d’effets nocifs sur le
métabolisme cellulaire [23]. De plus, P’incapacit¢é de la cellule a maintenir une
protéostasie correcte due au vieillissement commence a étre reconnue comme
composante fondamentale de diverses maladies, et plus particuli¢rement au niveau
neuronal [36]. C’est pourquoi il demeure important de déterminer les mécanismes exacts
qui entrent en jeu dans la régulation des niveaux de TDP-43, mais aussi son bon
repliement, sa localisation et le maintient des interactions avec ses partenaires (Figure

2.3).

En 2008, I’identification de mutations dominantes sur le g¢éne TARDBP a permis
de fournir I’évidence qu’une forme aberrante de TDP-43 peut mener a de la
neurodégénérescence [25, 37]. Toutes les mutations relatives a la SLA identifiées sont
situées dans la région C-terminale a I’exception d’une mutation localisée dans le RRM1.
Il s’agit de mutations dominantes faux-sens exceptée pour I’'une d’entre elles, Y374X,
une troncation a I’extréme région C-terminale (Figure 2.1) [13, 17]. Certaines de ces
mutations résultent en la substitution d’acides aminés par des résidus thréonine ou sérine

permettant de prédire une augmentation de phosphorylation de TDP-43. Ceci pourrait
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modifier certaines interactions de TDP-43 ou encore son transport, et ainsi mener a une
accumulation progressive des agrégats retrouvés chez les patients atteints de SLA [25].
Des mutations de TDP-43 associées a la SLA seraient responsables de la formation en
plus grande quantité d’inclusions qui présentent des propriétés trés semblables aux GS
[29]. Par ailleurs, une étude utilisant des lignées cellulaires isogéniques et des cellules de
fibroblastes de patients humains a démontré que la protéine TDP-43 mutante est plus
stable que celle de type sauvage et présente aussi une plus longue demi-vie. Cette
observation suggere que I’augmentation de demi-vie de la forme mutante de TDP-43 en
soi puisse €tre a I’origine, ou tout du moins contribuer, a la formation des agrégats de
TDP-43 retrouvés chez les patients atteints de SLA [38].

Enfin, il est aussi intéressant de remarquer que plusieurs variations localisées dans les
régions non codantes du géne TARDBP ont ét¢ identifiées chez des patients. Cependant

des études approfondies seront nécessaires afin de prouver leur effet pathogénique [17].

Un total de 44 mutations de TDP-43 ont été décrites a ce jour chez des patients
atteints de SLA [19]. Cependant, il est encore difficile de déterminer si ces mutations
provoquent une perte neuronale via un gain de une ou plusieurs propriété(s) toxique(s)

[39].
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Figure 2.2 : Physiologie et Pathophysiologie de TDP-43 [40].

a. En conditions physiologiques, TDP-43 est principalement localisée dans le noyau,
bien que la protéine posseéde la capacité de circuler entre le noyau et le cytoplasme.
De plus, TDP-43 joue un rdle dans la régulation de I’expression de certains genes, la
régulation de 1’épissage, et la stabilité des ARNms.

b. En conditions pathophysiologiques, TDP-43 quitte le noyau pour aller s’accumuler
dans le cytoplasme. La forme pathologique de TDP-43 est souvent
hyperphosphorylée et/ou ubiquitinylée, et cette forme est aussi moins soluble qu’en
conditions physiologiques, la rendant plus susceptible a s’agréger.

Abrévations : mRNA, ARN messager; P, groupement phosphate; U, groupement

Ubiquitine.



16

TOP-43
N\ TDP-43 mRNA

TDP-43 exerts a negative feedback loop on
expression of its own mRNA

+ Impairment of TDP-43 nuclear import

+ Sequestration of wild-type TDP-43 in cytoplasmic aggregates
+ Mutations that affect TDP-43 RNA binding properties/
hnRNP interactions

Increase TDP-43
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Figure 2.3 : Implications pathologiques possibles de voies aberrantes d’autorégulation de
TDP-43 [36].

Le Schéma montre comment un déficit du processus d’autorégulation de TDP-43 par
une variété d’altérations de distribution de cette protéine dans le noyau/cytoplasme, peut

contribuer a la progression de la maladie.
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Enfin, malgré les nombreuses avancées dans la compréhension des fonctions et
des implications de TDP-43 dans les maladies neurodégénératives, il reste encore a
déterminer si la formation d’inclusions est toxique en elle-méme pour la cellule ; ou si
les agrégats insolubles de TDP-43 observés chez les cas pathologiques séquestrent eux-
mémes la protéine, provoquant une perte de fonction cellulaire de TDP-43 ; ou encore
s’il s’agit d’une contribution de ces deux phénomenes. Les interrogations quant a sa
contribution a la prédisposition, le début et la progression de la maladie, persistent et
nécessitent sans doute une étude élargie aux autres protéines de liaison a ARN/ADN

telles que FUS/TLS.

I1.2. FUS/TLS. une autre protéine de liaison 8 ARN/ADN

I1.2.1. Structure et caractéristiques

Le gene FUS/TLS, d’environ 12kb, se compose de 15 exons et 14 introns, et
code une protéine de 526 acides aminés d’environ 53kDa [41, 42]. Son promoteur
présumé comporte les caractéristiques de celui d’un géne de ménage, avec notamment
I’absence de boites TATA [43]. La protéine FUS/TLS se compose d’un domaine N-
terminal riche en sérine-tyrosine-glutamine-glycine (SYGQ), d’une région riche en
glycine (G), d’un RRM, d’un motif en doigt de zinc, ainsi que d’une région C-terminale
riche en arginine-glycine-glycine (RGG) [13, 41] (Figure 2.4).

La région N-terminale de FUS est constituée d’un domaine d’activation
transcriptionnelle qui a la suite d’une translocation chromosomale provoque la fusion de
protéine pouvant causer un sarcome d’Ewing ou une leucémie aigue my¢loide [16]. Le

RRM en C-terminal ainsi que les régions riches en glycine qui ’encadrent seraient
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cruciaux pour l’activité de liaison a I’ARN de la protéine [44]. Toutefois, de plus
récentes études ont permis de démontrer que des formes de FUS tronquées au niveau du
RRM sont encore capables de reconnaitre leurs ARNs cibles. Cette méme étude a aussi
établi que la structure en doigt de zinc de FUS surpasserait 1’aptitude du RRM en

matic¢re d’interaction avec de I’ARN [45].
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Figure 2.4 : Schéma structural de FUS/TLS [18] et/ou par une perte de fonction(s)
survenant apres séquestration de la protéine dans des inclusions nucléaires ou
cytoplasmiques [13].

46 mutations ont ¢ét¢ identifiées pour FUS/TLS dans des cas de SLA familiales et
sporadiques, ainsi que de rares cas de patients DLFT. La majorit¢ des mutations sont
regroupées dans les 17 derniers acides aminés, au sein de la région riche en glycine, et

dans le domaine prion putatif comprenant les acides aminés 1 a 239.
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La circulation de FUS entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique est
dépendante de la région C-terminale [45, 46]. En effet, des mutations dans ce domaine
peuvent perturber 1’import nucléaire de FUS [47]. De méme, la délétion de 17 résidus en
C-terminal cause une délocalisation de FUS dans le cytoplasme et la formation
d’inclusions cytoplasmiques suggérant que ces 17 résidus sont essentiels a la localisation
de FUS dans le noyau [46].

Enfin, tout comme TDP-43, la protéine FUS est dégradée via le protéasome et
des mutations sur le site de phosphorylation de FUS (serine 256) ont pour conséquence
d’altérer sa protéolyse [48]. Il est donc possible que des altérations d’un ou plusieurs

domaines puissent avoir un impact sur le bon fonctionnement de FUS.

11.2.2. Fonctions biologiques de FUS/TLS

Mise en évidence pour la premiere fois en 1993 dans des liposarcomes myxoides
humains, le géne FUS/TLS jouerait un réle critique dans la formation de protéines de
fusion liées a une variété de cancers, incluant la leucémie aigue my¢loide et le sarcome
d’Ewing [49]. FUS/TLS remplit de multiples fonctions dans I’épissage et le transport
d’ARN, ainsi que la formation d’oncoprotéines de fusion [41]. De plus, FUS/TLS
interviendrait dans la promotion et le maintien de la prolifération cellulaire [41]. FUS
appartient a la famille FET (FUS/TLS, EWS, TAF15) qui sert a contrdler 1’expression
génique par intégration des processus de transcription, d’épissage et de métabolisme de
I’ARN [46, 47]. Au sein de cette famille FUS serait aussi impliqué dans la réparation de

I’ADN et I’appariement des régions d’ADN homologues [46] (Figure 2.5).
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Figure 2.5 : Fonctions biologiques de FUS/TLS [41].

FUS/TLS contient deux domaines fonctionnels : le domaine N-terminal d’activation de
la transcription (région SYGQ) et le domaine C-terminal de liaison a ’ADN/ARN. Le
domaine N-terminal est impliqué dans la régulation de la transcritpion et la maturation
des pré-ARNms ; le domaine C-terminal interagit directement avec de I’ARN ou de
I’ADN, jouant un role dans la maturation des pré-ARNms, I’épissage d’ARNms et le

maintien de la stabilit¢ génomique. Plusieurs partenaires d’interaction de FUS/TLS et

leurs fonctions son représentés.

Abréviations : RNA pol II, ARN polymérase II.
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Comme TDP-43, FUS est une hnRNP capable de lier de I’ARN. FUS a été caractérisée
comme une hnRNP P2 capable de lier I’ARN pré-messager [50], et il a été proposé
qu’elle agirait comme chaperone d’ARNms qui circulent entre le noyau et le cytoplasme
[45, 51]. FUS posséde aussi un role dans le maintien de la morphologie des nerfs en
permettant de stabiliser les structures synaptiques par tri des ARNms [52]. D’autre part,
FUS est un composant majeur d’inclusions ubiquitinylées d’une forme particuliere de
DLFT, la DLFT-U (Ubiquitinylée) [46].

Une meilleure définition et compréhension du role biologique de FUS permettra
d’¢lucider le(s) mécanisme(s) menant aux maladies neurodégénératives pour lesquelles
elle est impliquée. Tout comme TDP-43, il est fort probable que des mutations de gain
et/ou perte de fonction(s) de FUS soient impliquées dans la pathogenése de maladies

neurodégénératives telles que la SLA [41].

11.2.3. FUS/TLS et son implication dans les neuropathologies

FUS est exprimée dans tous les tissus humains, et son niveau d’expression est
hétérogeéne au sein de ces divers tissus [43]. Cette protéine est majoritairement nucléaire,
mais elle est aussi présente dans le cytoplasme de plusieurs cellules, exceptées les
hépatocytes pour lesquelles FUS est uniquement cytoplasmique [53]. Comme TDP-43,
FUS se déplace continuellement entre le noyau et le cytoplasme. Toutefois, en
conditions de stress cellulaire FUS s’accumule dans le cytoplasme formant ainsi des
agrégats cytoplasmiques. Ces agrégats co-localisent avec les marqueurs des GS [46, 53],
indiquant que cette protéine pourrait avoir des fonctions de régulation de la transcription,
de la stabilit¢ des ARNms et la disponibilit¢ des microARNs [53] (Figure 2.6). Par

ailleurs, une inhibition de ’ARN polymérase II provoque aussi une accumulation
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cytoplasmique de FUS suggérant que le produit de I’ARN polymérase II fait partie du

complexe que FUS forme avec des ARNs [49, 51].

Long-term

1. Nuclear import

2. Experimental or }\.\ persistence )\\
. defect cellular stress /g ,}j of stress Ve —\'
> e | | ® \ )

e/

/ e °/ ()
\\/ l/ \/
Physiological Cylosolic Recruitment to Pathological condition,
condition mislocalization stress granules large inclusions

Figure 2.6 : Mode¢le de pathologie associ¢ a FUS. [54]

La couleur verte représente la distribution de FUS.

Plus de 40 mutations de FUS ont été décrites a ce jour sur environ 5% des cas familiaux
et un faible nombre de cas sporadiques de SLA [17]. Plus récemment des mutations
rares chez des patients atteints de DLFT ont été identifiées [55]. Des mutations dans la
région C-terminale de FUS de patients SLA sont en cause dans I’altération de son
interaction avec les transportines (récepteurs d’import nucléaire), et interférent avec le
trafic nucélaire de la protéine [47].

Les mutations les plus récurrentes de FUS dans les cas de SLA sont la R521C et
la R521G, présentent sur 3 des 17 familles initialement analysées lors de la mise en
évidence de I’implication de FUS dans la SLA. La mutation faux-sens R521G provoque
une circulation aberrante de FUS provoquant sa rétention cytoplasmique, ainsi qu’une
augmentation de son insolubilité accompagnée d’une diminution de sa solubilité dans le
noyau [15]. Cette mutation pourrait ainsi potentiellement altérer les processus essentiels
pour lesquels FUS est impliquée, établissant un mécanisme de « perte de fonction » [39].
Il semblerait que la mutation R521C augmente la probabilité¢ de développer la SLA a un

plus jeune age comparé a d’autres mutations ou d’autres cas de SLA sporadiques [55].
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L’¢étude in vitro d’une forme mutante de FUS dont Dlactivit¢ du NLS est
manquante montre que FUS se trouve relocalisée vers le cytoplasme et se lie aux GS
pour aller s’assembler avec ceux-ci [46, 47]. Ainsi, des perturbations au niveau de la
régulation transcriptionnelle et du métabolisme des ARNms via la formation
inappropriée/excessive des GS seraient cruciales dans les pathologies associées a FUS
[47]. Les altérations au niveau des GS observées dans ce cas pourraient mener a une
maturation aberrante des ARNSs, et ainsi perturber ou inhiber la traduction des ARNs en
¢tablissant un mécanisme de « gain de fonction » [39].

Malgré la quantité grandissante d’informations rapportées au cours des dernicres
années, le mécanisme de pathogenese li¢ a FUS est encore peu défini. FUS présente des
similarités structurales (RRM et la région riche en glycine) avec TDP-43 dont les
caractéristiques et fonctions ont été décrites précédemment, cependant, le mécanisme de

développement de maladies liées a la toxicité de FUS reste encore assez mystérieux.

I1.3. Les protéinopathies associées a TDP-43 et FUS/TLS : vers un

mécanisme commun ?

L’expression génique fut longtemps considérée comme consistant en
I’enchainement de plusieurs événements débutant par la synthése d’ARN suivie par son
épissage, et s’achevant avec la production d’ARNms matures traduits dans le
cytoplasme. La découverte de protéines multifonctionnelles liant I’ARN a depuis permis
de relier la transcription, la maturation, le transport et la traduction des ARNs, en un
mécanisme cellulaire finement régulé. Des dysfonctionnements affectant les systemes de

controle de la qualité des ARNs dans les cas de mutants TDP-43 et FUS seraient une
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caractéristique commune des processus pathologiques impliqués dans le développement
de maladies du motoneurone [46, 47].

L’ensemble des informations recueillies a ce jour a propos de la SLA laisse a
penser que cette maladie n’affecte pas seulement le systéme moteur mais plutot qu’il
s’agit d’une protéinopathie neurodégénérative multisystéeme associée a TDP-43 ou a
FUS. Cette protéinopathie affecterait a la fois les neurones et les cellules gliales [56, 57].
En ce qui concerne TDP-43, les protéinopathies qui lui sont associées peuvent étre
divisées en deux groupes : les protéinopathies associées a TDP-43 dites « pures » ou
seulement TDP-43 s’accumule dans le cerveau en tant que protéine pathologique ; et les
protéinopathies dites « combinées », pour lesquelles on observe des agrégats composés
de diverses protéines [58]. La SLA et la DFLT sont aussi des protéinopathies associées a
FUS [47]. 1l existe encore peu d’évidences en faveur d’un mécanisme moléculaire précis
des protéinopathies associées a ces protéines de liaison a ARN, mais ce terme en lui-
méme permet d’élargir I’impact de 1’étude de TDP-43 et FUS dans le cadre de maladies
autres que la SLA.

Malgré les similarités de structure et de fonction existantes entre TDP-43 et FUS,
les inclusions de TDP-43 sont absentes dans les cas de SLA avec mutations de FUS
[55]. De plus, il est peu probable que la protéine FUS mutante interagisse directement
avec la protéine TDP-43 dans la formation des GS. Cependant, il n’est pas exclu qu’une
accumulation anormale de TDP-43 puisse affecter la distribution cellulaire de FUS [47].
Il semblerait qu’une fraction de TDP-43, et plus particuli¢rement sa forme mutante,
interagisse avec FUS méme en 1’absence d’agrégats nucléaires de cette derniere. De ce
fait il semble que des mutations de TDP-43 peuvent perturber la fonction « normale » de

FUS, et représenter ainsi un événement précoce. Ceci permettrait encore une fois de
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penser a une convergence des voies pathogéniques de TDP-43 et FUS dans le
développement de la SLA [38]. En lien avec cette observation, la question qui persiste
est de savoir si ’association entre TDP-43 mutante et FUS pourrait affecter les cibles
ARNSs de TDP-43, de FUS, ou des deux a la fois. Enfin, TDP-43 semble crucial dans le
maintien du niveau basal de 239 ARNms parmi lesquels on retrouve ceux de FUS. Cette
observation a ainsi identifi¢ un nouveau composant de vulnérabilité neuronale dérivée de

la déplétion de TDP-43, et démontre que FUS est une cible directe de TDP-43 [26].

A ce jour, ’étiologie de la SLA est encore assez peu comprise dans certains cas
bien qu’elle tende a étre multifactorielle. Le fait que TDP-43 et FUS soient capables de
s’associer aux GS augmente les possibilités que la vulnérabilité¢ des motoneurones dans
la SLA puisse étre en partie liée a une altération dans la réponse a certains stress
cellulaires [59]. En effet, la localisation de FUS et TDP-43 au sein des GS résulterait
d’une exposition aigue au stress oxydatif, au stress du RE et a des chocs thermiques
[59].

La capacité de réponse au stress d’une cellule est un parameétre déterminant dans
la viabilit¢ cellulaire. En effet, en ¢état d’homéostasie 1’ensemble des processus
cellulaires est en équilibre dynamique. La perturbation de cette homéostasie est a
I’origine du stress [60]. La cellule a la capacité de répondre au stress de plusieurs fagons
allant de 1’activation de voies de signalisations en faveur de la survie, a celle de voies de
mort cellulaire programmée qui permettent 1’élimination des cellules endommagées
[61]. Actuellement, I’exposition au stress oxydatif est mise en avant comme voie de
signalisation jouant un role important dans la mort sélective des motoneurones et la

dégénérescence des régions cortico-spinales qui en résultent [62]. Celui-ci survient lors
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d’un déséquilibre entre la production d’especes réactives a I’oxygene et la capacité du
systeme a se défaire ou réparer les dommages causés. La production d’espeéces réactives
a Poxygene est connue pour augmenter avec 1’age, principalement due a une hausse des
« fuites » de la chaine respiratoire mitochondriale. Ce phénomeéne est d’ailleurs reconnu
comme étant une cause majeure du vieillissement [6]. L’évidence de I’implication du
stress oxydatif comme mécanisme central par lequel la mort des motoneurones
surviendrait fut renforcée par 1’observation de marqueurs de dommages du stress
oxydatif dans la moelle épiniere et le liquide cérébrospinal de patients atteints de SLA
[6]. Dans cette optique, la mort des motoneurones a été¢ principalement attribuée a un
dysfonctionnement mitochondrial [4, 62]. En accord avec cette hypothése, des
expériences réalisées avec la forme mutante de TDP-43 sur des lignées cellulaires de
motoneurones présentent une toxicité cellulaire accrue aboutissant a un
dysfonctionnement mitochondrial et une Iésion oxydative [62]. Toutefois, un débat
persiste quant a savoir si le stress oxydatif constitue effectivement une cause primaire de
neurodégénérescence, ou s’il s’agit seulement d’une conséquence d’autres lésions
toxiques préexistantes [6].

