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Comprendre les causes de la Sclérose Latérale Amyotrophique et
de la Démence Fronto-Temporale (SLA/DFT)

A - INTRODUCTION

Les microsatellites sont des séquences d’ADN composées de 3 a 6 nucléotides, répétées de multiples fois
et qui occupent de 3 a 5% du génome humain. Ces microsatellites varient fortement en taille et en
séquence et sont essentielles pour le bon fonctionnement et I'évolution des génomes. Toutefois, des
expansions anormales de ces microsatellites peuvent conduire a plus de 50 maladies génétiques
humaines, notamment des pathologies neurodégénératives comme NIID (Maladie a Inclusions
Intranucléaires Neuronales) et la SLA/DFT (Sclérose Latérale Amyotrophique et Démence Fronto-
Temporale). Cependant, les mécanismes moléculaires a I'origine de ces pathologies restent encore mal

connus. De plus, il n’existe pas de traitement a ces maladies.

B - RESULTATS

La maladie a inclusions intranucléaires neuronales (NIID, « Neuronal Intranuclear Inclusion Disease ») est
une maladie neurodégénérative d’origine génétique et dont les manifestations cliniques varient d’un
patient a I'autre, avec des signes de démence et de parkinsonisme souvent associés a une neuropathie
périphérique, une ataxie cérébelleuse et une faiblesse musculaire, etc. (Sone et al., 2016).

Comme son nom l'indique, cette maladie est caractérisée par la présence d’inclusions intranucléaires
éosinophiliques positives a 'ubiquitine et a p62 (Sone et al., 2016 ; Gelpi et al., 2017). Ces agrégats
protéiques sont présents dans les neurones et les astrocytes du systéeme nerveux central ainsi que dans
les fibroblastes, permettant ainsi de confirmer le diagnostic de ce syndrome par biopsie cutanée.

En 2019, la cause génétique de cette maladie a été identifiée comme une expansion de 50 a 200
répétitions des tri-nucléotides GGC située dans la région 5’UTR du gene NOTCH2NLC (Ishiura et al., 2019 ;
Sone et al., 2019). Mon travail de theése a porté sur les mécanismes de toxicité de cette mutation.

Des expériences de transfection cellulaire m’ont permis de mettre en évidence que, malgré la localisation
dans une région 5’UTR prédite comme « non-codante », ces répétitions GGC étaient traduites dans un
cadre de lecture unique ou chaque triplet GGC est décodé en un acide aminé glycine, créant alors une
nouvelle protéine composée d’une suite de résidus glycines, que nous avons appelé uN2CpolyG.
L'initiation de la traduction de cette protéine se fait a partir d’'un codon ATG situé en amont de ces
répétitions GGC.

Afin d’attester de I'existence de cette protéine chez les patients NIID, nous avons développé des anticorps
dirigés contre la partie C-terminale de uN2CpolyG. Des immunofluorescences réalisées sur des lames de
cerveaux ainsi que sur des biopsies cutanées de patients ont alors révélé la présence de la protéine
uN2CpolyG dans les agrégats intranucléaires typiques de cette maladie. Ces résultats éclairent ainsi
I’origine des inclusions intranucléaires caractéristiques de cette maladie.

De plus, I'expression de cette nouvelle protéine en culture primaire de neurones d’embryons de souris
conduit a la formation d’agrégats intranucléaires et a une mort cellulaire. Enfin, I'expression de la protéine
uN2CpolyG chez des souris provoque une hyperactivité, des tremblements, une ataxie, une faiblesse
musculaire ainsi qu’une mort prématurée de ces animaux. Au point de vue histopathologique, les cerveaux
de ces souris montrent des signes de neurodégénérescence et de neuro-inflammation associés a la
présence d’inclusions intranucléaires positives a I'ubiquitine et a p62. Ainsi, la seule expression de la
protéine uN2CpolyG est suffisante pour récapituler les caractéristiques pathologiques de la maladie NIID.

En conclusion, mon travail de thése a permis de comprendre les causes a I’origine de la maladie NIID : la
traduction de répétitions de tri-nucléotides GGC en une nouvelle protéine composée de polyGlycine
toxique, qui forme des inclusions intranucléaires.
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C - PROJET
C-1. Background scientifique

Avec une personne touchée sur 50 000, la sclérose latérale amyotrophique (SLA), également appelée
maladie de Charcot, est la troisieme maladie neurodégénérative la plus commune aprés les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson. La SLA est caractérisée par une dégénérescence progressive des
motoneurones supérieurs dans le cortex moteur, et inférieurs au niveau du tronc cérébral et de la colonne
vertébrale. Cette neurodégénérescence engendre une atrophie et une faiblesse musculaire qui mene la
majorité des patients a la paralysie, puis a la mort par déficience respiratoire en moyenne 3 a 5 ans apres
le diagnostic (Logroscino et al.,2010).

La démence fronto-temporale (DFT) est la troisieme cause de démence la plus commune apres la maladie
d’Alzheimer et la démence a corps de Lewy. La DFT est caractérisée par une dégénérescence des neurones
des cortex frontaux et temporaux conduisant a des difficultés du langage et/ou des changements dans le
comportement, la personnalité et le controle émotionnel comme des altérations de la conduite en société,
une désinhibition, une apathie affective, etc. (Khan & de Jesus, 2021).

