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Remise de cheques d'un montant total de 44 000 euros
dans le cadre de la 10° édition de I'action Espoir en téte
des Rotary Clubs luxembourgeois

Organisée pour la 10e année, I'action Espoir en téte, initiée par les Rotary Clubs
luxembourgeois, a permis de récolter 44 000 euros de dons en faveur de la recherche
au Luxembourg sur les maladies neurodégénératives. Depuis la mise en place de ce
projet commun des rotariens luxembourgeois en 2013, un total de 683 000 euros a pu
étre collecté pour soutenir 21 projets de recherche différents au Luxembourg,.

Laction Espoir en téte permet chaque année de récolter des dons via l'organisation
d’avant-premiéres et de projections d’exception dans les cinémas Kinepolis du Kirchberg
et de Belval.

En 2024 et pour la premiere fois, 'action a pu mettre en avant un film luxembourgeois,
« Renard et lapine sauvent la forét » produit par DOGHOUSE FILMS, SUBMARINE et
WALKING THE DOG et distribué au Luxembourg par TARANTULA DISTRIBUTION.
Invités le 6 octobre 2024 par les Rotary Clubs luxembourgeois, quelque 1 850 spectateurs
ont répondu présents. Huit euros de chaque place vendue 16 euros ont été reversés a la
recherche au Luxembourg sur les maladies neurodégénératives.

Ce public a ainsi permis, avec 'appui d’autres donateurs, de récolter 44 000 euros. Une
somme qui financera deux projets de recherche, soutenu chacun a hauteur de 25 000 res-
pectivement 19 000 euros, le premier projet concernant le role des amyloides issus du
microbiote sur le déclenchement de l'agrégation protéique liée aux maladies neurodégé-
nératives, le second l'étude du réle du transfert des mitochondries et lysosomes par les
tunneling nanotubes dans les maladies neurodégénératives.

Le role des amyloides issus du microbiote sur le déclenchement de 1’agrégation pro-
téique liée aux maladies neurodégénératives

Savoir si les petites protéines dérivées du microbiome peuvent ensemencer des amy-
loides liés a la neurodégénérescence est d'une importance capitale car cela pourrait
révéler des liens causaux entre des microorganismes spécifiques et la pathogenese de
maladies neurodégénératives. Ainsi, les petits amyloides dérivés du microbiome pré-
sentent un potentiel significatif en tant que nouveaux biomarqueurs pour le pronostic



et le diagnostic des maladies, ainsi que des cibles potentielles ou des guides pour des
interventions thérapeutiques précoces. Avant que de telles applications puissent étre
développées, une vérification moléculaire détaillée et une compréhension mécanis-
tique sont nécessaires pour déterminer comment et dans quelle mesure les petites
protéines microbiennes déclenchent le mauvais repliement et 'agrégation des amy-
loides humains critiques.

Ce projet est le fruit d'une collaboration interdisciplinaire entre les équipes neuroinflam-
mation du « Luxembourg Center for Systems Biomedecine (LCSB ) », le « Departement
of Physics and Material Science » de 1'Université de Luxembourg et du « Department of
Medecine and Genetics » de la Stanford University aux Etats Unis sous la direction du
Professeur Paul Wilmes (Luxembourg Centre for Systems Biomedicine (LCSB), Univer-
sité du Luxembourg). La durée du projet est estimée a 12 mois.

L'étude du role du transfert des mitochondries et lysosomes par les tunneling nano-
tubes dans les maladies neurodégénératives

Le financement de ce projet permettra d'améliorer notre compréhension du role de la
formation des TN'Tq entre les neurones et les microglies, et en particulier du transfert
fonctionnel des mitochondries et des lysosomes via ces structures dans le contexte de
la maladie d’Alzheimer et de Parkinson. Comprendre le réle du transfert mitochondrial
et lysosomal via les TNTs sera ensuite exploité pour développer des diagnostics ainsi
que de nouvelles voies thérapeutiques pour ces troubles neurodégénératifs. Enfin, nous
pensons que les résultats de ce projet serviront de catalyseur pour d’autres demandes
de subventions et propositions de projets sur les TNTs a l'avenir.

Participent a ce deuxieme projet le « Luxembourg Center for Systems Biomedecine
(LCSB) » et le Laboratoire National de Santé (LNS) sous la direction du professeur
Michael T. Heneka et du Dr Dimitri Budinger du LCSB. La durée du projet est estimée
de 6 a 9 mois.

Un travail d’équipe

Tous les Rotary Clubs luxembourgeois sont fiers d’avoir une nouvelle fois pu contribuer
avec cette action commune a la recherche au Luxembourg sur les maladies neurodégé-
nératives et remercient leurs partenaires DOGHOUSE FILMS, SUBMARINE, WALKING
THE DOG, TARANTULA DISTRIBUTION et KINEPOLIS pour leur soutien efficace.