L’activation de la réponse au stress a pour conséquences l’activation et la
synthése de chaperonnes moléculaires dont la plupart sont aussi appelées protéines de
choc thermique ou « Heat Shock Proteins » (HSP). Celles-ci fournissent une réponse au
stress généralisée permettant de « réparer » les protéines endommagées [63]. Des
expositions répétées au stress induisent 1’accumulation de dommages cellulaires et
affectent la capacité d’adaptation de la cellule [64]. Au cours des derniéres années,
I’implication de la réponse UPR (Unfolded Protein Response) dans le développement de

la SLA a ¢été largement mise en ¢évidence [65]. En effet, la réponse UPR est un



28

mécanisme d’auto-défense mis en place afin de réduire la quantité de protéines qui
présentent un repliement anormal. Ce phénomeéne a également lieu au sein de cellules
saines pour lesquelles environ 30% des protéines nouvellement synthétisées adoptent
une mauvaise conformation [65]. Cette réponse implique I’induction des chaperonnes du
RE dans le but d’augmenter la capacité de repliement correct des protéines, ainsi que
I’induction de génes impliqués dans la voie de dégradation des protéines associée au RE
(voie ERAD). En effet, le RE représente un site de traduction, repliement et transport
des protéines membranaires et sécrétées. Malgré la présence de chaperonnes du RE
telles que HSP70/BiP qui aident au bon repliement des protéines, une quantité
importante de protéines nouvellement synthétisées adopte une mauvaise conformation
tridimensionnelle. Ces chaperonnes peuvent aussi diriger ces protéines qui présentent un
repliement anormal vers la voie de dégradation ERAD afin de les éliminer [60]. Dans les
cas sporadiques de patients SLA, des marqueurs du stress du RE et une réponse UPR
particuliérement ¢€levés sont retrouvés au niveau de la moelle épinicre [66, 67]. Des
mutations faux sens peuvent d’ailleurs provoquer une augmentation du mauvais
repliement protéique, générant un stress du RE sévére et une accumulation de protéines

non/mal repliées causant a leur tour un stress du RE fatal [65].

Finalement, un des défis a venir sera certainement 1’identification de voies de
signalisation moléculaires communes a TDP-43 et FUS (Figure 2.7), ainsi que celles en
relation avec les autres geénes impliqués dans la SLA, et qui meénent a cette maladie
dévastatrice. L’ensemble des données génétiques et post-mortem suggere 1’existence
d’un mécanisme pathophysiologique ubiquitaire dans le développement de la SLA et

soutient encore un peu plus I’hypothése d’un mécanisme commun a la base de la
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dégénérescence des motoneurones associée a des formes mutantes de FUS et de TDP-43
[55].

Parmi les hypothéses avancées, I'une d’elles se base sur le mauvais repliement et
I’agrégation de TDP-43 ou FUS, comme cause de I’altération des fonctions cellulaires
normales menant a une prédisposition des autres protéines a s’agréger [58]. Afin de
tester I’ensemble des hypothéses, la communauté scientifique a développé une grande
variété d’organismes modeles allant de la levure aux rongeurs, en passant par le
nématode. En effet, I’utilisation de ces modéles aux cours des derniéres années a déja

permis une meilleure évaluation du potentiel pathogénique de TDP-43 et FUS.
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(A) Résumé des étapes principales de la maturation de ’ARN depuis la transcription

juqu’a la traduction ou la dégradation. (B), (C) et (D) Implications de TDP-43 et

FUS/TLS dans la transcription. (E), (F) et (G) Roéles de TDP-43 et FUS/TLS dans

I’épissage de pré-ARNms. (H) TDP-43 et FUS/TLS dans la maturation des miARNSs. (I)

Circulation nucléo-cytoplasmique de TDP-43 et FUS. (J) Recrutement de TDP-43 et

FUS/TLS dans les GS. (K) TDP-43 et FUS sont impliquées dans le transport d’ARNms.

Abréviations : miARNSs, micro-ARN
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III. Le Mod¢le C. elegans

TDP-43 et FUS/TLS ont été hautement conservés au cours de I’évolution et la
comparaison de leurs séquences protéiques en acides aminés montre un degré de
similarité frappant, allant de I’humain au ver C. elegans, en passant par la souris et la
Drosophile [18, 68]. De ce fait, de nombreuses tentatives visant a développer des

modeles de protéinopathies associées a TDP-43 ou a FUS ont été réalisées.

III.1 C. elegans : modéele in vivo de maladies neurodégénératives

L’espece Caenorhabditis elegans fut décrite pour la premiere fois en 1900 a Alger par
Emile Maupas qui s’intéressait a son mode de reproduction hermaphrodite. Puis, un
tournant décisif eut lieu au début des années 1960 avec Sydney Brenner, généticien
ayant travaillé sur les phages et les bactéries. Il cherchait un organisme multicellulaire
qui permettrait une approche génétique du développement et du systéme nerveux. Grace
a son temps de génération court (3,5 jours), son mode de reproduction hermaphrodite, sa
capacité de congélation, mais aussi sa transparence et I’invariance de son lignage, C.
elegans constitue un animal multicellulaire facile d’emploi pour la génétique. Son
utilisation comme systéme mode¢le se justifie par la conservation des molécules et des
interactions moléculaires au sein du régne animal. Dans ’optique de la compréhension
des maladies humaines C. elegans représente un modele excellent lorsqu’un geéne
homologue existe, a la fois pour trouver par génétique classique ou tester par génétique
inverse des partenaires moléculaires d’interactions fonctionnelles. Les roles et fonctions
de TDP-43 et FUS étant encore mal compris a ce jour, nous avons décidé de nous

tourner vers ce modele simple pour mener notre étude.
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D’autre part, le systéme nerveux du ver C. elegans est trés développé et constitué¢ de 302
neurones chez [D’adulte, dont 26 motoneurones GABAergiques ou s’exprime
spécifiquement le géne unc-47 (Figure 2.8). Le GABA (acide gamma-aminobutyrique)
est le principal inhibiteur neuronal de C. elegans, et [’ablation des neurones
GABAergiques aboutit au développement de vers dont la locomotion est altérée [69]. La
SLA étant une maladie du motoneurone ces informations nous menent a penser que ce

modele serait cohérent pour 1I’étude du développement de cette maladie.

DVB D-type motor neurons RIS AVL

Figure 2.8 : Distribution des neurones exprimant unc-47 [70].
GFP (Green Fluorescent Protein) est exprimée dans les corps cellulaires et les axones

des 26 neurones GABAergiques.

tdp-1, I’homologue C. elegans de TDP-43 présente 38% d’identité et 57% de
similarit¢ avec TDP-43 [71]. Le poids moléculaire prédit pour TDP-1 est de 45.5 kDa
[72], assez proche des 43 kDa de la protéine humaine. En revanche TDP-1 ne posséde
pas de domaine riche en glycines dans la région C-terminal [72]. Le plus haut degré de
similarité entre TDP-43 et TDP-1 semble étre localisé dans la région correspondant aux
motifs supposés RRM1 et RRM2 dont nous avons déja décrit les caractéristiques dans la

partie II.1.1. [72]. Par ailleurs, la surexpression neuronale de TDP-1 génére des
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mouvements désunis chez le ver, tandis que la délétion du geéne tdp-1 n’a d’impact ni sur
le mouvement ni mé€me sur les synapses des motoneurones [73]. Il existe deux mutations
du geéne tdp-1, les délétions 0k803 et ok781 [71]. Toutefois, nous ne connaissons pas
encore concrétement sa fonction au sein de C. elegans. C’est pourquoi au cours de notre
¢tude nous tenterons différentes approches afin de mieux définir et comprendre le role
de TDP-1 dans la longévité et la réponse au stress, notamment via 1’utilisation du mutant
0k803.

fust-1, homologue de FUS chez C. elegans reste encore trés peu étudié. Nous
savons que ce gene possede 38% d’identité et 56% de similarité avec son homologue
humain FUS, mais de nombreuses questions persistent quant a sa fonction. Tout comme
FUS, FUST-1 présente un domaine RRM et une structure en doigt de zinc conservée,
suggérant une possible conservation de ses fonctions a travers 1’évolution. De plus, il
existe une mutation de ce gene chez le ver, la délétion 1m4439, dont les conséquences
n’ont pas encore ¢té€ décrites sur la réponse au stress et la longévité.

Des modeles transgéniques C. elegans exprimant TDP-43 ont déja été
développés au cours des dernieéres années. Ceux-ci se basent sur I’expression du geéne
TDP-43 fusionné a la protéine GFP dans I’intégralité du systéme nerveux du ver.
L’expression de TDP-43 humaine sauvage dans tous les neurones du ver provoque des
déficits moteurs [73-75]. Ces mod¢les évoquent certaines caractéristiques de la SLA et
de la DLFT-U : un déclin de la fonction motrice avec 1’age, une longévité diminuée,
ainsi que la dégénérescene des motoneurones. La protéine TDP-43 y est retrouvée au
sein de dépdts protéiques insolubles, hyperphosphorylée, tronquée et ubiquitinylée [74].

Les résultats obtenus avec certaines de ces souches démontrent que la neurotoxicité de



34

TDP-43 in vivo peut résulter d’une activit¢ nucléaire, conséquence directe de la
surexpression de cette protéine [73].

On compte un seul modele C. elegans transgénique FUS/TLS publié exprimant
FUS sauvage ou mutante (mutations reliées a des patients atteints de SLA) fusionnée a
GFP et sous le contréle d’un promoteur pan neuronal. Au sein de ce mod¢le, seule
I’expression des formes mutantes de FUS ont pour conséquence une localisation
cytoplasmique associée a un dysfonctionnement moteur progressif et une diminution de
la longévité. Les données collectées suggerent que les mutations de FUS causent un
dysfonctionnement neuronal via un gain de fonction dominant généré soit par les
agrégats neurotoxiques de FUS mutant dans le cytoplasme, soit par un
dysfonctionnement de son activité de liaison a I’ARN [76].

D’autres organismes modeles ont aussi €té utilisés et étudiés dans le but
d’¢lucider les mécanismes de développement de la SLA et des autres protéinopathies

liées @ TDP-43 ou FUS.

II1.2 Autres organismes modeles de maladies liées a TDP-43 ou

FUS/TLS
En dehors des modeles C. elegans, nous pouvons remarquer une multiplicité de
tentatives de modélisation de la SLA et autres protéinopathies dans la littérature via
I’utilisation d’organismes mode¢les allant de la levure aux rongeurs.

Parmi ces nombreux organismes mod¢les, certains ont été établis via 'utilisation
de la levure Saccharomyces cerevisiae. Les modeles de levure développés présentent

plusieurs caractéristiques des protéinopathies humaines liées a TDP-43, incluant le
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changement de localisation de la protéine [77, 78]. Certains ont été utilisés afin de
réaliser un criblage de modificateurs de toxicit¢ de TDP-43 [79]. L’utilisation de S.
cerevisiae pour évaluer la toxicité liée a FUS montre que FUS est associée a un niveau
d’expression plus ¢levé et ’accumulation de FUS au sein d’agrégats cytoplasmiques
[80]. Les résultats observés avec ces souches de levure indiquent que FUS et TDP-43
présentent une forte propension a co-agréger [80, 81].

Le développement d’un modele de poisson zébré exprimant des formes mutantes
de TDP-43 humaine a confirmé que ces mutations conférent des propriétés toxiques a la
protéine TDP-43. En effet, I’expression de formes mutantes de TDP-43 cause un
phénotype moteur dans les embryons de poissons zébrés via des mécanismes
moléculaires impliquant a la fois un gain et une perte de fonctions toxiques [82]. Ce
méme groupe a examiné les conséquences de 1’expression de FUS sauvage et mutante
ainsi que leur interaction avec les génes TARDBP et SODI. Les lignées transgéniques
mutantes ainsi créées présentent un phénotype moteur semblable, révélant une voie
génétique commune pour FUS et TARDBP in vivo (avec FUS agissant potentiellement
en aval de TARDBP) mais indépendante de SOD1 [83].

Plusieurs modeles TDP-43 de Drosophile présents dans la littérature exprimant
TDP-43 humaine montrent I’importance du controle des niveaux relatifs de cette
protéine [84], la surexpression de TDP-43 étant suffisante en elle-méme pour causer la
formation des agrégats protéiques et la perte neuronale [85]. A I’inverse, des mouches
qui ne possedent pas leur homologue TDP-43 présentent des déficiences dans leur
capacité de déplacement, une longévité réduite, ainsi que des défauts anatomiques au
niveau des jonctions neuromusculaires [86]. Ces résultats indiquent que les troubles

neurologiques observés chez les patients atteints de SLA ne seraient pas seulement dus a
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la formation de fragments protéiques insolubles de TDP-43, mais seraient aussi le
résultat d’une perte de fonction dans le noyau.

Des mode¢les transgéniques TDP-43 de souris de SLA ou DLFT-U présentent un
apprentissage/mémoire affaiblis, un dysfonctionnement moteur progressif, une atrophie
de I’hippocampe [87, 88], une accumulation de TDP-43 dans le noyau et des agrégats
cytoplasmiques ubiquitinylés et phosphorylés [88, 89]. L étude de ces modeles montre
qu’une augmentation de TDP-43 dans la partie antérieure du cerveau est suffisante pour

provoquer la neurodégénérescence via un mécanisme de gain de fonction [87, 89].

L’expression de TDP-43 chez le rat provoque rapidement des symptomes tres
proches de ceux observés dans la SLA : une paralysie au niveau des pattes arrieres et un
affaiblissement des muscles, ainsi qu’une mortalit¢ au bout de quatre semaines. Les
protéines des tissus de ces rats ne sont pas ubiquitinylées et ont permis de suggérer que
le simple fait d’altérer la fonction nucléaire de TDP-43 peut causer la maladie [90]. La
surexpression de FUS mutante chez le rat induit une paralysie progressive comparable
aux cas de SLA [91]. Ces rats transgéniques développent une paralysie secondaire a la
dégénérescence des axones moteurs suggérant que la forme mutante de FUS est plus
toxique pour les neurones que la sauvage, et que I’augmentation de 1’expression de FUS
sauvage est suffisante pour induire la mort des neurones [91].

Finalement, la principale legon a tirer de plusieurs de ces modéles concerne la
régulation des niveaux d’expression de TDP-43 et FUS, sauvages ou mutantes. Leur
expression doit €tre finement régulée car une surexpression ou une sous-expression
peuvent avoir de lourdes conséquences sur la longévité et la capacité de déplacement

[23]. Enfin, la construction de ces mode¢les est basée sur la perspective de les utiliser
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comme outils aidant a la compréhension des mécanismes de toxicité mettant en jeu

TDP-43 et/ou FUS.
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IV. But de cette étude

A ce jour, les implications de TDP-43 et FUS dans la SLA et d’autres
neuropathologies restent encore trés peu définies et les mécanismes de protéotoxicité
leur étant associ€s mystérieux.

Hypothése : Notre travail repose sur I’hypothése que TDP-43/TDP-1 régule la longéviteé,
la réponse au stress, et la protéotoxicité liée au vieillissement.
Nous sommes donc amenés a nous demander quel est le role de TDP-43 et FUS dans le
vieillissement, la réponse au stress et la neurodégénérescence ? Afin de répondre a cette
question et dans le but d’explorer le role biologique de TDP-43/TDP-1 nous nous
sommes tournés vers le systéme modele C. elegans. 11 s’agira donc d’étudier :

1. La fonction biologique « normale » de TDP-43/TDP-1 dans le vieillissement et

la réponse au stress, via I’utilisation de vers mutants.

2. Le role pathobiologique de TDP-43 en évaluant la toxicité associée a

I’expression de mutations dominantes des protéines TDP-43 et FUS/TLS

humaines dans les motoneurones du ver.

Malgré les modéles C. elegans de SLA déja disponibles a ce jour, trés peu de
renseignements sur la fonction du gene tdp-1 endogene liée au vieillissement (longévité
et réponse au stress) y sont rapportés. A travers cette étude nous nous pencherons sur ces
aspects et détaillerons I’importance de tdp-/ comme ¢élément de la réponse au stress.
Nous avons aussi entrepris le développement de nouveaux modeles transgéniques TDP-
43 et FUS dont les caractéristiques seront énoncées au cours de cette ¢tude. En effet,

nous désirions avoir en notre possession des modeles C. elegans non étiquetés présentant
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un phénotype a I’age adulte seulement, moins précoce et moins généralisé que ceux
observés dans les autres modeles de ver existants. Nous évaluerons ainsi la toxicité liée a
I’expression de TDP-43 et FUS humaines dans les motoneurones du ver, et utiliserons
ces souches lors de criblages génétique et pharmacologique.

Finalement, le principal objectif de ce projet réside dans le développement de
souches modeles C. elegans de SLA capables de réunir plusieurs caractéristiques
semblables a celles présentent chez les patients atteints de cette maladie. Nous
souhaiterions ainsi comprendre les mécanismes de toxicité liée au phénotype moteur ou

aux empreintes biologiques de la SLA.
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B. Matériels et Méthodes

Souches C. elegans

Les souches de Nématodes ont été recues du Centre de Génétique Caenorhabditis
elegans CGC (St Paul, MN), excepté lorsqu’indiqué autrement. Toutes les souches ont
¢té maintenues selon les méthodes habituelles sur boites de pétri ensemencées avec la
bactérie E. coli OP50. Les mutants utilisés dans cette étude sont les suivants : tdp-
1(0k803) croisé cinq fois avec N2 avant usage, daf-2(el370), daf-16(mu86), xqls93Ptdp-
1 ::TDP-1 ::GFP, gas-1(fc21), gplsi[hsp-16-2::GFP], let-60(ga89), ire-1(zcl14) II;
zels4, xbp-1(zcl12); zcls4, xqls98[unc-47::FUS[S57A];unc-119(+)], xqls133[unc-
47::TDP-43[A315T];unc-119(+)], zcels4[hsp-4::GFP], zcls9[hsp-60::GFP],

zels13[hsp-6::GFP], unc-47::GFP, unc-47(e307) et unc-47(gkl92).

Test de progéniture

Dix vers synchronisés au stade larvaire L4 ont été cultivés sur un milieu de culture agar
NGM (Nematode Growth Media). (Un animal/boite de pétri) Les vers sont placés une
nuit a 20°C pour pondre leurs ceufs. Les deux jours suivants les vers sont transférés
individuellement sur une nouvelle pétri : les larves L1 sont comptées sur chacune des

dix pétris.

Test de Longévité

Soixante vers synchronisés au stade larvaire L4 ont été cultivés sur un milieu de culture
agar NGM (vingt vers/pétri) et trois expériences indépendantes ont été réalisées. Les
différents tests ont été effectués a 20 et 25°C. Lors des tests de longévité avec Bleu de

Méthyleéne les vers ont été cultivés sur milieu NGM ou NGM+ 60 uM de Bleu de
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Méthyleéne puis transférés sur milieu NGM-5-fluorodexyuridine (FUDR, 12,5 mg/ml) ou
NGM-FUDR + 60 uM de Bleu de Méthyléne, a 20°C. Tous les deux jours les vers sont
comptés a partir du stade adulte jour 1, jusqu’a leur mort. Les vers sont déclarés morts

s’ils ne répondent a aucun stimulus (tactile ou thermique).

Expériences d’ARNi

Les souches traitées a I’ARNIi ont été cultivées sur pétri ensemencées avec la bactérie E.
coli (HT115) contenant les clones ARNi suivants : le controle vecteur vide, Empty
Vector (EV) ; tdp-1 (F44G4.4) ; et hsp-4 (F43E2.8). Tous les clones proviennent de la
libraire ARNi ORFeome (Open Biosystems). Les expériences ARNi ont été réalisées a
20°C. Les vers ont été cultivés sur milieu NGM enrichi avec 1mM d’Isopropyl-b-D-
thiogalactopyranoside (IPTG). Pour les tests de longévité, les vers sont cultivés sur pétri
ARNi contenant du FUDR a partir du 1" au 7™ jour du stade adulte. Les vers sont
déclarés morts s’ils ne répondent a aucun stimulus (tactile ou thermique). (Vingt

vers/pétri et en trois exemplaires)

Test de formation de vers « dauer »
Des vers jeunes adultes daf-2(el370) sont placés une nuit a 20°C afin de pondre leurs
ceufs. Les ceufs sont ensuite placés a 25°C et la formation de vers dauer est comptée cing

jours plus tard. Trois expériences distinctes ont été réalisées sur différents jours.

Expériences de réponse au stress
Les tests de stress ont été réalisés a 20°C (stress oxydatif et osmotique), a 25°C (test
d’hypoxie) et a 37°C (stress thermique). Les vers ont été cultivés sur milieu NGM et

transférés au stade adulte Jour 1 sur milieu NGM + 240uM Juglone (stress oxydatif), ou
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NGM + 10mM de peroxide d’hydrogene (stress oxydatif), ou NGM + 400mM NaCl
(stress osmotique), ou NGM + 61 1mM Sorbitol (stress osmotique).

Pour les expériences de réponse au stress avec Bleu de Méthyleéne : pour les tests de
stress oxydatifs les vers ont été cultivés sur milieu NGM ou NGM + 60uM de Bleu de
Méthyléne puis transférés au premier jour du stade adulte sur milieu NGM + 240 uM
Juglone ; pour la résistance au stress thermique les vers ont été cultivés sur NGM ou
NGM + 60uM de Bleu de Méthyleéne puis placés au stade adulte jour 1 a 37°C ; pour la
résistance au stress osmotique les vers ont été cultivés sur milieu NGM ou NGM +
60uM de Bleu de Méthyléne puis transférés au premier jour du stade adulte sur géloses
contenant 400mM NaCl.

Pour le stress oxydatif la survie des vers est évaluée toutes les trente minutes pendant les
deux premicres heures, puis toutes les deux heures jusqu’a quatorze heures. Pour les
autres tests de stress les comptages se font toutes les deux heures du début a la fin. Les
nématodes sont déclarés morts s’ils ne répondent a aucun stimulus (tactile ou
thermique). Enfin, pour tous les tests vingt vers/pétri en trois exemplaires ont été
utilisés, et trois expériences indépendantes réalisées.

Pour I’expérience d’irradiation aux Ultra-violets (UVs), des vers au premier jour du
stade adulte ont été transférés sur milieu NGM sans source de nourriture (vingt
vers/plates, en trois exemplaires) et exposé aux UVs (1200 J/m?). Les vers ont ensuite
¢été transférés sur milieu NGM ensemencé avec bactéries OP50 et comptés toute les deux

heures jusqu’a quatorze heures apres irradiation.
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Test de composés chimiques sur agar

Les vers ont été cultivés sur géloses NGM avec ou sans composés. Les vers exprimant
mutFUS ou mutTDP-43 sont considérés paralysés s’ils ne répondent a aucun stimuli
tactiles ou thermiques. Les vers sont comptés morts lorsqu’incapables de bouger leur

téte apres stimulus sur le nez et lorsque leur pharynx ne pompe plus de nourriture.

Expériences avec les souches sensibles a la température

Afin de compter le nombre de progéniture des souches gas-1(fc21) et let-60(ga89), cinq
vers L4 synchronisés ont été cultivés sur milieu NGM ou NGM + 60uM de Bleu de
Méthyléne (1 animal/pétri) puis placés a 15, 20 et 25°C toute une nuit afin de pondre
leurs ceufs. Les deux jours suivants les vers sont transférés individuellement sur une

nouvelle pétri : les larves L1 sont comptées sur chaque pétri.

Construction des souches

Le systeme Gateway (Invitrogen) promoteur tdp-1 et les clones du plasmide contenant le
cadre de lecture de tdp-1 ont été obtenus de Open Biosystems et recombinés avec le
plasmide pDES-MB14 (don généreux de M. Vidal, Harvard), puis vérifiés par
séquengage dans le but de créer un plasmide tdp-1 ::TDP-1 ::GFP. Le plasmide a été
injecté a une concentration de 5 ng/ul a des vers unc-119(ed3) et les vers de phénotype
sauvage fluorescent verts ont ¢ét¢ conservés. Le transgéne a ensuite été¢ intégré par
irradiation aux Ultra-Violets. Diverses souches transgéniques stables ont ainsi été isolées
et croisées avec N2 quatre fois avant utilisation. La souche utilisée dans cette étude est la

suivante : XQ93[Ptdp-1::TDP-1::GFP].
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Microscopie a fluorescence

Les vers ont ét¢ montés sur lame avec agarose 2%, immobilisés avec SmM de
Levamisole en solution dans du tampon M9. Les caméras Leica CTR 6000 et Leica
DFC 480 ont été utilisées pour visualiser les différentes souches.

Afin de visualiser I’expression de TDP-1 des vers au stade larvaire L4 ont été cultivés
sur un milieu NGM et transférés sur un milieu NGM + 240 uM Juglone (stress oxydatif)
ou milieu NGM + 400mM NaCl (stress osmotique), pendant 90 minutes et observés sous
microscope a fluorescence décrit ci-avant. Les images de TDP-1.::GFP ont été inversées
en noir et blanc a 1’aide du logiciel Photoshop afin de permettre de mieux apprécier
I’expression et le contraste du signal. Afin de compter les axones des vers transgéniques
mutTDP-43 et mutFUS, des vers synchronisés au stade adulte jours 1, 5 et 9, permettant
de visualiser les motoneurones in vivo. Un minimum de 100 vers a été comptabilisé pour
chaque traitement sur 4-6 essais. La moyenne et 1’écart type ont été calculés pour chaque
essai, et le test de student-Fisher a été utilis€ pour 1’analyse statistique. Pour la
visualisation des souches de choc thermique hsp-4::GFP, hsp-6::GFP, hsp-60::GFP et
hsp-16.2::GFP, des vers au stade L4 ont été cultivés sur milieu NGM ou NGM + Bleu
de Méthyléene ou NGM + Salubrinal. Les L4 ont été laissé le temps d’une nuit sur les
milieux contenant ou non les composés, examinés par fluorescence et les photos

quantifiées pas densitométrie a 1’aide du logiciel Photoshop (Adobe).

RT-PCR
L’ARN total a été extrait a 1’aide du kit RNeasy Mini (QIAGEN) selon les indications
du fabricant, et rétro-transcrit en ADNc a 1’aide du kit QuantiTect (QIAGEN) selon les

instructions du fabricant.
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Primers

ctl-1 forward, AGGTCACCCATGACATCACCAAGT ; ctl-1 reverse, GATTGCGCTT
CAGGGCATGAATGA ; ctl-2 forward, TTCGCTGAGTTGAACAATCCG ; ctl-2
reverse, GTTGCTGATTGTCATAAGCCATTGC ; tdp-1 forward, AAAGTGGGATCG
AGTGACGAC ; tdp-1 reverse, GACAGCGTAACGAATGCAAAGC ; sod-3 forward,
CGAGCTCGAACCTGTAATCAGCCATG ; sod-3 reverse, GGGGTACCGCTGATAT
TCTTCCACTTG ; act-3 forward, GTTGCCGCTCTTGTTGTAGAC ; act-3 reverse,

GGAGAGGACAGCTTGGATGG.

Lysats de nématodes

Les vers ont été collectés avec du tampon M9, lavés trois fois avec du M9, et les culots
placés a -80°C toute une nuit. Les culots ont été lysés dans le tampon RIPA (150mM
NaCl, 50mM Tris pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1% sodium deoxycholate) +
0.1% inhibiteurs de protéases (Leupeptine 10mg/ml, Pepastatine A 10mg/ml,
Chymostatine 10mg/ml : LPC ;1:1000). Puis les culots ont été passés dix fois a travers
une seringue 27;,G, soniqués (2 x Smin) et centrifugés 10 mina 16 000 g. Les

surnageants ont été collectés et conservés.

Test de solubilité protéique

Afin d’obtenir les fractions solubles et insolubles de nématodes transgéniques TDP-43 et
FUS, les vers ont été lysés dans un tampon d’extraction (1M Tris-HCI, pH 8, 0.5M
EDTA, 1M NaCl, 10% NP40 + inhibiteurs de protéases (LPC ;1:1000)). Les culots ont
été passés a travers une seringue 27;,G, soniqués (5 min) et centrifugés a 100 000 g
pendant 5 min. Le surnageant soluble a été conservé et le culot resuspendu dans le

tampon d’extraction, soniqué (5 min) et centrifugé a 100 000 g pendant 5 min. Le culot
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en résultant a ensuite été resuspendu dans 100ul de tampon RIPA, soniqué jusqu’a ce

qu’il soit resuspendu en solution puis conservé a -80°C

Quantification protéique
Tous les surnageants récoltés ont été quantifiés a 1’aide du kit BCA Protein Assay

(Thermo Scientific), selon les instructions du fabricant.

Immunobuvardage de type Western

Les échantillons protéiques de vers en suspension dans le tampon RIPA on été
resuspendu directement dans 1X de tampon Laemmli (175ug/puits), migrés sur gels de
polyacrilamide 10%, transférés sur membrane de nitrocellulose (BioRad) et
immunobuvardés. Anticorps utilisés : anti-TARDBP lapin (1:200 ; Proteintech), anti-
TLS lapin (1:200; Abcam) and anti-Actine souris (1:5000 ; MP Biomedical). La
révélation a ¢té réalisée en utilisant le kit de révélation ECL (Thermo Scientific). La

quantification des films a été réalisée a 1’aide du logiciel Photoshop (Adobe).

Statistiques

Pour les expériences de longévité et résistance au stress, les courbes de survie ont été
générées et comparées par utilisation du test du log-rang (Mantel-Cox) ; 20-30 vers ont
¢été testés pour chaque génotype et les tests répétés au moins trois fois. Pour les tests de
comptes de progénitures, de formation des vers « dauer » et d’hypoxie, la moyenne et
I’écart type ont été calculés pour chaque essai, et le test de student-Fisher a été utilisé

pour ’analyse statistique.
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Abstract

TDP-43 is a multifunctional nucleic acid binding protein linked to several
neurodegenerative diseases including Amyotrophic Lateral Sclerosis. To learn about the
normal biological and abnormal pathological role of this protein we turned to
Caenorhabditis elegans and its orthologue TDP-1. We report that TDP-1 functions in
the Insulin/IGF pathway to regulate longevity and the oxidative stress response
downstream from the forkhead transcription factor DAF-16/FOX0O3a. However,
although tdp-1 mutants are stress sensitive, chronic upregulation of #dp-1 expression is
toxic and decreases lifespan. ALS-associated mutations in TDP-43 or the related RNA
binding protein FUS activate the unfolded protein response, generate oxidative stress
leading to the daf-16 dependent upregulation of tdp-1 expression with negative effects
on neuronal function and lifespan. Consistently, deletion of endogenous tdp-1 rescues
mutant TDP-43 and FUS proteotoxicity in C. elegans. These results suggest that chronic
induction of wild type TDP-1/TDP-43 by cellular stress may propagate

neurodegeneration and decrease lifespan.
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Introduction

TDP-1 is the C. elegans orthologue of the multifunctional DNA/RNA binding
protein TDP-43 (TAR DNA Binding Protein 43). Mutations and accumulations of TDP-
43 have been found in patients with Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and
Frontotemporal Dementia, and intracellular TDP-43 protein accumulations are observed
in a growing number of neurodegenerative disorders [1]. As part of its numerous roles in
RNA metabolism, TDP-43 is a component of the cytoplasmic ribonucleoprotein
complexes known as stress granules that form in response to environmental stresses like
heat shock, oxidative and osmotic stress among others [2,3]. ALS is an age-dependent
neurodegenerative disorder and given that TDP-43 is a stress responsive protein we
hypothesized that TDP-1 may regulate the longevity and the cellular stress response.

In worms a major axis of stress-response signalling and longevity is the
Insulin/IGF-signaling (IIS) pathway. IIS follows an evolutionarily conserved and
genetically regulated pathway that regulates numerous processes including development,
metabolism, fecundity, cellular stress resistance and aging [4]. In C. elegans, IS initiates
a phosphorylation cascade through the DAF-2/Insulin-IGF receptor that phosphorylates
the forkhead transcription factor DAF-16 and retains it in the cytoplasm [5-8].
Hypomorphic daf-2 mutants relieve DAF-16 phosphorylation causing DAF-16 to
translocate to the nucleus where it activates a large number of genes resulting in
increased lifespan and augmented stress resistance [9]. daf-2 mutants are also resistant to
numerous stresses including oxidative, osmotic, thermal and proteotoxicity [10]. The IIS
pathway likely employs multiple mechanisms to combat a variety of cellular insults but

little is known about how these separate functions are regulated by DAF-16.
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We attempted to address this issue by asking whether TDP-1 participated in the
cellular stress response and longevity pathways in C. elegans. We asked if TDP-1
participated in the IIS pathway to specify developmental, stress response, and longevity
outcomes. Given the importance of human TDP-43 to neurodegeneration we also asked
if tdp-1 regulated age-dependent proteotoxicity. Our work points to TDP-1 as a key
stress response protein at the crossroads of IIS, proteotoxicity and ER stress. Moreover,

persistent induction of TDP-1 may actively promote neurodegeneration.
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Results

tdp-1 Regulates Lifespan

Downregulation of DAF-2 extends lifespan and promotes stress resistance via regulation
of DAF-16 transcriptional activity [9]. To determine if #dp-I participated in the IIS
pathway we used a deletion mutant tdp-1(0k803) that removes the two RNA
Recognition Motifs of TDP-1 (Figure S1A). tdp-1(0k803) mutants are superficially wild
type but have reduced progeny numbers compared to wild type N2 controls (Figure
S1B).

Looking directly at the IIS pathway and longevity, daf-2(el370) animals were
long-lived but this phenotype was significantly reduced in a daf-2(el370),tdp-1(0k803)
double mutant strain (Figure 1A). Conversely, daf-16(mu86) mutants were short-lived
compared to wild type worms and the inclusion of tdp-1(0k803) did not further reduce
daf-16 mutants’ lifespan (Figure 1A). We confirmed that ¢dp-1 regulated daf-2 mediated
longevity with RNA interference and observed that tdp-1(RNAi) reduced the extended
lifespan of daf-2 mutants (Figure 1B). These data suggest that tdp-/ regulates the
lifespan phenotypes of reduced IIS and the inability of #dp-1 to further reduce daf-16
lifespan suggests that this effect is dependent on daf-16.

Surprisingly, despite tdp-1(0k803) limiting the extreme lifespan of daf-2 mutants
we observed that at 20°C tdp-1(0k803) mutants had a small but significant increase in
lifespan versus N2 controls (Figure 1C). However this effect was lost when the worms
were grown at 25°C (Figure 1D) suggesting that tdp-1 may respond to stressful
environmental conditions. Consistently, opposite to reducing ¢dp-I function,

overexpression of TDP-1 fused to GFP from the endogenous tdp-1 promoter (tdp-
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1p::TDP-1::GFP) greatly reduced lifespan compared to wild type N2 worms and tdp-1
deletion mutants (Figure 1E). The lifespan of a tdp-1(0k803);, TDP-1::GFP strain was
greater than 7DP-1::GFP alone, but less than either N2 worms or the tdp-1(0k803)
deletion mutant (Figure 1E). These data show that tdp-/ has a dose-dependent effect on
lifespan in worms and that lifespan is sensitive to tdp-1 expression levels, which is
consistent with studies of TDP-43 in flies [11] and mice [12] where overexpression also

reduces lifespan.

tdp-1 is Essential for Resistance Against Oxidative and Osmotic Stress

Intimately linked to IIS regulation of lifespan in worms is dauer formation and
stress resistance [4]. daf-2(el370) mutant larvae show near complete dauer formation
when grown at 25°C, but this phenotype was not altered in daf-2(el370),tdp-1(0k803)
mutants (Figure S2A) suggesting that tdp-1 does not function in the dauer formation axis
of IIS in worms.

To further define the role of tdp-1 in the in vivo stress response, we challenged
worms against juglone induced oxidative stress. Juglone is a natural product derived
from the black walnut tree that raises intracellular oxide levels [13]. Adult wild type N2
worms transferred to juglone plates showed complete mortality after 14 hours, while
daf-2(el370) worms were completely resistant (Figure 2A). If tdp-1 were required for
protection against stress we would expect the mutant zdp-/ worms to be hypersensitive
to juglone-induced toxicity. Interestingly, tdp-1(0k803) mutants were more sensitive to
juglone than N2 worms, and tdp-1(0k803) completely abolished daf-2’s resistance to

juglone in the daf-2(el370)tdp-1(0k803) double mutant strain (Figure 2A). To
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corroborate the role of 7dp-1 in resistance to oxidative stress we used hydrogen peroxide,
which is another oxidative stress enhancer. Tested on hydrogen peroxide plates we
observed that tdp-1(0k803) animals were more sensitive than wild type N2 worms, and
tdp-1(0k803) sensitized the normally resistant daf-2 animals to stress-induced mortality
(Figure 2B). These data show that tdp-1 is required for daf-2 mediated resistance to
oxidative stress. Given the effect of tdp-1(0k803) on daf-2 mutants’ stress resistance
compared to the lack of effect on dauer phenotypes we wondered if tdp-/ might have a
more specific role in the stress response axis of IIS.