Une nouvelle édition est d'ores et déja prévue en 2025 et vous pouvez faire un don a
I’Association Luxembourgeoise des (Euvres du Rotary avec la mention « Espoir en téte »
sur le compte bancaire IBAN LU94 0081 7737 4700 1003 (BLUXLULL).

Plus d’infos sur www.espoir-en-tete.lu
Contact :

Rotary Clubs du Luxembourg
E-mail: info@espoir-en-tete.lu



Descriptif détaillé par les directeurs et équipes des projets

Role des amyloides issus du microbiote sur le déclenchement de 1’agrégation pro-
téique liée aux maladies neurodégénératives

Contexte

Des changements dans le microbiome humain précedent les symptomes de la neurodé-
générescence mais les mécanismes reliant le microbiome aux voies de la maladie sont
non résolus a ce jour. Nous souhaitons tester I’hypothése selon laquelle des petites pro-
téines issues du microbiome sont amyloidogenes et déclenchent l'agrégation de pro-
téines humaines telles que I'a-synucléine (maladie de Parkinson), la protéine p-amyloide
(AP) et la protéine tau (maladie d’Alzheimer).

Les protéines amyloides se replient mal et s’agregent en fibrilles insolubles ou en
plaques caractérisées par des structures riches en feuillets p paralléles. Une fois formés,
les agrégats se propagent de maniére prionique d'une cellule nerveuse a l'autre. L'évé-
nement initial peut impliquer des agents étrangers tels que des protéines amyloides non
humaines, et cela peut se produire en dehors du cerveau, notamment dans le tractus
gastro-intestinal.

Les amyloides dérivés du microbiome, tels que la protéine curli (impliquée dans la for-
mation de biofilms bactériens et produite par les Enterobacteriaceae), peuvent causer le
mauvais repliement, 'agrégation et la propagation des amyloides humains pathogenes
comme l'a-synucléine dans des modeles murins humanisés. La capacité du microbiome
a produire des protéines ayant des propriétés amyloidogenes dans la gamme de taille
typique des protéines est ainsi établie. Cependant, le microbiome humain encode et ex-
prime également un ensemble diversifié de petites protéines sans fonction ou domaine
connu. Une fraction significative de ces petites protéines est sécrétée par les microbes et
a le potentiel d'influencer I'hote humain. De plus, elles se trouvent dans une gamme de
tailles typiquement observée pour les fragments amyloidogénes humains, par exemple,
les isoformes A3 de 40 et 42 acides aminés. Cependant, le potentiel amyloidogene de
ces petites protéines et leur potentiel a agir comme des semences pour l'agrégation des
amyloides humains restent a déterminer.

Données préliminaires

Sur la base de 467 537 séquences de petites protéines dérivées du microbiome, un pipe-
line bioinformatique a été congu pour identifier les petits amyloides potentiels en col-
laboration avec le groupe du Prof. Ami Bhatt de LUniversité de Stanford (Etats-Unis).
Globalement, le pipeline a prédit que plus de 77,5 % des séquences de petites protéines
contiennent des fragments amyloidogenes. La liste résultante de petites protéines amy-
loidogenes a été réduite a un sous-ensemble représentatif de 28 séquences candidates
utilisées pour les prédictions structurelles in silico a baide de boutil de prédiction struc-
turelle tres récent AlphaFold3 (alphafoldserver.com). De maniere frappante, la plupart
des protéines microbiennes forment des structures multimeriques caractéristiques des
amyloides de fagon autonome. De plus, les feuillets 3 semblent s'aligner avec les feuillets
P des protéines amyloides humaines, par exemple I'a-synucléine. Cela implique que les



petits amyloides microbiens peuvent agir comme des semences pour l'agrégation ulté-
rieure des amyloides humains.

La plausibilité des prédictions structurelles d’AlphaFold3 a été vérifiée par une simu-
lation de dynamique moléculaire mélangeant l'a-synucléine et petites protéines can-
didates dérivées du microbiome. L'assemblage est resté étroitement lié tout au long
de la simulation, indiquant que la prédiction d’AlphaFold3 de structures co-agrégées
d’amyloides humains et microbiens reflete des états fortement métastables. Plus précisé-
ment, la stabilisation thermodynamique de I'amyloide humain en présence de la petite
protéine amyloidogéne microbienne est un fort indicateur que la protéine bactérienne
peut ensemencer la formation d'amyloides humains. Dans la proposition actuelle, nous

visons a valider expérimentalement ces prédictions in silico.