Not all forms of stress are equal at the cellular level so we investigated several
additional forms of cellular stress including hypertonic stress with elevated sodium
chloride (NaCl), increased temperature, low oxygen and ultraviolet irradiation.
Compared to N2 worms, fdp-1 mutants were sensitive to hypertonic stress (Figure 2C).
Interestingly, both daf-2(e1370) and daf-2(el370);tdp-1(0k803) mutants were resistant
to hypertonic stress suggesting that tdp-/ may not function, or may function in parallel
to the IIS pathway to regulate the response to osmotic stress (Figure 2C). To confirm
this hypothesis we used sorbitol, another hypertonic stress producer, and similarly
observed that tdp-1(0k803) mutants were sensitive to osmotic stress but daf-2(e1370)
and daf-2(el370),tdp-1(0k803) mutants were both resistant (Figure 2D). Finally, tdp-1
had no discernable role in the response to thermal stress, hypoxia, or radiation since
there was no difference between N2 and tdp-1(0k803) worms, as well as daf-2(el370)
and daf-2(el370),tdp-1(0k803) mutants in response to these stresses (Figures S2B-D).
Thus, tdp-1 functions in the IIS pathway to specify the response to oxidative stress and
lifespan, but tdp-1 is dispensable for the regulation of hypertonic stress by the IIS

pathway.
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Stress and Low Insulin/IGF Signaling Induce TDP-1 Expression

Given the remarkable sensitivity of tdp-1(0k803) mutants to oxidative and osmotic
stresses we next wanted to see if there were in vivo changes in TDP-1 expression in
response to these two stress conditions. In wild type unstressed animals TDP-1::GFP is
primarily nuclear and is expressed in most tissues (Figure 3A, Figure S3). We next
tested if shifting TDP-1::GFP animals to either juglone or NaCl plates affected TDP-
1::GFP expression. Young adult TDP-1::GFP worms were exposed to either juglone or
NaCl for 90 minutes and live animals were examined for changes in TDP-1::GFP
expression. Strikingly, exposure to oxidative or hypertonic stress greatly increased TDP-
1::GFP expression compared to untreated control worms (Figure 3, B and C).
Endogenous tdp-1 was not required for expression of the TDP-1::GFP transgene since
expression was induced by stress in tdp-1(0k803) deletion mutants (Figure 3, D to F).

Given that our TDP-1::GFP transgenics are potent stress reporters, using daf-2
and daf-16 mutants we tested if IIS regulated this effect. We observed that TDP-1::GFP
was highly induced in the daf-2(el1370);TDP-1::GFP strain (Figure 3G) compared to
TDP-1::GFP controls (Figure 3A). TDP-1::GFP remained elevated in daf-2 mutants
exposed to stress (Figure 3, H and I). Additionally, upon exposure to stress or low IIS
TDP-1::GFP was no longer restricted to the nucleus and was observed in the cytoplasm
(Figure S4).

Previous research has shown that the increased stress resistance of daf-2 mutants is
dependent on daf-16 mediated nuclear transcription [14]. TDP-1::GFP was not
upregulated by mutation in daf-16 (Figure 3J). Next, to directly test if daf-16 was

essential for the stress dependent induction of tdp-1 we exposed daf-16(mu86), TDP-
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1::GFP transgenics to stress. Treatment with juglone failed to induce TDP-1::GFP
expression in the daf-16 mutants (Figure 3K). However, exposure to NaCl continued to
induce TDP-1::GFP expression in daf-16 mutants (Figure 3L). These data suggest that
the IIS pathway regulates TDP-1 expression in response to oxidative stress but the
response to osmotic stress is independent of daf-16, which is consistent with our data
showing that tdp-1 is not required for daf-2’s resistance to hypertonic stress (Figure 2, C
and D). Additionally, the upregulation of TDP-1::GFP in daf-2 mutants was abolished
by daf-16(RNAI) directly linking the IIS pathway to tdp-1 expression (Figure 3, M and
N).

Stress resistance and lifespan phenotypes from low IIS requires nuclear
localization of DAF-16 and transcriptional activation of target genes [6,9,14] but we
observed that tdp-1(0k803) had no effect on DAF-16::GFP stress-induced nuclear
localization (Figure S5). We next examined if DAF-16 targets implicated in oxidative
stress signalling were affected by ¢dp-1. We used RT-PCR to examine expression levels
of three DAF-16 genes including the catalases c#/-1 and ct/-2, as well as the superoxide
dismutase sod-3 in various genetic backgrounds. First of all, no expression of tdp-1 was
observed in strains containing the deletion allele tdp-1(0k803) (Figure O). Next we
observed that ct/-1 and clt-2 expression levels were unaltered by the deletion of tdp-1,
either alone or in combination with daf-2(el370) (Figure 30). However, we observed
that sod-3 expression was greatly reduced in daf-2(el370),tdp-1(0k803) animals (Figure
0O). These data suggest that under low IIS conditions tdp-1 is required for the expression
of certain DAF-16 targets implicated in oxidative stress and may partially explain the

sensitivity of tdp-1 mutants to juglone and hydrogen peroxide.
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Proteotoxicity Induces TDP-1 Expression

Common to many late neurodegenerative disorders is proteotoxic stress caused
by misfolded proteins, and mutations in human TDP-43 are believed to cause
proteotoxicity leading to neuronal dysfunction and cell death [15]. We examined this
directly with a transgenic worm strains expressing human wild type and mutant TDP-43
in worm motor neurons [16]. These strains show adult-onset and age-dependent motility
defects accompanied by motor neuron degeneration (Vaccaro et. al under revision).
HSP-4 is a C. elegans hsp70 protein orthologous to mammalian Grp78/BiP, and the
transgenic C. elegans HSP-4::GFP reporter is activated in response to misfolded proteins
within the endoplasmic reticulum (ER), including chemically by compounds like
tunicamycin (Figures 4, A and B). Using this reporter we observed that transgenic
strains expressing wild type TDP-43 did not induce reporter expression whereas
transgenics expressing mutant TDP-43 strongly induced HSP-4::GFP expression
(Figures 5, C and D). These data indicate that mutant TDP-43 toxicity may activate the
ER unfolded protein response (UPR™). We did not observe induction of GFP in reporter
strains for the mitochondrial specific hsp70 genes Asp-6 and hsp-60 (Figure S6).

Since we identified TDP-1 as a stress responsive protein we wondered if it also
responded to ER and proteotoxic stress. We noticed increased expression of TDP-
1::GFP in worms grown on plates with the ER stress inducing compound tunicamycin
compared to untreated controls (Figure 5, A and B). Looking at proteotoxic stress we
observed that wild type TDP-43 had no effect on TDP-1::GFP expression while mutant
TDP-43 strongly induced TDP-1 expression (Figures 5, C and D). To confirm that

induction of TDP-1::GFP was due to protein misfolding and proteotoxicity and not an
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artefact of mutant TDP-43 transgenes we examined another proteotoxicity model based
on the expression of wild type and mutant human FUS in motor neurons (Vaccaro et. al
under revision). FUS is a nucleic acid binding protein related to TDP-43 that has also
been implicated in ALS and dementia and the expression of an ALS-linked FUS allele in
C. elegans motor neurons produces degenerative phenotypes similar to mutant TDP-43
[17]. Similar to the TDP-43 model, we observed no effect on TDP-1 expression from
wild type FUS but mutant FUS greatly induced TDP-1 expression (Figures 5, E and F).
These data suggest that misfolded mutant TDP-43 and FUS initiate the UPR"®, which in
turn activates expression of TDP-1. Finally, activation of TDP-1 by ER stress converged
on the IIS since induction of TDP-1::GFP expression by tunicamycin was blocked by a

null mutation in daf-16 (Figure 5G).

Oxidative Stress Links Mutant TDP-43 and FUS Proteotoxicty to DAF-16

A consequence of processing misfolded proteins within the ER is the production
of reactive oxygen species as part of what is termed the integrated stress response [18].
Our data shows that 7dp-1 responds to oxidative stress in a daf-16 dependent matter so
we hypothesized that the ER stress produced from mutant TDP-43 and FUS may
generate oxidative stress thus linking proteotoxicity to the IIS pathway. To test this
hypothesis we stained our transgenic TDP-43 and FUS strains with dihydrofluorescein
diacetate (DHF), a compound that fluoresces when exposed to intracellular peroxides
associated with oxidative stress [18]. We observed no DHF signal from wild type TDP-
43 and FUS transgenics but strong fluorescence from mutant TDP-43 and transgenics

(Figures 6, A to D). These data suggest that in addition to activating the UPR™® mutant
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TDP-43 and FUS generate oxidative stress. To further establish the link between
proteotoxicity and the IIS we examined the subcellular localization of DAF-16. DAF-
16::GFP is typically cytoplasmic under non-stressed and/or low insulin signalling
conditions (Figure 6E). However we observed nuclear localization of DAF-16 in a TDP-
43[A315T];DAF-16::GFP strain indicating that mutant TDP-43 causes cellular stress

that is transmitted by the IIS pathway (Figure 6F).

Deletion of Endogenous tdp-1 Reduces Mutant TDP-43 and FUS Neuronal
Toxicity

Although loss of tdp-1 sensitizes worms to oxidative and osmotic stress, elevated
and chronic expression of TDP-1 leads to decreased lifespan suggesting that the
induction of TDP-1 by proteotoxicity may exacerbate neuronal toxicity and decrease
neuronal survival. We tested this hypothesis directly by crossing TDP-1::GFP worms
with our mutant TDP-43 and FUS transgenics and scored for survival and the onset of
paralysis. We observed that TDP-43 and FUS strains containing the TDP-1::GFP
transgene had significantly decreased lifespans compared to control transgenics (Figures
7, A and B). The expression of either mutant TDP-43 or FUS causes motility defects
leading to progressive paralysis and strains also expressing TDP-1::GFP had accelerated
rates of paralysis compared to single transgenic controls (Figures 7, C and D). These
data suggest that induction of wild type TDP-1 expression by proteotoxicity has negative
consequences on survival and neuronal function.

To rule out the possibility that the negative effects observed were simply due to

transgene effects from TDP-1 overexpression we predicted that removing endogenous
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TDP-1 would reduce proteotoxicity. To test this we constructed TDP-43[A315T];tdp-
1(0k803) and FUS[S57A] tdp-1(0k803) double mutant strains and observed that these
animals had a significantly lower rate of paralysis compared to single transgenic TDP-43
and FUS worms (Figures 8, A and B). The expression of mutant TDP-43 and FUS is
accompanied by the age-dependent degeneration of motor neurons that was reduced in
animals mutant for tdp-1 (Figures 8, C and D). To examine if protein misfolding was
reduced in tdp-1(0k803) strains co-expressing mutant TDP-43 or mutant FUS, we used a
biochemical assay to detect protein aggregation. We homogenized protein extracts from
transgenic worms and separated them into two fractions, supernatant (detergent-soluble)
and pellet (detergent-insoluble) fractions. We observed no change in protein solubility
after deletion of the endogenous tdp-1 suggesting that the protective effects are not due

to downregulation or clearance of mutant proteins (Figures 8, E and F).
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Discussion

TDP-1 regulates lifespan and the oxidative stress response

This work identified tdp-1 as a key stress responsive gene at the interface of
longevity, stress resistance and neurodegeneration. The role of TDP-1 in lifespan is
complex and suggests that worms like other species are sensitive to TDP-1/TDP-43
levels [19-22]. TDP-1 overexpression reduces lifespan while deletion of #dp-I in
unstressed worms promotes a modest increase in lifespan but leaves worms sensitive to
specific environmental stresses. We showed that TDP-1 specifies the response to cellular
stress, here with roles in oxidative, osmotic and protein-misfolding stress but

independent of high temperature, low-oxygen and damage from radiation.

tdp-1 expression is also induced by low IIS conditions and tdp-/ mutants block
the long-lived phenotype and resistance to oxidative stress of daf-2 mutants.
Importantly, these activities can be uncoupled from the IIS pathway’s role in dauer
formation. Although daf-2 mutants are resistant to numerous forms of environmental
stress it is not known how specificity is achieved. We show here that tdp-1 is essential
for daf-2 mutants resistance to oxidative stress but tdp-/ is dispensable daf-2 mutants
resistance to osmotic stress. This is consistent with studies showing that daf-2 mutants
are resistant to osmotic stress even though daf-16 activity is not up-regulated [23]
similar to the situation here where tdp-1 expression under osmotic stress is independent
of daf-16. Furthermore, only subsets of DAF-16 targets are required for protection
against osmotic stress by the IIS pathway [23], suggesting that alternative and

overlapping osmotic stress resistance pathways exist [24]. Finally, consistent with tdp-1
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promoting oxidative stress resistance we observed down-regulation of the known DAF-
16 target superoxide dismutase sod-3 under low IIS conditions in daf-2(el370);tdp-

1(0k803) mutants suggesting that zdp-1 may function post-transcriptionally.

Regulation of TDP-1 by Insulin/IGF Signalling Pathway

The role of TDP-1/TDP-43 in regulating IIS may have relevance to human
diseases like ALS and dementia. Mutant TDP-43 is known to form cytoplasmic
aggregates in ALS and accumulations of wild type TDP-43 is observed in a number of
neurodegenerative disorders [1]. Furthermore, reduced IIS has been shown to suppress
the toxicity of aggregate-prone proteins in several models [25-27]. Recent work has
demonstrated communication and feedback between the IIS pathway and the ER stress
response [28] and we’ve shown that 7dp-1 expression is regulated by both of these
pathways. Given the importance of IIS and the ER stress response to cellular survival,
our identification of TDP-1/TDP-43 as a key effector of these pathways may directly

link IIS and the UPR™® to ALS pathogenesis.

Proteotoxic Induction of Wild Type TDP-1 Promotes Neurodegeneration

TDP-43 is under intense investigation as mutant TDP-43 has been linked to ALS
and dementia while the accumulation of wild type TDP-43 has been observed in a wide
range of protein conformational pathologies [1]. Given that dysregulation of TDP-43
expression levels is toxic in numerous systems, the interaction between wild type TDP-

43 with mutant proteins is an emerging area of interest.



62

The expression of mutant TDP-43 and FUS in worm motor neurons leads to
activation of the UPR™® presumably in cellular efforts to reduce the toxicity of
misfolded proteins. As outlined in Figure 9, a further consequence of proteotoxicity is
upregulation TDP-1 expression beyond the nucleus and into the cytoplasm. Although
tdp-1 1s required for stress resistance, in our TDP-43 and FUS transgenics, elevated
levels of TDP-1 are toxic causing neurodegeneration and shortened lifespan. If this
mechanism is conserved these data may help explain why the intracellular accumulation
of wild type TDP-43 is observed in a growing number of neurodegenerative disorders.
Furthermore, given TDP-43’s propensity to aggregate and its inherent cytotoxicity wild
type TDP-43 may actively contribute to neurodegeneration. Indeed recent hypotheses
suggest that mutant proteins may act as seeds for the accumulation of wild type TDP-43
into pathogenic conformations as described for prion toxicity [29].

Our data show that tdp-1 expression is induced by environmental stress as well as
from genetically encoded proteotoxic mutations. TDP-43 is a component of the
ribonucleoprotein complexes known as stress granules that form under stressful
conditions where they perform molecular mRNA triage where mRNAs are sorted for
storage, degradation, or translation during stress and recovery [3]. While the role of
these ribonucleoprotein complexes in acute stress has been extensively studied, their role
in response to chronic upregulation by reduced IIS or proteotoxicity is unknown. The
stress-inducible aspect of tdp-1/TDP-43 function reflects an ancient mechanism for
enduring acute environmental stress until conditions improve. Unlike environmental
stress, proteotoxicity produced by mutations in TDP-43 or FUS are not equivalent in that
they are genetically encoded and persistent stresses that never resolve. Thus the

continuous induction of stress signalling originating in the ER and terminating with
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increased expression of TDP-1 leads to negative long-term consequences on neuronal
survival.

Our model complements the “two-hits” hypothesis for sporadic diseases that
highlights the role of as of yet poorly defined environmental stresses in combination
with cytoplasmic accumulations of TDP-43 as part of the trigger for pathogenesis [30].
Proteostasis is essential to survival and healthy aging but gradually becomes less
efficient as organisms age and may contribute to the accumulation of TDP-43 [31-33].
Add to this the stress-induced expression of TDP-43 and the cell is faced with increased
cytoplasmic aggregation leading to pathogenesis.

Many TDP-43 models have been described and they all show toxicity from the
over expression of wild type TDP-43, which is sometimes less toxic than mutant but not
always [11,12,20,27,34-39]. These findings again demonstrate that control of TDP-43
levels is important for cell survival and that wild type TDP-43 may contribute to
neuronal toxicity. We genetically tested this premise in C. elegans by creating transgenic
strains that either overexpressed stress-activated TDP-1 or were missing the worm’s
endogenous tdp-1. Paralysis and lifespan phenotypes of TDP-43 and FUS transgenics
were worsened by increased expression of TDP-1. Consistently, deletion of endogenous
tdp-1 from strains expressing mutant TDP-43 or FUS remarkably reduced paralysis and
motor neuron degeneration phenotypes. Taken together we directly showed that wild
type tdp-1 plays an important role in neurodegeneration caused by mutant TDP-43 and
FUS proteins.

However two studies in C. elegans have shown no effect on TDP-43 toxicity in
animals mutant for endogenous tdp-/ [20,35]. This may be due to differences in our

model, where animals express mutant TDP-43 in only 26 GABAergic motor neurons
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[40] while the other models described rely on the expression of TDP-43 transgenes
throughout the worms’ entire nervous system [20,35]. In our model we see adult-onset,
progressive motility defects and neurodegeneration (Vaccaro et. al under revision),
while the other models describe uncoordinated motility problems from earlier stages. It
may be that the pan neuronal expression of TDP-43 causes phenotypes that are too
severe for modulation by reducing endogenous tdp-1. Furthermore, the fact that we see a
reduction of mutant FUS toxicity by deleting #dp-1 bolsters the notion that proteotoxic
induction of TDP-1 propagates toxicity and this may not be a phenomenon restricted to
mutant TDP-43.

A recent study demonstrated that the overexpression of wild type TDP-43 and/or
FUS in Drosophila enhances the toxicity of mutant TDP-43 or FUS [41]. We extend
upon this finding by showing that deletion of endogenous wild type tdp-1 in worms
rescues mutant TDP-43 and FUS motor neuron toxicity. This is an important finding
given the inherent toxicity from overexpression phenotypes of TDP-43 in many systems
and suggests that the expression of wild type TDP-1/TDP-43 at physiologically relevant
levels actively contributes to neurodegeneration.

It is still unclear if mutant TDP-43 results in a gain, a loss of function or both but
work from zebrafish TDP-43 models suggests that it may be both [39]. Our data
introduces a novel gain of function mechanism where the increased expression of wild
type TDP-1 is induced by proteotoxic stress. Several strategies come to mind to alleviate
the neuronal toxicity caused by wild type and mutant TDP-43 including reducing levels
of wild type TDP-43, mutant TDP-43, and/or reducing UPR™ stress by promoting

protein folding. In the future it will be important to determine if strategies to reduce
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TDP-43 neuronal toxicity may be applicable to additional neurodegenerative disease as a

shared mechanism of cell death in the development of new therapeutics.
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Materials and Methods

C. elegans strains

Nematode strains were received from the Caenorhabditis elegans Genetics
Center CGC (St Paul, MN) unless indicated otherwise. All strains were maintained
following standard methods on OP50 bacteria plates. Mutations used in this study were:
tdp-1(0k803) outcrossed 5 times to N2 prior to use, daf- 2(el370), daf-16(mu86),
zels4[hsp-4::GFP], zcls9[hsp-60::GFP], zcls13[hsp-6::GFP], xqls132[unc-47::TDP-
43-WT;unc-119(+)],xqls133[unc-47::TDP-43[A315T] ;unc-119(+)], xqls173[unc-
47::FUS-WT;unc-119(+)], xqls98[unc-47::FUS[S57A] ;unc-119(+)] and xqls93 Ptdp-
1::TDP-1::GFP.

Progeny test

Ten synchronized L4 worms were grown on NGM agar plates. (1 animal/plate)
The worms were placed at 20°C overnight to lay eggs. The next two days the worms
were individually transferred to a new plate: L1 were scored for each plate.

Lifespan assays

Sixty synchronized L4 were grown on OP50 bacteria plates (20 animals/plate)
and three independent assays were performed. Life spans were performed at 20 and
25°C: worms were scored every two days from adult day 1 until death. Worms were
declared dead if they didn’t respond to tactile or heat stimulus.

RNAI1 experiments

RNAi-treated strains were fed with E. coli (HT115) containing an Empty Vector
(EV) or tdp-1 (F44G4.4) RNAi clones from the ORFeome RNAi library (Open
Biosystems). RNA1 experiments were performed at 20°C. Worms were grown on NGM
enriched with 1 mM Isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside (IPTG). For lifespan, worms
were transferred to RNA1 5-fluorodexyuridine (FUDR, 12.5 mg/L) plates at adult day 1
until death. Worms were declared dead if they didn’t respond to tactile or heat stimulus.
(20 animals/plate by triplicates)

Dauer formation assay

Young adult daf-2(el370) were allowed to lay eggs overnight at 20°C. The eggs
were then transferred to 25°C and scored for dauer formation 5 days later. Three
different trials on different days were performed.

Stress assays

Stress tests were performed at 20°C (oxidative and osmotic stress), 25°C
(hypoxia) and 37°C (thermal stress). Worms were grown on NGM and transferred to
NGM plates + 240uM juglone (oxidative stress), or NGM plates + 10mM Hydrogen
peroxide (oxidative stress), or NGM plates + 400mM NaCl (osmotic stress), or NGM
plates + 611mM Sorbitol (osmotic stress), all at adult day 1. For the oxidative, osmotic
and thermal stress assays, worms were evaluated for survival every 30 min for the first 2
hours and every 2 hours after up to 14 hours. Nematodes were scored as dead if they
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were unable to move in response to heat or tactile stimuli. For all tests worms, 20
animals/plate by triplicates were scored.

For UVs irradiation, adult day 1 worms were transferred to NGM plates without any
food source (20 animals/plate by triplicates) and exposed to UVs (1200 J/m?). Then the
worms were transferred to NGM plates with OP50 bacteria and counted every 2 hours
till 14h after irradiation.

Strain construction

Gateway system (Invitrogen) compatible zdp-1 promoter and open reading frame
plasmid clones were obtained from Open Biosystems and recombined with plasmid
pDES-MBI14 (kindly donated by M. Vidal, Harvard), and verified by sequencing to
create a tdp-1.:TDP-1::GFP plasmid, which was injected at 5 ng/ul into unc-119(ed3)
animals and wild type transformants expressing GFP were kept. The transgene was
integrated using UV radiation. Multiple stable transgenics were isolated and outcrossed
to N2 4 times before use. Strain XQ93[Ptdp-1::TDP-1::GFP] was used in this study.

Fluorescence microscopy

For visualization of TDP-1::GFP animals, M9 buffer with 5 mM levamisole was
used for immobilization. Animals were mounted on slides with 2% agarose pads. TDP-1
expression was visualized with a Leica CTR 6000 and a Leica DFC 480 camera. L4
animals were grown on NGM plates and transferred to NGM plates + 240 uM juglone
(oxidative stress) or NGM plates + 400mM NaCl (osmotic stress) for 90 minutes, and
examined for fluorescence with the Leica system described above. Image processing
was done with Adobe Photoshop. For images of TDP-1::GFP alone images were
converted to black and white and the images reversed to allow for better contrast and
visualization.

Dihydrofluorescein diacetate assay

For visualization of oxidative damage in the transgenic strains the worms were
incubated on a slide for 30 min with 5SmM dihydrofluorescein diacetate dye and then
wash with PBS 1X three times. After the slide was fixed and fluorescence was observed
with the Leica system described above.

RT-PCR

RNA was extracted with RNAeasy kit (Qiagen) and reverse transcribed with
QuantiTect (Qiagen).

Primers : PCR

ctl-1 forward, AGGTCACCCATGACATCACCAAGT ; ctl-1 reverse, GATTGCGCTT
CAGGGCATGAATGA ;ctl-2 forward, TTCGCTGA GTTGAACAATCCG ; ctl-2
reverse, GTTGCTGATTGTCATAAGCCATTGC ; tdp-1 forward, AAAGTGGGA
TCGAGTGACGAC ; tdp-1 reverse, GACAGCGTAACGAATGCAAAGC; sod-3
forward, CGAGCTCGAACCTGTAATCAGCCATG ; sod-3 reverse, GGGGTACCG
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CTGATATTCTTCCACTTG ; act-3 forward, GTTGCCGCTCTTGTTGTAGAC ; act-3
reverse, GGAGAGGACAGCTTGGATGG.

Worm lysates

Worms were collected in M9 buffer, washed 3 times with M9 and pellets were
placed at -80°C overnight. Pellets were lysed in RIPA buffer (150mM NaCl, 50mM Tris
pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1% sodium deoxycholate) + 0.1% protease
inhibitors (10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml pepstatin A, 10 mg/ml chymostatin
LPC;1/1000). Pellets were passed through a 27,, G syringe 10 times, sonicated and
centrifuged at 16000g. Supernatants were collected.

Protein solubility

For TDP-43 and FUS transgenics soluble/insoluble fractions, worms were lysed
in Extraction Buffer (IM Tris-HCI pH 8, 0.5M EDTA, 1M NaCl, 10% NP40 + protease
inhibitors (LPC;1/1000)). Pellets were passed through a 27,, G syringe 10 times,
sonicated and centrifuged at 100000g for 5 min. The soluble supernatant was saved and
the remaining pellet was resuspended in extraction buffer, sonicated and centrifuged at
100000g for 5 min. The remaining pellet was resuspended into 100ml of RIPA buffer,
sonicated until the pellet was resuspended in solution and saved.

Protein quantification.
All supernatants were quantified with the BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific) following the manufacturer instructions.

Immunoblot.

Worm RIPA samples (175ug/well) were resuspended directly in 1x Laemmli
sample buffer, migrated in 10% polyacrylamide gels, transferred to nitrocellulose
membranes (BioRad) and immunoblotted. Antibodies used: rabbit anti-TDP-43 (1:200,
Proteintech), rabbit anti-FUS/TLS (1:200, Abcam), mouse anti-Actin (1:10000, MP
Biomedical). Blots were visualized with peroxidase-conjugated secondary antibodies
and ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).

Statistics

For lifespan and stress-resistance tests, survival curves were generated and
compared using the Log-rank (Mantel-Cox) test, and 20-30 animals were tested per
genotype and repeated at least three times. For progeny counts, dauer-formation assays
and hypoxia tests the mean and SEM were calculated for each trial and two-tailed t-tests
were used for statistical analysis.
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Figure Legends

Figure 1. tdp-1 regulates lifespan

(A) Mutation in tdp-1 reduced the life span of daf-2(el370) mutants but did not further
reduce the life span of daf-16(mu86) mutants.

(B) RNAI against tdp-1 reduced the life span of daf-2(el370) mutants.

(C) tdp-1(0k803) mutants had increased lifespan compared to N2 worms at 20°C.

(D) tdp-1(0k803) mutants and N2 worms had comparable lifespan at 25°C.

(E) TDP-1::GFP overexpression strains had reduced life spans compared to N2 worms

or tdp-1(0k803) mutants.

Figure 2. tdp-1 specifies stress response signalling

(A) tdp-1(0k803) mutants were more sensitive to juglone than N2 worms (P<0.001). daf-
2(el370) mutants were completely resistant to juglone-induced mortality after 14 hours
of exposure. daf-2(el370),tdp-1(0k803) mutants were highly sensitive to juglone
toxicity compared to N2 or daf-2(el370) controls (P<0.001).

(B) tdp-1(0k803) mutants were more sensitive to hydrogen peroxide than N2 worms
(P<0.001). daf-2(el1370) mutants were more resistant to hydrogen peroxide-induced
mortality after 14 hours of exposure than N2 Worms. daf-2(el1370);tdp-1(0k803)
mutants were highly sensitive to hydrogen peroxide toxicity compared to N2 or daf-
2(el370) controls (P<0.001).

(C) tdp-1(0k803) were more sensitive to high NaCl levels than N2 worms (P<0.001),
while daf-2(el1370) and daf-2(el370),tdp-1(0k803) mutants were more resistant to NaCl-

induced mortality than N2 worms after 14 hours of exposure.
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(D) tdp-1(0k803) were more sensitive to high sorbitol levels than N2 worms (P<0.001),
while daf-2(el1370) and daf-2(el370),tdp-1(0k803) mutants were totally resistant to

Sorbitol-induced mortality after 14 hours of exposure.

Figure 3. Insulin/IGF signalling and cellular stress regulate TDP-1 expression

(A) TDP-1::GFP is primarily nuclear under normal conditions.

(B-C) TDP-1::GFP expression was highly induced by (B) oxidative or (C) osmotic
stress.

(D-F) TDP-1::GFP expression was observed in tdp-1(0k803) mutants and was induced
by oxidative and osmotic stress.

(G) Compared to untreated controls in (A) TDP-1::GFP expression was upregulated in
daf-2(el370) mutants.

(H-I) TDP-1::GFP was upregulated by stress in daf-2(el370) mutants.

(J) TDP-1::GFP showed faint expression and nuclear localization in daf-16(mu86)
mutants.

(K) TDP-1::GFP was not induced by oxidative stress in daf-16(mu86) mutants.

(L) Osmotic stress induced TDP-1::GFP expression in daf-16(mu86) mutants.

(M) TDP-1::GFP expression was upregulated in daf-2(el37(0) mutants and was
unaffected by empty vector RNAI controls.

(N) daf-16(RNA1) abolished the increased expression of TDP-1::GFP in daf-2(el370)
mutants.

(O) No expression of tdp-1 was observed in tdp-1(0k803) or daf-2(el1370);tdp-1(0k803)

mutants. RT-PCR revealed no change in the expression of the catalases c#/-1 and ct/-2 by
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deletion of tdp-1. Expression of the superoxide dismutase sod-3 was diminished in daf-

2(el370);tdp-1(0k803) mutants.

Figure 4. Mutant TDP-43 induces HSP-4/BiP expression

(A) Representative image of a young adult worm containing an integrated Asp-4p.:GFP
transgene under non-stressed conditions.

(B) hsp-4p::GFP expression was induced by the ER stressor tunicamycin.

(C) hsp-4p::GFP expression was not induced by WT TDP-43 in a double transgenic
TDP-43 WT,hsp-4p::GFP strain.

(D) hsp-4p::GFP expression was induced by mutant TDP-43 in a double transgenic

TDP-43[A315T];hsp-4p:: GFP strain.

Figure 5. TDP-1 Expression is Induced by Proteotoxicity

(A) Low expression and nuclear localization of TDP-1::GFP under normal growth
conditions.

(B) The ER stressor tunicamycin highly induced TDP-1::GFP expression.

(C) Wild type TDP-43 did not induce TDP-1::GFP expression in a TDP-1.::GFP;TDP-
43 WT transgenic strain.

(D) Mutant TDP-43 induced TDP-1::GFP expression in a TDP-1::GFP;TDP-43[A315T]
transgenic strain.

(E) Wild type FUS did not induce TDP-1::GFP expression in a TDP-1::GFP;FUS WT

transgenic strain.
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(F) Mutant FUS induced TDP-1::GFP expression in a TDP-1::GFP;FUS[S57A]
transgenic strain.
(G) Mutation in daf-16 blocked the induction of TDP-1::GFP expression by tunicamycin

treatment.

Figure 6. Mutant TDP-43 and FUS increase oxidative stress

(A-B) Photographs of young adult transgenic worms exposed to dihydrorofluorescein
diacetate.

Transgenics expressing wild type (A) TDP-43 or (B) wild type FUS showed no
fluorescence compared to the bright fluorescent signals observed in animals expressing
(C) mutant TDP-43 or (D) mutant FUS. (E) Diffuse appearance of predominantly
cytoplasmic DAF-16::GFP. (F) Introduction of mutant TDP-43 causes nuclear

localization (arrows) of DAF-16::GFP.

Figure 7. Proteotoxic Induction of TDP-1 enhances neuronal dysfunction and
decreases lifespan

(A) unc-47p::TDP-43[A315T] tdp-1p::TDP-1::GFP transgenics had shorter lifespans
than transgenics expressing mutant TDP-43 alone (P<0.01). (B) unc-
47p::FUS[S57A];tdp-1p::TDP-1::GFP transgenics had shorter lifespans than
transgenics expressing mutant FUS alone (P<0.001). Transgenics expressing (C) mutant
TDP-43 or (D) mutant FUS along with TDP-1::GFP had accelerated rates of paralysis
compared to transgenics expressing either mutant TDP-43 or mutant FUS alone
(P<0.001 for mutant TDP-43 or FUS compared to mutant TDP-43;TDP-1::GFP or

mutant FUS; TDP-1::GFP respectively).
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Figure 8. Deletion of wild type TDP-1 reduces mutant TDP-43 and FUS
proteotoxicity in C. elegans

(A) Transgenics expressing mutant TDP-43 show age-dependent paralysis that is greatly
reduced in worms harbouring a deletion mutation of endogenous tdp-1 (P<0.001). (B)
Deletion of tdp-1 reduced the rate of paralysis in transgenic worms expressing mutant
FUS in motor neurons (P<0.001). Age-dependent motor neuron degeneration was
reduced in (C) tdp-1(0k803);unc-47p::TDP-43[A315T] and (D) tdp-1(0k803);unc-
47p::FUS[S57A] strains compared to TDP-43[A315T] or FUS[S57A] transgenics
respectively (¥P<0.001). Deletion of #dp-1 did not affect the proportion of insoluble (E)

mutant TDP-43 or (F) FUS proteins in extracts from whole worms.

Figure 9. Integrated Model for Stress Induced TDP-1 Expression.

tdp-1 expression is induced by different forms of cellular stress. tdp-I induction by
oxidative stress and/or the Insulin/IGF pathway is dependent on daf-16, while induction
by osmotic stress is independent of daf-16. Misfolded proteins activate the unfolded
protein response and secondary consequence of this is the generation of oxidative stress
that in turn can activate tdp-1 expression via daf-16. The downstream consequences of
tdp-1 expression are dependent on the length and strength of tdp-1 expression. tdp-1
mutants are sensitive to stress suggesting that #dp-1 is essential for protection against
acute stress. Genetically-encoded proteotoxicity from proteins like mutant TDP-43 leads
to chronic induction of tdp-1 expression with negative consequences including enhanced
neurodegeneration and decreased lifespan. This model also suggests that mutant proteins

may act as a seed for the induction of pathological ¢dp-1 expression.
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Supporting Information

Figure S1. tdp-1 predicted protein structure ; tdp-1(0k803) mutants exhibit a
reduced number of progeny.

(A) Comparison of human TDP-43 and C. elegans TDP-1 proteins. The extent of the
deletion allele 0k803 is indicated. RRM: RNA Recognition Motif, NLS: Nuclear
Localization Signal. (B) tdp-1(0k803) mutants have approximately half the number of

progeny of wild type N2 animals (*P<0.001).

Figure S2. tdp-1 is not required for dauer formation or resistance to heat, hypoxia
or radiation.

(A) tdp-1(0k803) did not interfere with the constitutive dauer-formation phenotype of
daf-2(el370) animals grown at 25°C. (B) tdp-1(0k803) mutants and N2 worms showed
similar sensitivity to thermal stress. daf-2(el370) and daf-2(el370)tdp-1(0k803)
mutants were highly resistant to thermal stress compared to N2 controls (P<0.001). (C)
Wild type N2 worms and tdp-1(0k803) mutants were both highly susceptible to
mortality caused by low oxygen conditions. tdp-1(0k803) did not interfere with the
resistance of daf-2(el370) animals against hypoxia. (D) tdp-1(0k803) mutants and N2
worms were equally sensitive to UV radiation. daf-2(el370) and daf-2(el370);tdp-

1(0k803) mutants were both highly resistant to UV compared to N2 controls (P<0.001).

Figure S3. TDP-1 is widely expressed in C. elegans.
GFP signals are detected in most tissues and is primarily nuclear in a tdp-1p:: TDP-

1::GFP transgenic strain.
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(A) h: head ; t: tail.
(B) n : neurons ; 1 : intestine.
(C) m : muscles ; n : neurons.

(D) 1: intestine.

Figure S4. Cytoplasmic expression of TDP-1 in daf-2 mutants.
Top panels: TDP-1::GFP is primarily expressed in the nuclei (marked with DAPI) of
non-stressed transgenics. Bottom Panels: TDP-1::GFP expression is increased and is

now also found in the cytoplasm of animals with low insulin/IGF signaling.

Figure SS5. tdp-1 does not affect DAF-16::GFP nuclear localization

(A) DAF-16::GFP is cytoplasmic and diffuse under normal conditions but is (B)
localized to nuclei when the animals are exposed to juglone. (C) The GFP signal is
diffuse in unstressed daf-16::GFP;tdp-1(0k803) transgenics and (D) localizes within the

nuclei of transgenics treated with juglone.

Figure S6. Mutant TDP-43 does not activate the mitochondrial Hsp70 chaperones.
Mutant TDP-43 was crossed into the mitochondrial chaperone reporter strains hsp-

6p::GFP and hsp-60p::GFP but did not activate the expression of either transgene.
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D. Modulation pharmacologique de la toxicité neuronale associée a

TDP-43 et FUS in vivo

Nos nouveaux modeles in vivo C. elegans trasngéniques TDP-43 et FUS mutants
(respectivement mutTDP-43 et mutFUS) constituent d’excellents outils pouvant étre
utilisés aussi bien dans 1’approfondissement des mécanismes pathogéniques impliqués
dans la SLA que pour le développement de stratégies thérapeutiques.

Le ver C. elegans représente un modéle bien établi dans la réalisation de criblages
moléculaires et a déja été largement utilis€ pour de nombreux maladies afin d’identifier

et valider des approches thérapeutiques [92-95].

I. Le Bleu de Méthyléne réduit la toxicité neuronale causée par

TDP-43 et FUS

A I’aide de ces modéles transgéniques exprimant mufTDP-43 ou mutFUS dans
les motoneurones nous avons criblés une quinzaines de composés chimiques en culture
liquide. Ces composés ont été choisis car leur activité positive ou négative sur d’autres
modeles de maladies neurodégénératives est connue. Ce criblage nous a permis
d’identifier le Bleu de Méthyléne (BM) comme composé neuroprotecteur. Les vers
transgéniques mutTDP-43 et mutFUS cultivés sur agar contentant 6 uM ou 60 uM de
BM présentent un taux de paralysie significativement réduit comparé aux vers non
traités (Figure 1.1 a, b). Nous avons déterminé que la concentration la plus efficace était
60 uM de BM et avons donc utilisé cette dose pour le reste des expériences concernant
cette partie du projet. Nous constatons aussi chez les transgéniques mutTDP-43 et

mutFUS une dégénérescence des motoneurones qui augmente avec 1’age et
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significativement réduite apres traitement au BM (Figure 1.1 ¢, d) sans altérer
I’expression du transgene (Figure Supplémentaire 1.1). Ces résultats démontrent que le
BM peut significativement réduire les phénotypes moteurs causés par 1’expression de

mutTDP-43 et mutFUS chez les mod¢les génétiques de maladie.