Plan d’expériences

Sur la base des prédictions d'amyloidogénicité et de la modélisation des structures 3D
(propension a former des feuillets {3 et a s'aligner avec les feuillets 3 des amyloides hu-
mains), 10 séquences candidates ont été identifiées pour des tests expérimentaux in vitro
de 'amyloidogénicité et du potentiel a agir comme des semences pour l'agrégation des
amyloides humains. En plus, deux séquences ont été sélectionnés comme témoins néga-
tifs et positifs. Les propriétés amyloidogenes seront évaluées expérimentalement sur des
protéines synthétiques et exprimées par (i) L'évaluation de leur propension a former des
amyloides en évaluant la cinétique d’agrégation dans des conditions physiologiquement
représentatives. La cinétique sera évaluée en utilisant des techniques couramment utili-
sées telles que la fluorescence de la thioflavine T. La structure des agrégats formés sera
également évaluée par microscopie électronique a transmission (échelle macromolécu-
laire) et par spectroscopie (structure secondaire). (ii) L'évaluation de leur propension a
ensemencer (c'est-a-dire déclencher l'agrégation) avec des protéines hotes médicalement
importantes : a-synucléine, AB, et tau. Le méme ensemble de techniques sera utilisé. (iii)
L'évaluation de leurs effets physiologiques (toxicité et réponse inflammatoire) a l'aide
d’expériences in vitro utilisant des neurones et des microglies primaires.

Outre les tests sur des petites protéines synthétisées chimiquement qui peuvent ne
pas présenter les conformations tridimensionnelles correctes ou peuvent manquer de
modifications critiques, nous réaliserons également une expression génique basée sur
des microorganismes ainsi que des méthodes sans cellules. Les petites protéines candi-
dats seront clonées dans un vecteur de clonage standard et utilisées pour transformer
Escherichia coli. Les cellules transformées seront testées pour la formation d’amyloides
en particulier par microscopie apres coloration a la thioflavine T. De plus, l'expression
génique sans cellules sera réalisée en présence de la machinerie de transcription et de
traduction de E. coli. Les petites protéines purifiées seront testées par les mémes métho-
dologies utilisées sur les petites protéines synthétiques.

Perspectives et impact clinique

Savoir si les petites protéines dérivés du microbiome peuvent ensemencer des amyloides
liés a la neurodégénérescence est d'une importance capitale car cela pourrait révéler
des liens causaux entre des microorganismes spécifiques et la pathogeneése de maladies



neurodégénératives. Ainsi, les petits amyloides dérivés du microbiome présentent un
potentiel significatif en tant que nouveaux biomarqueurs pour le pronostic et le diagnos-
tic des maladies, ainsi que des cibles potentielles ou des guides pour des interventions
thérapeutiques précoces. Avant que de telles applications puissent étre développées, une
vérification moléculaire détaillée et une compréhension mécanistique sont nécessaires
pour déterminer comment et dans quelle mesure les petites protéines microbiennes dé-

clenchent le mauvais repliement et I'agrégation des amyloides humains critiques.

Etude du réle du transfert des mitochondries et lysosomes par les tunneling nano-
tubes dans les maladies neurodégénératives

Les agrégats pathologiques de protéines, tels que I'a-synucléine et la protéine tau, sont
une caractéristique observée dans plusieurs maladies neurodégénératives, y compris la
maladie d>Alzheimer (AD), la maladie de Parkinson (PD) et la démence frontotempo-
rale (FTD). Lagrégation pathologique de ces protéines perturbe la fonction neuronale
par divers mécanismes, conduisant in fine au stress cellulaire et a la mort neuronale.
Les microglies, les cellules immunitaires innées du cerveau, jouent un réle important
dans le maintien de la santé et de I'intégrité neuronale en médiant notamment 1'élagage
synaptique, le nettoyage des débris, ainsi qu’en libérant des facteurs neurotrophiques.
Dans les maladies neurodégénératives, les agrégats pathologiques de protéines affectent
'équilibre homéostatique des cellules microgliales, altérant ainsi la fonction et 'intégri-

té neuronales, tout en créant un environnement neuroinflammatoire.

Un nouveau mécanisme d’interaction microglie-neurone, médié par des connexions
intercellulaires directes, a savoir via des « tunneling nanotubes » (TNTs), a récemment
été décrit entre ces types cellulaires (Scheiblich et al., 2024). Les TNTs sont de fines pro-
trusions cellulaires composées d’actine et de tubuline, qui forment un pont entre les
cellules et facilitent le transfert de protéines, de mitochondries, de lysosomes et de vési-
cules intracellulaires. Des données préliminaires utilisant un model cellulaire murin
suggerent que les microglies peuvent former des TNTs avec les neurones et les débar-
rasser des agrégats pathologiques de protéines composés de tau hyperphosphorylée ou
d’a-synucléine, favorisant ainsi la dégradation de ces protéines (Scheiblich et al., 2024).
De plus, il a été démontré que les microglies partagent via les TNTs leurs mitochon-
dries saines avec les neurones affectés, réduisant ainsi le stress oxydatif et restaurant la
santé neuronale. L'échec d'un tel mécanisme neuroprotecteur pourrait, a son tour, étre
la cause de la neurodégénérescence. Bien que les TNTs puissent promouvoir la santé
et la survie des cellules, ils améliorent également la fonction globale de la population

microgliale et neuronale, aidant a atténuer I'inflammation et la dysfonction neuronale.