II. Le Bleu de Méthyleéne réduit la protéotoxicité via le RE

Par la suite, nous avons voulu tester si le BM pouvait réduire le mauvais
repliement de protéines en utilisant des vers porteurs de mutations sensibles a la
températures (temperature sensitive or ts) tels que la souche gas-I (sous-unité du
complexe I mitochondrial), ou /let-60/RAS [96]. Ces mutants sont viables a une
température permissive (15°C), mais les produits du géne sont non fonctionnels a des
températures restrictives (20°C ou plus) causant de la stérilité pour ces vers [96].
Lorsque ces mutants zs sont cultivés en milieu agar contenant 60 uM BM a partir de leur
éclosion puis transférés vers des températures restrictives une fois adultes, nous
observons que le BM est capable d’améliorer significativement la fécondité des mutants
gas-1 et let-60 2 20°C et 25°C (Figure 2.1, a, b).

Le BM semble aussi permettre une protection contre le stress puisque les vers
sauvages N2, non transgéniques, cultivés sur du BM sont résistants au stress oxydatif
généré par le Juglone (Figure 2.1, c¢). Cependant, méme chez les vers N2 le BM ne
permet pas de protection contre des stress osmotique ou thermique, suggérant que
I’action du BM est spécifique dans ses capacités protectrices cellulaires (Figure
Supplémentaire 2.1, a, b). Enfin, le traitement par le BM ne montre aucun effet sur la

longévité de vers sauvages N2 ce qui indique que ses mécanismes de protection
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cellulaire ne passent pas par une extension de la durée de vie (Figure Supplémentaire
2.1, ¢).

Le BM est une molécule pléiotropique qui empéche I’agrégation de la f-amyloide et de
tau in vitro. Il permet d’améliorer les performances cognitives pour des patients atteints
de la maladie d’Alzheimer en Phase IIl d’essais cliniques. Toutefois son mécanisme
d’action moléculaire reste encore peu compris a ce jour [97-100]. Nous avons donc
ensuite dirigé notre ¢étude afin de savoir si la neuroprotection assurée par le BM
impliquait une activation compensatoire de voies de signalisations de réponse au stress
cellulaire. Pour cela nous avons utilisé les souches transgéniques C. elegans exprimant
GFP en fusion de protéine telles que : Asp-4, protéine HSP70 protectrice induite par le
stress du RE [101]; Asp-6, protéine HSP70 mitochondriale [102]; Asp-60, protéine
HSP60 mitochondriale [102] ; et Asp-16.2, protéine de choc thermique HSP16 [103].
Nous avons pu observer que le BM induit spécifiquement I’expression de Asp-4::GFP
(Figure 2.1, d) mais n’a aucun effet sur I’expression de hsp-6, hsp-60 ou hsp-16.2
(Figure Supplémentaire 2.2). HSP-4 est ’homologue C. elegans de Grp78/BiP chez les
mammiferes et est induite en condition de stress du RE sous le controle de 1’épissage du
facteur de transcription XBP-1 par I’endoribonucléase IRE-1. La forme épissée de XBP-
1 constitue la forme protectrice contre le stress du RE [104]. Des mutations de xbp-1 ou
ire-1 ont pour conséquences de bloquer I’induction de I’expression de Asp-4::GFP par le
BM (Figure 2.1, d) suggérant que le BM exerce son activité neuroprotectrice via la
réponse au stress du RE. Généralement, I’induction de chaperonnes telles que HSP-4 via
XBP-1 se fait en réponse a la présence de protéines ayant subit un mauvais repliement
dans le RE. Afin de déterminer si 1’effet neuroprotecteur du BM nécessite la réponse

UPR du RE (UPR"™®) nous avons utilisé¢ une technique d’ARN interférence (ARNi) dans
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le but de diminuer I’activité d’hsp-4. Nous avons constaté que le BM ne permet plus de
supprimer la paralysie des vers transgéniques mutTDP-43 lorsque qu’ils sont soumis a
I’ARNIi dirigé contre Asp-4. Ceci démontre que hsp-4 est requis pour que le BM puisse
exercer ses effets neuroprotecteurs (Figure 2.1, e).

Dans la continuité de ce travail et dans 1’optique de pouvoir établir un lien entre
les différents aspects de ce projet nous sommes retournés vers nos modeles tdp-
Ip::TDP-1::GFP;TDP-43[A315T]. Nous avons présent¢ précédemment que cette
souche montre une induction de I’expression de la protéine TDP-1 en conditions
physiologiques. Lorsque ces vers sont cultivés sur un milieu contenant 60 uM de BM
sur une période d’environ 18h I’expression de TDP-1 reste a un niveau basal et n’est pas
davantage activée (Figure 2.1, f). Cette observation souligne encore une fois 1’effet
protecteur d’une diminution pharmacologique de la réponse au stress du RE contre la

protéotoxicité liée a TDP-43 et FUS mutantes.

III. Le salubrinal permet également de diminuer la toxicité neuronale

liée a TDP-43 et FUS

Pour renforcer nos observations sur la protection contre la protéotoxicité centrée
dans le RE et permettant de réduire les déficits des motoneurones, nous avons examingés
la possibilité que d’autres manipulations pharmacologiques de la réponse au stress du
RE puissent aussi étre neuroprotectrices. Le Salubrinal (Sal) est un inhibiteur spécifique
des phosphatases du facteur elF2a qui protége le RE contre des stress tels que le
mauvais repliement de protéines. Il a été prouvé que ce composé est efficace pour

réduire la toxicité chez les souris transgéniques SOD1 (modele pathologique de SLA)
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[105]. De plus, le Sal permet aussi I’activation de 1’expression d’isp-4.:GFP chez les
vers (Figure 3.1, a) suggérant que tout comme le BM, le Sal provoque I’activation de la
réponse  UPR™®. Par la suite nous avons exploré les potenticlles propriétés
neuroprotectrices du Sal contre mutTDP-43 et mutFUS. Les vers mutTDP-43 cultivés
sur agar contenant 5 uM ou 50 uM Sal présentent un taux de paralysie significativement
réduit comparé aux méme vers non traités (Figure 3.1, b). Le traitement au Sal permet
aussi de diminuer la neurodégénérescence des vers transgéniques mutTDP-43 (Figure
3.1, ¢) sans altérer I’expression du transgene (Figure Supplémentaire 3.1). Enfin, le Sal
protége ¢également contre la toxicité causée par mutFUS chez les vers (Figure

Supplémentaire 3.2).
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Figure 1.1: Le Bleu de Méthylene (MB) réduit la toxicité neuronale causée par
TDP- 43 et FUS.
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Figure Supplémentaire 1.1

Le traitement au Bleu de Méthylene n’affecte pas I’expression de mutTDP-43 ou
mutFUS chez le ver.

a. Immunobuvardage de type western montrant des extraits de lymphoblastes humains
(Human TDP-43) et vers transgéniques exprimant TDP-43 mutante avec ou sans 60 uM
de MB (Bleu de Methyleéne). Les différences de niveau d’expression ne sont pas
significatives apres traitement au MB.

b. Immunobuvardage de type western montrant des extraits de lymphoblastes humains
(Human FUS) et vers transgéniques exprimant FUS mutante avec ou sans 60 uM de MB
(Bleu de Methyléne). Les différences de niveau d’expression ne sont pas significatives
apres traitement au MB.

Ces expériences ont ¢té réalisées trois fois en utilisant des extraits protéiques
indépendants, une figure représentative est présentée ci-dessus. Les ratios sont le résultat

de trois expériences indépendantes.
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Figure Supplémentaire 2.1

Le Bleu de Méthyléne n’a aucun effet sur le stress osmotique, le stress thermique et
la longévité.

a. Les vers N2 sauvages traités avec 60 uM de MB (Bleu de Méthyléne) sont aussi
sensibles au stress osmotique que des vers non traités.

b. Le MB ne permet pas au vers N2 sauvages d’étre résistants au stress thermique.

¢. Les vers cultivés sur MB présentent une durée de vie comparable a celle de vers N2

non traités.
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Figure Supplémentaire 2.2
Le Bleu de Méthyléne ne permet pas d’induire une réponse au stress globale.
Le Bleu de Méthyléne (MB) n’induit pas I’expression de GFP dans certaines souches de

réponse au stress dont hsp-6, hsp-60 et hsp-16.2.
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Figure Supplémentaire 3.1

L’expression de TDP-43 est inchangée aprés traitement au Salubrinal.

« Human TDP-43 » montre I’expression de TDP-43 humaine dans des lignées cellulaires
de lymphoblastes humains. mutTDP-43 fait référence a I’expression de TDP-43 mutante
humaine chez les vers transgéniques. Le niveau d’expression de TDP-43 n’est pas
affecté aprés traitement des vers au Salubrinal (Sal).

Ces expériences ont ¢té réalisées trois fois en utilisant des extraits protéiques
indépendants, une figure représentative est présentée ci-dessus. Les ratios sont le résultat

de trois expériences indépendantes.
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Figure Supplémentaire 3.2

Le Salubrinal réduit la toxicité associée a FUS mutante chez le ver.

a. Le traitement au Salubrinal (Sal) permet de réduire le taux de paralysie des vers
transgéniques FUS (P <0.001 comparé aux vers non traités).

b. « Human FUS» montre I’expression de la protéine FUS humaine dans des lignées
cellulaires de lymphoblastes humains. Le Sal ne provoque pas de réduction de

I’expression de mutFUS comparé au vers non traités.
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c¢. Photos représentatives des motoneurones chez des vers transgéniques exprimant
mutFUS avec ou sans traitement au Sal. Les fleches montrent la dégénérescence des
motoneurones.

d. Quantification de la neurodégénérescence des motoneurones chez des vers
transgéniques mutFUS avec ou sans traitement au Sal. *P < 0.001 comparé aux vers non

traités.
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E. Discussion

tdp-1 est important pour la longévité et la réponse au stress cellulaire

Le travail réalis¢ lors de cette ¢tude démontre que 7dp-1 est un gene clé dans la
réponse au stress cellulaire, a I’interface entre la voie de signalisation Insuline/IGF, le
stress du RE et la protéotoxicité. Le role de TDP-1 dans la longévité semble complexe et
suggere que les vers, tout comme d’autres espeéces, sont sensibles au niveau d’expression
de TDP-1/TDP-43 [21, 73, 78]. En effet, en conditions normales sa surexpression est
toxique et réduit la longévité, tandis que sa délétion provoque une légere augmentation
de la durée de vie des vers tout en les rendant spécifiquement sensibles a certains stress
environnementaux. TDP-1 semble aussi essentiel pour la protection contre les stress
oxydatif et osmotique, toutefois la régulation de 7dp-1 en réponse au stress osmotique
coincide en partie seulement avec la voie de signalisation Insuline/IGF et est
indépendante de DAF-16.

L’ensemble de nos résultats chez C. elegans indique qu’il existe une interaction
génétique entre tdp-1 et daf-16/FOXO, ce dernier faisant partie d’une famille de facteurs
de transcription trés importants dans la réponse au stress et le vieillissement [106]. De
plus, nous observons chez les vers mutants daf-2(el370) ;tdp-1(0k803) une diminution
de I’expression d’un geéne cible de DAF-16, la superoxide dismutase sod-3, suggérant

une activité post-transcriptionnelle de tdp-1.
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Le stress cellulaire régule 1’expression de TDP-1 wvia la voie de signalisation

Insuline/IGF

Un aspect intéressant de la régulation de I’expression de tdp-I par la voie
Insuline/IGF développé dans notre étude repose sur le mouvement de TDP-1 depuis le
noyau vers le cytoplasme. En effet, TDP-1 est supposée étre une protéine de liaison a
ADN/ARN et sa présence dans le cytoplasme suggere un role potentiel dans
I’homéostasie des ARNs induite par le stress. Nous savons qu’en condition de stress
cellulaire des complexes ribonucléoprotéiques tels que les GS se forment afin de réaliser
le triage moléculaire des ARNms. En effet, ceux-ci sont triés dans le but d’étre stockés,
dégradés ou traduits pendant la durée du stress et le temps de récupération [107]. Le role
de ces complexes dans le cadre de stress aigus a ¢té¢ largement étudié [107] alors que
leur role dans la réponse a un stress chronique, par diminution de la voie Insuline/IGF
par exemple, reste inconnu. Plus particulierement dans le cas de mutations de TDP-43
ou FUS, la protéotoxicité qui en résulte va générer différentes formes de stress
persistants, encodés génétiquement, et différents des stress environnementaux. Par
conséquent, I’augmentation de 1’expression de TDP-1 qui en résulte aura des effets
négatifs sur la survie neuronale a long terme.

La souche T7DP-1::GFP, exprimant la protéine TDP-1 sous controle du
promoteur tdp-1, représente un outil de qualité pour 1’observation des effets du stress sur
I’expression de cette protéine dans le ver. Grace a cet outil nous avons pu confirmer les
résultats obtenus lors de nos tests de résistance aux stress. En effet, I’expression de tdp-1
est reliée a la voie Insuline/IGF. Une diminution de D’activit¢ de cette voie de
signalisation, de méme que I’exposition aux stress oxydatif et osmotique provoquent une

augmentation de 1’expression de tdp-1.
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Puis, via ce modéle in vivo nous confirmons que 1I’augmentation de 1’expression de tdp-1
en condition de stress oxydatif est dépendante de daf-16. En revanche, en condition de
stress osmotique 1’expression de tdp-1 est indépendante de daf-16, I’ensemble soutenant
I’existence de voies de signalisation alternatives et chevauchantes dans la réponse au

stress osmotique [108].

TDP-1/TDP-43 et la réponse au stress du RE

Nous avons démontré que 1’expression de tdp-1 est régulée a la fois par la voie
de signalisation Insuline/IGF et la réponse au stress du RE au sein de nos modeles. Etant
donné I’importance de ces deux voies dans la survie cellulaire, I’identification de TDP-
1/TDP-43 en tant qu’¢lément clé de ces voies de signalisation pourrait directement les
relier au développement de la pathologie de la SLA. C’est pourquoi 1’é¢tude du role de
TDP-1/TDP-43 ainsi que 1’étude de la régulation de la voie Insuline/IGF pourraient étre

pertinentes dans le cas de maladies humaines telles que la SLA ou la DFTL.

La forme mutante de TDP-43 est connue pour ses propriétés d’agrégation cytoplasmique
dans la SLA, et I’accumulation de TDP-43 sauvage a été observée dans plusieurs autres
maladies neurodégénératives [17]. En effet, il est aujourd’hui reconnu que certaines
conditions cellulaires telles que la présence de mutations faux-sens provoquent une
augmentation du mauvais repliement protéique menant a un stress du RE sévere. Ces
mutations auront aussi pour conséquence I’accumulation de protéines non/mal repliées
causant un stress du RE fatal [109, 110]. Avec I'utilisation de la dihydrofluorescéine
diacétate nous avons observé chez nos souches mutantes TDP-43 et FUS la présence

d’importants dommages du stress oxydatif non constatés chez les souches sauvages. Ces
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résultats suggérent qu’en plus de 1’activation de la réponse UPR™, TDP-43 et FUS
mutantes générent du stress oxydatif. Ainsi, ces informations renforcent I’idée que la
mort cellulaire résultant du stress du RE puisse constituer un mécanisme a la base de la
mort des motoneurones dans la SLA [65].

La réduction de la voie Insuline/IGF permet de diminuer la toxicité des protéines qui
tendent a s’agréger comme TDP-43 au sein de plusieurs modeles de protéotoxicité [75,
111]. Enfin, de récents travaux ont établi I’existence d’un dialogue et d’une rétroaction
entre la voie Insuline/IGF et la réponse au stress du RE allant en faveur d’une relation

entre ces deux voie de signalisation dans le développement de la SLA [112].

Impact de la modulation de 1’expression de TDP-1 sur la protéotoxicité associée aux

mutations de TDP-43 et FUS

En observant une augmentation de la réponse UPR™ nous avons démontré que
TDP-43 mutante cause de la protéotoxicité chez C. elegans. Ce phénoméne semble se
produire dans le but de réduire la toxicité associée a un mauvais repliement de TDP-43.
Une des conséquences de la protéotoxicité liée a TDP-43 ou FUS mutantes repose sur
I’induction de Dexpression du gene fdp-I endogéne qui devient davantage
cytoplasmique. tdp-1 est requis pour la résistance au stress mais des niveaux
d’expression ¢levés de ce geéne sont toxiques, aggravent la paralysie et la
neurodégénérescence, et réduisent la longévité de nos vers transgéniques. De ce point de
vue, nous pouvons penser que I’induction de #dp-I sauvage en condition de
protéotoxicité puisse favoriser et accélérer la neurodégénérescence. Cette donnée
pourrait €tre cruciale dans la compréhension de I’accumulation de TDP-43 sauvage dans

le cas de plusieurs désordres neurodégénératifs.
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Par ailleurs, nous savons que TDP-43 peut lier son propre ARNm et réguler son
propre niveau d’expression [21]. Une induction chronique de TDP-43 due a de la
protéotoxicité et/ou a une perte progressive d’autorégulation liées au vieillissement
pourraient donc aussi contribuer a la neurodégénérescence.

Les modeles TDP-43 déja décrits montrent tous de la toxicité lice a la
surexpression de TDP-43 sauvage, et parfois méme autant de toxicit¢é que pour
I’expression de TDP-43 mutante [73-75, 82, 85, 89, 113]. Ceci renforce 1’idée que le
controle des niveaux d’expression de TDP-43 est crucial pour le fonctionnement et la
survie cellulaires car TDP-43 contribue fort probablement a la toxicité neuronale. Nous
avons testé cette hypothése génétiquement a 1’aide de nos modéles C. elegans en
construisant des souches qui co-expriment TDP-43 mutante et une délétion du gene tdp-
1 endogene du ver. Ces souches montrent une réduction significative du déficit moteur
et de la dégénérescence des motoneurones normalement observés chez les vers
exprimant la protéine TDP-43 humaine mutante. D’autres études se sont intéressées a ce
type de construction et n’ont observé aucun effet sur la toxicité associée a TDP-43 aprés
délétion du géne tdp-1 endogene [73, 74]. Nous pensons que ceci est dii aux différences
dans la construction de nos mode¢les, les notres exprimant TDP-43 uniquement dans les
26 motoneurones GABAergiques [114] alors que les autres modeles décrits reposent sur

I’expression de TDP-43 dans tout le systéme nerveux du ver [73, 74].

Nos modeles transgéniques montrent des déficits moteurs progressifs a 1’age
adulte et de la neurodégénérescence (Vaccaro et al. en révision) alors que ceux
développés par d’autres groupes présentent des problémes de non coordination motrice

précoces. Cette différence semble indiquer que I’expression de TDP-43 dans ’intégralité
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du systeme nerveux provoque des phénotypes trop séveres pour qu’une modulation par
réduction de I’expression du gene tdp-I endogéne soit possible. D’autre part, nos
résultats sont renforcés par nos observations chez le mutant FUS ou I’on peut aussi
réduire la toxicité liée a FUS par délétion de tdp-1 endogéne. Enfin, tout ceci consolide
un peu plus la notion selon laquelle 1’induction protéotoxique de TDP-1 puisse propager
la toxicité de maniére non restrictive a la protéine TDP-43.