Evaluer la formation des TNTs et leur activité de transfert de divers organites et pro-
téines agrégées pourrait donc significativement améliorer notre compréhension des
mécanismes neuropathologiques impliqués entre les neurones et les microglies dans
le contexte de la maladie d’Alzheimer ou de Parkison. De plus, exploiter le potentiel
des TNTs pour promouvoir le transfert mitochondrial ou lysosomal pourrait ouvrir de
nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement de ces maladies neurodégéné-

ratives.



Dans notre laboratoire, nous possédons actuellement de nombreuses lignées de cellules
souches pluripotentes induites (iPSC) avec divers polymorphismes de génes identifiés
par des études d’association génomique (GWAS) qui pourraient moduler le risque de
développer la maladie d’Alzheimer ou Parkison, y compris des mutations dans les génes
APOE, TREM2 et CD33. Pour ce projet, nous visons a modifier génétiquement certaines
de ces lignées iPSC afin que celles-ci aient leurs mitochondries et leurs lysosomes expri-
ment un marqueur fluorescent, en utilisant la technologie CRISPR-Cas. Cette technique
nous permettra d’'obtenir des mitochondries et des lysosomes marqués de maniere stable
dans les lignées de iPSC, qui seront ensuite différenciées en neurones corticaux et en
microglies. Nous visons a étudier la formation de TNTs entre ces types cellulaires en
les cultivant dans un systéme de coculture. En caractérisant la formation de TNT entre
les neurones et les microglies, notre premier objectif est de comprendre et de caracté-
riser la dynamique de la formation des TNTs. De plus, en suivant les mitochondries et
lysomomes fluorescents grace a une technique de microscopie a haute résolution, cela
nous permettra de comprendre divers parametres tels que la cinétique du transport et la
direction du transfert de ces organites entre neurones et microglies, ainsi que permettre
de comprendre les processus moléculaires et cellulaires étant impliqués dans les cellules
donneuses et réceptrices. Létude du transfert de ces organites via les TNTs dans diverses
lignées controdles et dérivées de patients AD et PD nous aidera également a définir les
mécanismes spécifiques de ces maladies, pouvant ensuite étre exploités pour dévelop-
per de nouvelles approches thérapeutiquez. Enfin, l'utilisation de molécules modulant
la formation de TNTs et régulant le transfert des organites pourrait également servir de
nouvelles voies thérapeutiques dans le traitement de ces troubles neurodégénératifs.

Notre laboratoire a acquis une expertise significative dans la culture de iPSC et la techno-
logie CRISPR-Cas, nous permettant de réaliser a bien ce projet. De plus, notre laboratoire
a une expertise dans la formation et 'analyse des TNTs dans divers types cellulaires, y
compris les neurones et les microglies dérivés de iPSC, les lignées cellulaires immorta-
lisées et les lignées primaires de souris. Notre collaborateur, le Dr David Bouvier (LNS/
LCSB), fournira des échantillons de cerveau humain post-mortem comme preuve de
concept pour étudier la présence potentielle de TNTs dans les tissus humains, que nous
corrélerons avec les données obtenues avec nos lignées cellulaires de patients. Lexpertise
du Dr Anais Carpentier (LNS) en microscopie électronique nous permettra de réaliser de
la microscopie électronique a balayage (SEM) et de la microscopie électronique en trans-
mission (TEM) sur les TNTs des microglies-neurones dérivés de iPSC, permettant une
cartographie détaillée de la conformation structurelle des TNTs ainsi que de fournir des
informations sur le transfert mitochondrial et lysosomal a travers ces structures.

En résumé, le financement de ce projet permettra d’améliorer notre compréhension
du role de la formation des TNTq entre les neurones et les microglies, et en particulier
du transfert fonctionnel des mitochondries et des lysosomes via ces structures dans le
contexte de la maladie d’Alzheimer et de Parkinson. Comprendre le réle du transfert
mitochondprial et lysosomal via les TNTs sera ensuite exploité pour développer des dia-
gnostics ainsi que de nouvelles voies thérapeutiques pour ces trouble neurodégénératifs.
Enfin, nous pensons que les résultats de ce projet serviront de catalyseur pour d’autres
demandes de subventions et propositions de projets sur les TNTs a l'avenir.