A P’inverse, une étude récente montre que la surexpression de TDP-43 sauvage
et/ou FUS chez la Drosophile contribue a augmenter la toxicité associée a TDP-43 ou a
FUS mutantes [115]. Dans cette ¢tude nous avons approfondi ce résultat en montrant
que la délétion de tdp-1 sauvage endogene permet de supprimer la toxicité de TDP-43 et
FUS dans les motoneurones. Ces informations sont d’une grande importance étant donné
la toxicité observée dans d’autres systémes de surexpression de TDP-43, et suggerent
que D’expression de TDP-1/TDP-43 sauvage a un niveau physiologique contribue

activement a la neurodégénérescence.

La diminution du stress du RE par voie pharmacologique protége contre la toxicité

neuronale associée a TDP-43 et FUS in vivo

Nous avons développé une nouvelle plateforme génétique de criblage
pharmacologique pour la SLA qui pourrait étre pertinente dans le cadre d’autres
neuropathologies associées a TDP-43 et FUS. Nous avons réalis¢ un criblage pilote
d’une quinzaine de composés déja connus pour leur effet positif ou négatif sur le
systéeme nerveux. Nous avons ainsi validé notre systéme comme outil de détection de
suppresseurs de toxicité associée a TDP-43 et FUS, et de cette fagon avons isolé le Bleu

de M¢éthyléne (BM), un composé capable de réduire significativement les déficits
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moteurs de nos souches transgéniques en culture liquide. Ensuite nous avons validé
I’efficacité du BM sur milieu NGM en montrant que ce composé permet de réduire les
déficits moteurs et la neurodégénérescence des souches transgéniques mutantes TDP-43
et FUS. Les effets positifs observés sont dépendants de la dose de BM utilisée. Le BM a
aussi un effet sur le repliement protéique puisque le traitement des mutants gas-1 et let-
60 avec du BM permet une amélioration de la fécondité, ces deux souches devenant
stériles a certaines températures par mauvais repliement protéique. Enfin, le BM confere
une protection contre le stress oxydatif généré par le Juglone chez les vers N2 sauvages

non transgéniques.

Le BM n’est pas inconnu du milieu de la recherche sur le systéme nerveux. En effet,
ce compos¢ a déja démontré ses propriétés thérapeutiques sur des modeles de maladies
d’Alzheimer et de Parkinson [99, 100] et subit actuellement des essais cliniques de
phase III pour des patients atteints de la maladie d’Alzheimer [98]. Dans notre cas nous
avons pu observer que le BM fonctionne a travers la voie de signalisation de réponse au
stress du RE. Le BM induit spécifiquement 1’expression de la chaperone du RE, Asp-4,
et une diminution de 1’expression de ce gene par ARNi annule I’effet du BM sur la
paralysie. Enfin, nous avons montré que le traitement avec du BM des vers TDP-
1::GFP ;TDP-43[A315T] permet de limiter I’induction de TDP-1.

En restant sur la piste du RE nous avons cherché a tester un autre compos¢ connu
pour fonctionner via 1’activation de voies de signalisations du stress du RE. De cette
facon nous avons testé le Salubrinal (Sal), déja connu pour sa capacité d’activation de
voies de signalisations de réponse au stress généralement activées par du stress oxydatif

ou par I’accumulation de protéines mal repliées dans le RE. Le traitement des vers
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transgéniques TDP-43 mutants montre une réduction significative des déficits moteurs et
de la dégénérescence neuronale. Puis, le traitement de vers Asp-4 ::GFP avec du Sal
présentent une induction du signal GFP témoignant de I’augmentation de 1’expression de
cette chaperone impliquée dans la réponse au stress du RE.

L’activation de la réponse au stress du RE pourrait bien étre une caractéristique
commune de la mort des motoneurones dans la SLA [65]. A travers ["utilisation de nos
souches transgéniques nous démontrons que le BM confére des propriétés protectrices
contre la paralysie, la neurodégénérescence, le mauvais repliement protéique, et le stress
oxydatif. Nous avons ainsi découvert que la diminution pharmacologique de la réponse
au stress du RE protége les motoneurones contre la protéotoxicité liée a TDP-43 ou FUS
mutantes. Notre stratégie génétique pharmacologique tend vers de plus amples
approfondissements du role du stress du RE dans la mort des motoneurones. En effet,
cette stratégie représente un outil de grande valeur pour le développement et la

découverte de futurs traitements contre les maladies neurodégénératives.
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F. Conclusion

Le mécanisme de toxicité causée par la protéine TDP-43 mutante reste encore
mystérieux a ce jour, et des questions persistent quant a I’implication d’un mécanisme
de gain et/ou de perte de fonction(s). Toutefois, des travaux réalisés sur le poisson zébré
suggerent que ce mécanisme impliquerait a la fois un gain et une perte de fonction(s) de
cette protéine [116].

Nos résultats introduisent un nouveau mécanisme de gain de fonction dans lequel
I’augmentation de I’expression de TDP-1 sauvage est induite suite a un stress
protéotoxique. En effet, les résultats de notre étude démontrent que le stress
protéotoxique, généré par une mutation de TDP-43 par exemple, induit la réponse UPR
et active la voie de réponse au stress du RE, comme en témoigne I’induction de
I’expression de la chaperone du RE HSP-4. Nous savons par ailleurs que 1’activation de
la réponse UPR induit une augmentation de 1’expression de Erol. Par conséquent, un
stress du RE soutenu et une activation prolongée de la réponse UPR provoquent une
hausse de la production d’especes réactives a 1’oxygeéne [117]. Dans notre étude, nous
avons pu le constater chez nos souches transgéniques TDP-43 et FUS mutantes via
I’utilisation de la dihydrofluorescéine diacétate dont la fluorescence témoigne de la
présence de dommages oxydatifs. Enfin, nous avons aussi montré que le stress oxydatif
cause une hausse de I’expression de TDP-1 via le facteur de transcription DAF-16 dans
la voie Insuline/IGF. Il est aussi intéressant de remarquer que 1’induction de 1I’expression
de TDP-1 par le stress osmotique est elle, indépendante de DAF-16, et semble
fonctionner dans une voie parallele/chevauchante a celle activée lors d’un stress

oxydatif.
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Quant aux effets sur I’organisme de I’augmentation de 1’expression de TDP-1 sauvage, il
semble qu’a court terme elle soit importante pour le métabolisme des ARNms et la
résistance au stress ; toutefois a plus long terme, ¢’est-a-dire au cours du vieillissement,
cette hausse soutenue de la quantit¢ de TDP-1/TDP-43 sauvage semble créer une
réponse a un stress chronique avec des effets néfastes sur 1’organisme tels que de la

toxicité cellulaire, de la neurodégénérescence et une réduction de la longévité.

D’autre part, dans le but d’identifier de nouvelles molécules neuroprotectrices nous
avons réalis¢ un criblage pilote de molécules capables de supprimer la toxicité neuronale
causée par les formes mutantes de TDP-43 et FUS au sein de nos modeles C. elegans
transgéniques. Nous avons ainsi identifi¢ le Bleu de Méthyléne et le Salubrinal comme
suppresseurs potentiels de toxicité liée a TDP-43 et FUS, via réduction de la réponse au
stress du RE. Enfin, nos résultats indiquent que ’homéostasie de repliement protéique
dans le RE constitue une cible importante dans le développement de thérapies contre les

maladies neurodégénératives.

De 1a, plusieurs stratégies peuvent €tre mises en place afin de réduire la toxicité
neuronale causée par TDP-43 sauvage ou mutante. Parmi celles-ci, nous pourrions
penser a viser une diminution du niveau d’expression de TDP-43 sauvage et mutante,
et/ou une réduction de la réponse au stress UPR™ en favorisant le repliement protéique.
Pour le futur et dans I'optique d’un mécanisme commun de mort cellulaire, il sera
important de déterminer si ces stratégies visant a diminuer la toxicité neuronale causée

par TDP-43 sont appropriées pour d’autres maladies neurodégénératives.
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Abstract

Mutations in the DNA/RNA binding proteins TDP-43 and FUS are associated with
Amyotrophic Lateral Sclerosis and Frontotemporal lobar degeneration. Intracellular
accumulations of wild type TDP-43 and FUS are observed in a growing number of late-
onset diseases suggesting that TDP-43 and FUS proteinopathies may contribute to
multiple neurodegenerative diseases. To better understand the mechanisms of TDP-43
and FUS toxicity we have created transgenic Caenorhabditis elegans strains that express
full-length, untagged human TDP-43 and FUS in the worm’s GABAergic motor
neurons. Transgenic worms expressing mutant TDP-43 and FUS display adult-onset,
age-dependent loss of motility, progressive paralysis and neuronal degeneration that is
distinct from wild type alleles. Additionally, mutant TDP-43 and FUS proteins are
highly insoluble while wild type proteins remain soluble suggesting that protein
misfolding may contribute to toxicity. Populations of mutant TDP-43 and FUS
transgenics grown on solid media become paralyzed over 7 to 12 days. We have
developed a liquid culture assay where the paralysis phenotype evolves over several
hours. We introduce C. elegans transgenics for mutant TDP-43 and FUS motor neuron

toxicity that may be used for rapid genetic and pharmacological suppressor screening.
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Introduction

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a late-onset progressive disease affecting motor
neurons ultimately causing fatal paralysis [1,2]. Most cases are sporadic, but ~10% of
patients have an inherited familial form of the disease. Dominant mutations in SOD1
(copper/zinc superoxide dismutase 1) account for ~20% of familial ALS cases and ~1%
of sporadic cases [1]. The recent discovery of mutations in TAR DNA-binding protein-
43 (TDP-43) and Fused in sarcoma (FUS, also named TLS) in both familial ALS and
frontotemporal dementia (FTD) has shifted research into disease mechanisms and

potential therapeutics [3-9].

TDP-43 and FUS are evolutionarily conserved DNA/RNA binding proteins that
shuttle between the nucleus and cytoplasm having multiple roles including DNA
transcription and RNA processing [3,9-12]. Mutant TDP-43 and FUS (mTDP-43 and
mFUS) are found in cytoplasmic inclusions in the disease state while the accumulation
of wild type TDP-43 and FUS (wtTDP-43 and wtFUS) are observed in an increasing
number of disorders including Alzheimer’s Disease, Parkinson’s Disease and the
polyglutamine diseases (reviewed in [10]). The pathogenic mechanisms for mutant TDP-
43 and FUS age-dependent neuronal toxicity remain unclear. As of now there is no
consensus whether mutant TDP-43 and FUS employ a loss-of-function, a gain-of-
function, or both in motor neuron cell death.

Since TDP-43 and FUS are evolutionarily conserved we used the nematode
Caenorhabditis elegans to investigate mutant TDP-43 and FUS age-dependent
neurodegeneration. We created transgenic nematodes that express full-length wild type

or mutant TDP-43 and FUS in the worm’s GABAergic motor neurons. Transgenic TDP-
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43 and FUS worms recapitulate a salient feature of ALS; they display adult-onset, age-
dependent, progressive paralysis and degeneration of motor neurons. Importantly,
mTDP-43 and mFUS, but not wtTDP-43 and wtFUS, strains show the presence of
insoluble proteins in extracts from whole animals suggesting that protein misfolding
may be a primary cause of toxicity. We introduce a genetically tractable platform to
investigate motor neuron toxicity caused by mutant TDP-43 and FUS that can be used

for suppressor screening.
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Results
Transgenic worms expressing full-length human TDP-43 or FUS in motor

neurons display age-dependent paralysis

Since ALS is a motor neuron disease we expressed wild type and mutant human
TDP-43 and FUS proteins in the worm’s 26 GABAergic motor neurons with the
vesicular GABA transporter (unc-47) promoter (Figures 1A, B) [13]. Multiple
transgenic strains carrying extrachromosomal arrays were obtained by microinjection
and stable lines with chromosomally-integrated transgenes were isolated after UV-
irradiation [14]. Both wild type TDP-43 and the ALS-associated A315T mutant proteins
were expressed in transgenic worms as detected by immunoblotting of worm protein
extracts with a human specific TDP-43 antibody (Figure 2A) [4]. Similarly, using a FUS
antibody we confirmed the expression of wild type and the ALS-linked S57A mutant
proteins by western blotting (Figure 2B) [15].

All strains were morphologically normal and showed no adverse phenotypes
during development. However, during adulthood the transgenic strains begin to display
uncoordinated motility phenotypes that progressed to paralysation. Paralysis was age-
dependent and occurred at higher rate for mTDP-43 and mFUS worms compared to
wtTDP-43 and wtFUS transgenics (Figures 3 A, B). Typically, after 12-13 days on
plates 100% of the mTDP-43 and mFUS worms were paralysed while only 20% of the
wtTDP-43 and wtFUS worms were affected. The low rate of paralysis for wtTDP-43
and wtFUS strains is comparable to what is observed in transgenics expressing GFP
from the same unc-47 promoter (Figure 3C). Additionally, the paralysis assay is widely

used to study age-dependent degenerative phenotypes and is not observed in wild type
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non-transgenic worms until they reach advanced age (approximately 20 days) [16-18].
Finally, motility defects and adult onset paralysis have been previously observed in
worms with degenerating GABAergic motor neurons suggesting that mTDP-43 and

mFUS may negatively affect GABAergic neuronal function and survival [19].

TDP-43 and FUS transgenics have normal lifespans

One of the signs of aging in worms is decreased motility [18,20]. Thus the
progressive paralysis phenotypes observed in the TDP-43 and FUS transgenics may be
due to overall decreased health from the expression of toxic non-native proteins leading
to accelerated mortality, a part of which is a decline in motility. We conducted lifespan
analyses and observed that all of the transgenics had lifespans indistinguishable from
non-transgenic wild type N2 worms (Figures 4A, B and Table S1). These observations
suggest that the paralysis observed in our models is specific to the expression of TDP-43
and FUS in motor neurons and not due to secondary effects from general sickness and

reduced lifespan.

TDP-43 and FUS cause neuronal dysfunction

The progressive paralysis phenotypes caused by mTDP-43 and mFUS suggest
there may be motor neuron dysfunction and/or degeneration in these animals. C. elegans
body wall muscle cells receive excitatory (acetylcholine) and inhibitory (GABA) inputs
to coordinate muscle contraction/relaxation and facilitate movement [21,22]. Body wall
muscle activity can be measured indirectly with the acetylcholinesterase inhibitor

aldicarb [23]. Exposure to aldicarb causes accumulation of acetylcholine at
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neuromuscular junctions resulting in hyperactive cholinergic synapses, muscle
hypercontraction, and acute paralysis [23]. Hypersensitivity to aldicarb-induced
paralysis has been used to identify genes that increase acetylcholine secretion or
decrease inhibitory GABA signalling [24]. For example mutants lacking genes required
for GABA transmission like the vesicular GABA transporter unc-47 are hypersensitive
to aldicarb-induced paralysis [25]. To investigate if our TDP-43 and FUS transgenics
had abnormal activity at the neuromuscular junction we exposed the animals to aldicarb.
We observed that, like wunc-47 mutants, mTDP-43 and mFUS animals were
hypersensitive to aldicarb-induced paralysis, while wtTDP-43 and wtFUS transgenics
showed a rate paralysis identical to non-transgenic N2 worms (Figures 5A, B). These
data suggest that the inhibitory GABA signalling is impaired in mTDP-43 and mFUS
transgenics. unc-47 mutants are classically described as having a “shrinker” phenotype,
where in response to touch the worm does not move away but instead the whole body
undergoes longitudinal shortening [21], and we observed that the shrinker phenotype
was weakly penetrant in adult mTDP-43 and mFUS worms. To determine if impaired
GABAergic neurotransmission contributed to the paralysis phenotype we examined two
unc-47 loss-of-function mutants and they both showed age-dependent paralysis, a
phenotype not previously reported for unc-47 (Figure 5C) [21]. Thus, mTDP-43 and
mFUS cause neuronal dysfunction in GABA neurons leading to progressive motility
defects culminating in paralysis, a phenotype similar to animals deficient in GABAergic

signalling.
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TDP-43 and FUS cause progressive degeneration of motor neurons

Many neurodegenerative diseases are characterized by neuronal dysfunction
prior to degeneration [26]. To investigate if the progressive paralysis phenotypes in our
TDP-43 and FUS transgenics were accompanied by neurodegeneration we crossed all of
the transgenics with an integrated reporter (unc-47p::GFP) that expresses GFP in the
same GABAergic motor neurons [13] (Figures 6A, B). Similar to reports from another
C. elegans TDP-43 toxicity model [27], we observed gaps/breaks in motor neuron
processes in TDP-43 and FUS animals compared to animals expressing unc-47p::GFP
alone (Figures 6 C-F). We extended our analysis by scoring degeneration in living GFP,
wtTDP-43, mTDP-43, wtFUS and mFUS transgenics at days 1, 5 and 9 of adulthood.
We observed that degeneration was age-dependent and occurred at higher rate for the
mTDP-43 and mFUS animals compared to the wtTDP-43 and wtFUS transgenics
(Figure 6G). Thus our TDP-43 and FUS transgenics mimic the adult-onset, gradual
decline of neuronal function ultimately resulting in age-dependent motor neuron

degeneration seen in diseases like ALS.

Mutant TDP-43 and FUS are highly insoluble

Since TDP-43 and FUS are prone to aggregation in several model systems
including C. elegans, we tested if the same was true for our transgenics [27-33]. To
examine if protein misfolding is more pronounced for strains expressing mTDP-43 and
mFUS, we used a biochemical assay to detect protein aggregation. Here homogenized
protein extracts from transgenic worms were separated into supernatant (detergent-

soluble) and pellet (detergent-insoluble) fractions [30]. Immunoblotting the TDP-43
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transgenics with a human TDP-43 antibody revealed the accumulation of mTDP-43 in
the pelleted, insoluble fraction, while wtTDP-43 proteins were predominantly detected
in the supernatant, or soluble fractions (Figure 7A). Similar results were obtained for the
FUS transgenics where immunoblotting with a human FUS antibody showed that mFUS
accumulated in the insoluble pellet fraction while wtFUS proteins remained soluble
(Figure 7B). These data suggest that mTDP-43 and mFUS proteins are susceptible to
misfolding leading to insolubility and aggregation that may contribute to motor neuron
dysfunction and degeneration.

Next focusing on the mTDP-43 and mFUS transgenics we fixed whole unc-
47p::GFP;mTDP-43 and unc-47p::GFP;mFUS worms and respectively stained them
with human TDP-43 and human FUS antibodies. We detected mTDP-43 and mFUS in
both the nuclei and cytoplasm of motor neurons (Figure 8). The cytoplasmic
accumulation of mTDP-43 and mFUS in our transgenics is consistent with findings in
patients suggesting that these proteins misfold leading to intracellular build-up and
aggregation.

Finally, we noticed that the fixed mTDP-43 and mFUS showed gaps or breaks
along the GFP labelled neuronal processes similar to what was observed in living
animals (Figures 6D, F). To confirm that neurodegeneration was not simply due to loss
of GFP signals, we stained whole unc-47p::GFP;mTDP-43 and unc-47p::GFP;mFUS
worms for GABA [22]. We observed that the gaps along the processes as visualized by a
loss of GFP signal likewise corresponded to a loss of GABA staining (Figure 9).
Altogether these data suggest that the expression of TDP-43 and FUS lead to
degeneration of motor neurons as has been observed for TDP-43 in other worm models

[27].
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Paralysis phenotypes are enhanced in liquid culture

One goal in developing these transgenics is for use in genetic and
pharmacological suppressor screens. TDP-43 and FUS transgenics may have decreased
inhibitory GABA signalling ultimately causing muscle hypercontraction leading to
paralysis. When grown on solid media the mTDP-43 and mFUS paralysis phenotypes
manifest over a period of 5 to 13 days (Figure 2). Worms grown in liquid culture exhibit
a stereotypical swimming motion that is considerably more vigorous than worms
crawling on solid media [34]. We hypothesized that placing worms in liquid culture
would increase activity at the neuromuscular junction and precipitate paralysis
phenotypes much earlier than worms grown on solid media.

Using age-synchronized worms we transferred young adult TDP-43 and FUS
transgenics to 96-well plates with liquid media and scored their motility every 2 hours.
We observed a rapid onset of paralysis for the mTDP-43 and mFUS lines with
approximately 80% of the population becoming immobile after 6 hours progressing to
100% paralysis after 12 hours (Figure 10A, B Videos S1-S4). wtTDP-43 and wtFUS
animals also showed increased paralysis but at a much lower rate, with approximately
20% of the animals immobile after 6 hours moving to 80% paralysis after 12 hours
(Figure 10, Videos S5-S8). Non-transgenic N2 animals showed a very low rate of
paralysis of approximately 15% after 12 hours (Figure 10C, Videos S9-S10). In
comparison, approximately 50% of transgenic unc-47p::GFP control animals were
paralysed after 12 hours, a rate intermediate between non-transgenic N2 worms and
transgenic wtTDP-43 and wtFUS animals (Figure 10C, Videos S11-S12). The difference

between wild type and mutant transgenic lines is easy to distinguish, particularly at 6
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hours, and suggests that this phenotype may be used for rapid genetic and chemical

screening.
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Discussion

Here we introduce a novel C. elegans platform for investigating mechanisms of
motor neuron toxicity caused by mTDP-43 and mFUS. To more closely model human
disease we chose to express full-length human TDP-43 and FUS without additional tags
since the inclusion of tags like GFP can mask or enhance the phenotypes of wild type
and mutant proteins [35,36]. Additionally, we reasoned that restricting expression to a
smaller set of neurons might produce phenotypes less severe, or later, than observed in
other C. elegans models [27,29,30,33]. Since ALS is characterized by degeneration of
the motor neurons we engineered strains expressing human TDP-43 and FUS in the
animal’s 26 GABAergic neurons [13,22]. Additionally, ALS patients show cortical
hyperexcitability that may be due to reduced inhibitory signalling from the GABAergic
system [37,38]. We believe our transgenic mTDP-43 and mFUS worms recapitulate this
pathophysiological mechanism; they show decreased GABA staining and are
hypersensitive to the acetylcholinesterase inhibitor aldicarb, suggesting a reduction of
inhibitory GABA input at neuromuscular junctions [24,25]. In our models sensitivity to
aldicarb can be detected in day 1 adult worms, while paralysis and motor neuron
degeneration can first be detected starting at day 5 of adulthood demonstrating that
similar to ALS, neuronal dysfunction occurs prior to neurodegeneration [39].

Importantly, our transgenic TDP-43 and FUS animals only begin to show
motility defects once they have reached adulthood a feature absent from other models
[27,29,30,33]. Thus our models mirror a prominent clinical feature of ALS, they display
adult-onset, age-dependent, progressive paralysis [40,41]. Additionally, unlike

previously described TDP-43 and FUS models based on pan-neuronal expression
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[27,30,33] our transgenics do not show reduced lifespan suggesting the behavioural
phenotypes observed in our transgenics are not influenced by general sickness. Our
transgenics do share many features with other neuronal-based models, notably the
aggregation and insolubility of mutant TDP-43 and FUS as well as degeneration of
motor neurons suggesting there may be common mechanisms of toxicity amongst the
models [27,29,30,32,33,42-45]. However, cytoplasmic aggregation of TDP-43 and FUS
is a prominent feature of the human pathologies and this is seen in a recently described
worm FUS model [33], but is absent from previously reported TDP-43 models
[27,29,30]. We detect TDP-43 and FUS in both the nucleus and the cytoplasm of motor
neurons from young adult (Day 1) transgenics. The preferential toxicity of mutant TDP-
43 and FUS alleles along with their cytoplasmic accumulation suggests our models may
recapitulate aspects of neurotoxicity relevant to the disease state.

With no clear mechanism for TDP-43 and FUS neuronal toxicity it is currently
not possible to design in vitro assays for high-throughput drug screening. Thus the
further development and characterization of in vivo models for neurodegeneration will
guide studies in mammalian systems. We believe our models strike an optimal balance
between strong, age-dependent phenotypes and the expression of mutant proteins in
relatively few neurons, and may be useful for modifier screening. In terms of sensitivity,
genetic mechanisms and/or small molecules need only to work on 26 neurons to achieve
suppression. In terms of speed, our transgenics offer the possibility of medium-
throughput suppressor screening based on the accelerated paralysis phenotype of mTDP-
43 and mFUS worms grown in liquid culture. mTDP-43 and mFUS cause neuronal
dysfunction in advance of motor neuron degeneration. The path from protein misfolding

to neuronal dysfunction and cell death takes many decades in humans and it may be
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more efficient to target therapies to early pathogenic stages. Thus using simple systems
to screen for suppression of neuronal dysfunction may be useful to prevent subsequent
neurodegeneration.

A number of models for TDP-43 and FUS toxicity in various systems have been
described, but there is still no clear answer whether TDP-43 and FUS neuronal toxicity
are due to a loss/gain of function of these proteins individually or together in some
common genetic pathway [44-46]. Furthermore it is still unclear if all TDP-43 and FUS
mutations share similar pathogenic mechanisms but having similarly constructed models
for each may address this question. Now that we have validated the unc-47 motor neuron
approach for modelling toxicity, future work will focus on the development of new
transgenics with additional TDP-43 and FUS mutations.

We present here novel transgenics for investigating age-dependent motor neuron
toxicity caused by mutant TDP-43 and FUS. We expect these strains will be useful for
identifying genetic and chemical suppressors to give insights into disease mechanisms

and support the development of new therapies for age-dependent neurodegeneration.
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Materials and Methods

Nematode strains

Standard methods of culturing and handling worms were used [47]. Worms were
maintained on standard NGM plates streaked with OP50 E. coli. Strains used in this
study were obtained from the C. elegans Genetics Center (University of Minnesota,
Minneapolis) and include: N2, oxIsi2[unc-47p::GFP + lin-15], unc-47(e307), unc-
47(gk192) and unc-119(ed3).

Transgenic TDP-43 and FUS worms

Human cDNAs for wild type and mutant TDP-43[A315T], and wild type and mutant
FUS-TLS[S57A] were obtained from Dr. Guy Rouleau (CRCHUM, Université de
Montréal). The cDNAs were amplified by PCR and cloned into the Gateway vector
pDONR221 following the manufacturer’s protocol (Invitrogen). Multisite Gateway
recombination was performed with the pDONR TDP-43 and FUS clones along with
clones containing the unc-47 promoter (kind gift from Dr. Erik Jorgensen, University of
Utah), the unc-54 3'UTR plasmid pCM5.37 (Dr. Geraldine Seydoux, Johns Hopkins,
Addgene plasmid 17253) and the destination vector pCFJ150 to create unc-47::TDP-43
and unc-47::FUS expression vectors. Transgenic lines were created by microinjection of
unc-119(ed3) worms, multiple lines were generated and strains behaving similarly were
kept for further analysis. Transgenes were integrated by UV irradiation and lines were
outcrossed to wild type N2 worms 5 times before use. The main strains used in this
study include: xqlsi32[unc-47::TDP-43-WT;unc-119(+)], xqls133[unc-47::TDP-
43[A315T] ;unc-119(+)], xqls173[unc-47::FUS-WT,unc-119(+)], and  xqls98[unc-
47::FUS[S57A];unc-119(+)].

Paralysis assays on plates

For worms expressing TDP-43 or FUS, 20-30 adult day 1 animals were picked to NGM
plates and scored daily for movement. Animals were counted as paralyzed if they failed
to move upon prodding with a worm pick. Worms were scored as dead if they failed to
move their head after being prodded in the nose and showed no pharyngeal pumping. All
experiments were conducted at 20°C.

Lifespan assays

Worms were grown on NGM-FUDR plates to prevent progeny from hatching. 20
animals/plate by triplicates were tested at 20°C from adult day 1 until death. Worms
were declared dead if they did not respond to tactile or heat stimulus. Survival curves
were produced and compared using the Log-rank (Mantel-Cox) test.

Aldicarb test

To evaluate synaptic transmission, worms were grown on NGM and transferred to NGM
plates + 1mM aldicarb at adult day 1. Paralysis was scored after 1 and 2 hours on
aldicarb plates. Animals were counted as paralyzed if they failed to move upon prodding
with a worm pick. All tests were performed at 20°C.



145

Liquid culture protocol

Synchronized populations of worms were obtained by hypochlorite extraction. Young
adult worms were distributed in 96-wells plate (20 ul per well; 20-30 worms per well),
containing bacteria and incubated for up to 6h at 20°C on a shaker. The motility test was
assessed by stereomicroscopy. Videos of worms were taken with on an Olympus S7x7
stereomicroscope equipped with a Grasshopper GRAS-03K2M camera using Flycap
software (Point Grey Research) at a rate of 300 frames per second.

Immunostaining of whole worms

Age synchronized, adult day 1, whole worms were fixed and stained as described in
WormBook [48]. Antibodies used include: rabbit anti-TDP-43 (1:50, Proteintech), rabbit
anti-FUS/TLS (1:50, AbCam), and rabbit anti-GABA (1:50, Proteintech).

Fluorescence microscopy

For scoring gaps/breaks from TDP-43 and FUS transgenics, synchronized animals were
selected at days 1, 5 and 9 of adulthood for visualization of motor neurons in vivo.
Animals were immobilized in M9 with 5 mM levamisole and mounted on slides with 2%
agarose pads. Motor neurons were visualized with a Leica 6000 microscope and a Leica
DFC 480 camera. A minimum of 100 animals was scored per treatment over 4-6 trials.
The mean and SEM were calculated for each trial and two-tailed t-tests were used for
statistical analysis.

Worm lysates

Worms were collected in M9 buffer, washed 3 times with M9 and pellets were placed at
-80°C overnight. Pellets were lysed in RIPA buffer (150mM NaCl, 50mM Tris pH 7.4,
1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1% sodium deoxycholate) + 0.1% protease inhibitors (10
mg/ml leupeptin, 10 mg/ml pepstatin A, 10 mg/ml chymostatin LPC;1/1000). Pellets
were passed through a 27, G syringe 10 times, sonicated and centrifuged at 16000g.
Supernatants were collected.

Protein quantification
All supernatants were quantified with the BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
following the manufacturer instructions.

Protein solubility

For TDP-43 and FUS transgenics soluble/insoluble fractions, worms were lysed in
Extraction Buffer (IM Tris-HCI pH 8, 0.5M EDTA, IM NaCl, 10% NP40 + protease
inhibitors (LPC;1/1000)). Pellets were passed through a 27,, G syringe 10 times,
sonicated and centrifuged at 100000g for 5 min. The soluble supernatant was saved and
the remaining pellet was resuspended in extraction buffer, sonicated and centrifuged at
100000g for 5 min. The remaining pellet was resuspended into 100ul of RIPA buffer,
sonicated until the pellet was resuspended in solution and saved.
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Immunoblots

Worm RIPA samples (175 pg/well) were resuspended directly in 1x Laemmli sample
buffer, migrated in 12.5% or 10% polyacrylamide gels, transferred to nitrocellulose
membranes (BioRad) and immunoblotted. Antibodies used: rabbit anti-human-TDP-43
(1:200, Proteintech), rabbit anti-human-FUS/TLS (1:200, AbCam), and mouse anti-actin
(1:10000, MP Biomedical). Blots were visualized with peroxidase-conjugated secondary
antibodies and ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). Densitometry was
performed with Photoshop (Adobe).

Statistics

For paralysis and stress-resistance tests, survival curves were generated and compared
using the Log-rank (Mantel-Cox) test, and 60-100 animals were tested per genotype and
repeated at least three times. For image analysis statistical significance was determined
by Student’s t-test and the results shown as mean + standard error. Prism 5 (GraphPad
Software) was used for all statistical analyses.
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Figure Legends

Figure 1. TDP-43 and FUS transgene constructs.

(A) Full-length wild type human TDP-43 and the clinical mutation A315T were cloned
into a vector for expression in motor neurons by the unc-47 promoter and injected into
C. elegans.

(B) Full-length wild type human FUS and the clinical mutation S57A were cloned into
the unc-47 expression vector and injected into C. elegans. RRM (RNA Recognition
Motif), Q/G/S/Y (Glutamine-Glycine-Serine-Tyrosine-rich region), R/G (Arginine-

Glycine-rich region), NLS (Nuclear localization signal).

Figure 2. Expression of human TDP-43 and FUS proteins in C. elegans transgenics.

(A) Total protein levels from non-transgenic worms, human lymphoblast cells and
transgenic worms expressing wtTDP-43 or mTDP-43. Staining with a human TDP-43
antibody showed no signal for non-transgenic worms but a signal corresponding to full-
length human TDP-43 at ~45 kDa in size was observed in extracts from human cells and
the two transgenic TDP-43 worm strains. wtTDP-43 and mTDP-43 strains showed
comparable protein expression levels.

(B) Total protein levels from non-transgenic worms, human lymphoblast cells and
transgenic worms expressing wtFUS or mFUS. Using a human FUS antibody, no signal
was detected in non-transgenic worms, but a signal corresponding to full-length human
FUS at ~75 kDa in size was observed in extracts from lymphoblast cells and the
transgenic FUS worm strains. wtFUS and mFUS worms showed identical levels of

protein expression. For all experiments actin staining was used as a loading control and
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expression ratios + SEM of TDP-43 or FUS to actin was determined from 3 independent

experiments. Representative western blots are shown.

Figure 3. Mutant TDP-43 and FUS cause adult-onset, age-dependent paralysis in C.
elegans.

Transgenics were monitored from the adult stage and scored daily for paralysis.

(A) mTDP-43 worms show a rate of progressive paralysis that is greater than transgenics
expressing wtTDP-43 (P<0.001).

(B) Transgenics expressing mFUS become paralysed significantly sooner than wtFUS
control transgenics (P<0.001).

(C) Transgenic worms expressing GFP in motor neurons show low levels of paralysis.

Figure 4. TDP-43 and FUS transgenes do not affect lifespan.

Beginning at Day 1 of adulthood we tested the lifespans of wild type non-transgenic N2
worms and transgenics expressing (A) wtTDP-43 and mTDP-43 as well as (B) animals
expressing wtFUS and mFUS. Animals expressing TDP-43 or FUS transgenes had

lifespans indistinguishable from N2 worms.

Figure 5. Mutant TDP-43 and FUS impair synaptic transmission.

(A) Cholinergic neuronal transmission was measured by determining the onset of
paralysis induced by the cholinesterase inhibitor aldicarb. unc-47(e307) mutants and
mTDP-43 transgenics were hypersensitive to aldicarb-induced paralysis compared to
either wtTDP-43 transgenics or N2 worms (P<0.001 for unc-47 or mTDP-43 compared

to N2 or wtTDP-43 worms). (B) mFUS transgenics and unc-47(e307) mutants were
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more sensitive to aldicarb induced paralysis compared to either wtFUS transgenics or
N2 controls (P<0.001).
(C) unc-47 mutants grown on regular worm plates showed age-dependent progressive

paralysis.

Figure 6. Mutant TDP-43 causes motor neuron degeneration.

Shown are representative photos of living, adult unc-47p::GFP, unc-47p::GFP;TDP-43,
and unc-47p::GFP;FUS transgenics.

(A) Image of an entire unc-47p:: GFP worm showing the GABAergic motor neurons.

(B) High-magnification of the framed area from (A) showing wild type morphology of
motor neurons.

High magnification of motor neurons labelled with unc-47p.::GFP in (C) wtTDP-43, (D)
mTDP-43, (E) wtFUS and (F) mFUS transgenics showing gaps along neuronal
processes (arrows).

(G) Quantification of neurodegeneration in transgenic worms at days 1, 5 and 9 of
adulthood. * wtTDP-43 and wtFUS have a higher rate of neurodegeneration compared to
unc-47p::GFP controls (P<0.001). fmTDP-43 transgenics have a higher rate of
neurodegeneration at days 5 and 9 compared to wtTDP-43 transgenics (P<0.001).
ImFUS transgenics show an enhanced rate of neurodegeneration at days 5 and 9 of

adulthood in compared to wtFUS transgenics (P<0.001).

Figure 7. Mutant TDP-43 and FUS are highly insoluble.
Shown are representative images from western blotting of the soluble supernatant and

insoluble pellet fractions of protein extracts from transgenic TDP-43 and FUS strains.
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(A) Blotting against TDP-43 shows that a large proportion of the TDP-43 signal resides
in the insoluble fraction for mTDP-43 worms, while the signal is largely soluble for the
wtTDP-43 samples.

(B) Immunoblotting with a human FUS antibody revealed that mFUS proteins primarily
resided in the insoluble fractions while wtFUS proteins were exclusively soluble.

Immunoblotting for actin was used as the loading control.

Figure 8. Mutant TDP-43 and FUS aggregate in vivo.

(A) Representative image of a fixed unc-47p::GFP;mTDP-43 worm stained with a
human TDP-43 antibody. The green channel shows GFP labelled motor neurons.
Antibody staining (red signal) revealed aggregation of TDP-43 signals in motor neurons.
Staining of motor neuron nuclei with DAPI (blue signal) revealed that TDP-43 is both
cytoplasmic (single arrowhead) and nuclear (double arrowhead).

(B) Staining of unc-47p::GFP;mFUS worms with a human FUS antibody (red signal)
and DAPI (blue signal) revealed cytoplasmic (single arrowhead) and nuclear (double

arrowhead) accumulations in motor neurons.

Figure 9. Decreased GABA staining in mutant TDP-43 and FUS worms.

(A) Fluorescent micrograph of a fixed unc-47p::GFP;mTDP-43 worm stained with a
GABA antibody revealed neurodegeneration in motor neurons that mirrors the loss of
GFP signals.

(B) Staining of unc-47p::GFP;mFUS worms also showed loss of GABA signals similar

to the loss of GFP in the motor neurons.
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Figure 10. Accelerated paralysis phenotypes for TDP-43 and FUS transgenics in
liquid culture.

(A) Paralysis phenotypes resolve over a number of hours for wtTDP-43 and mTDP-43
worms grown in liquid culture. mTDP-43 worms have a faster rate of paralysis
compared to wtTDP-43 transgenics (P<0.001).

(B) Transgenic mFUS worms show motility defects and become paralysed at a rate
faster than wtFUS controls (P<0.001).

(C) unc-47p.:GFP transgenics have an increased rate of paralysis compared to non-

transgenic N2 worms (P<0.001).