Il est important de noter que la SLA et la DFT peuvent exister sous des formes dites « pures », mais aussi
appartenir a un méme continuum. En effet, au niveau clinique, environ 15% des patients atteints de SLA
présentent aussi une DFT et, de méme, parmi les patients atteints de DFT, 40% des sujets présentent aussi
des déficits moteurs dont 15% sont compatibles avec une SLA (Ringholz et al., 2005). De plus, I'observation
de nombreuses similitudes entre la SLA et la DFT, tant au niveau histopathologique que génétique, a
confirmé I'existence d’un continuum entre ces deux maladies (pour revue : Ringholz & Greene, 2006 ; Ling
et al., 2013).

Bien que la majorité des cas de SLA et de DFT soient sporadiques, environ 10% des patients présentent
une forme familiale de SLA et 30% une forme familiale de DFT, généralement avec une transmission
autosomale dominante et on dénombre a ce jour une vingtaine de genes associés a ces maladies, dont
une mutation dans le géne C90RF72, sujet de ce projet.

En effet, il a été identifié en 2011 que la cause génétique principale a la fois de SLA et de DFT est une
expansion de répétitions d’hexa-nucléotides GGGGCC dans le premier intron du gene C90RF72 (Delesus-
Hernandez et al., 2011 ; Renton et al., 2011). Cette expansion de répétitions est retrouvée dans 20 a 50%
des cas de SLA et DFT familiaux et, en moindre proportion, de 5 a 10%, chez les cas sporadiques (Majounie
et al., 2012). Dans la population générale, le nombre de répétitions de microsatellites GGGGCC est compris
entre 2 et 70 alors que chez les patients atteints de SLA et/ou de DFT, cette expansion peut s’étendre a
plusieurs centaines de répétitions GGGGCC.

Ces répétitions conduisent a des modifications épigénétiques du promoteur du gene C9ORF72 conduisant
a une diminution d’expression de la protéine C9ORF72 codée par ce gene. La perte d’expression de
C90RF72 chez le poisson-zebre conduit a une altération de leur mobilité et a une perte de motoneurones
(Ciura et al., 2013). Ces résultats suggerent qu’une diminution d’expression de C90ORF72 puisse contribuer
a la SLA/DFT. Néanmoins, la fonction de cette protéine C9ORF72 est mal comprise.

De plus, ces répétitions GGGGCC sont traduites en protéines composées de DiPeptides Répétés (protéines
DPR) toxiques. Ces protéines DPR sont composées de répétitions de polyGlycine-Alanine (polyGA),
polyGlycine-Proline (polyGP) et/ou polyGlycine-Arginine (polyGR) (Ash et al., 2013 ; Gendron et al., 2013 ;
Mori et al., 2013a; Zu et al, 2013). La présence de ces protéines DPR est confirmée grace au
développement d’anticorps dirigés contre celles-ci et I'observation de ces protéines DPR sous forme
d’inclusions cytoplasmiques dans les neurones des patients SLA/DFT (Gendron et al., 2013 ; Mackenzie et
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al., 2013 ; Mori et al., 2013b ; Zu et al., 2013). Ces résultats ne sont pas sans rappeler la traduction des
répétitions GGC dans la maladie NIID ; toutefois, le mécanisme de traduction de ces répétitions GGGGCC
dans la SLA/DFT était indéterminé.

C-2. Résultats préliminaires

Grace a mon expertise sur la maladie NIID et la traduction des répétitions GGC (Boivin et al., 2021), j'ai
utilisé une approche similaire pour étudier la traduction des répétitions GGGGCC dans la SLA/DFT. Ainsi,
des expériences de transfection cellulaire suivie par des analyses de spectrométrie de masse ont montré
que les répétitions GGGGCC étaient principalement traduites en protéines DPR polyGA, polyGP et polyGR
via 'utilisation de codons d’initiation de la traduction sous-optimaux situés en amont de ces répétitions.
Par conséquent, ces protéines DPR s’expriment faiblement et sont donc peu toxiques. Cependant, nous
avons découvert que la protéine C90RF72 est impliquée dans le mécanisme d’autophagie, et notamment
dans la dégradation de ces protéines DPR. La diminution d’expression de la protéine C9ORF72 chez les
patients atteints de SLA/DFT entraine alors une diminution de la dégradation des protéines DPR, et donc
leur accumulation et leur toxicité, du moins en modele cellulaire.

En conclusion, ce travail a permis de mieux comprendre comment les répétitions GGGGCC étaient
traduites en protéines DPR, mais a aussi permis d’identifier un nouveau modeéle de toxicité synergique
dans la SLA/DFT, ou la diminution d’expression de la protéine C9ORF72 permet I’accumulation et la
toxicité de ces protéines DPR.
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C-3. Projet et utilisation du financement Thérése & René Planiol

Nos résultats ont été obtenus en modéle cellulaire et nécessitent d’étre confirmés en modéle animal. Pour
cela, j'ai développé de nouveaux outils moléculaires, et notamment des virus AAV/PHP.eB recombinants
permettant d’infecter le systeme nerveux central (SNC) des souris et ainsi exprimer les protéines DPR
polyGA, polyGP et polyGR sous leur codon d’initiation naturel. Comme preuve de faisabilité de cette
approche, j'ai déja développé ce type de virus pour exprimer la protéine polyGlycine dans le SNC de souris
et ainsi étudier la maladie NIID (Boivin et al., 2021).

Afin de confirmer notre modele de synergie entre perte d’expression de la protéine C9ORF72 et
I'accumulation et la toxicité des protéines DPR, nous avons injecté des souris contrdles ou knockout pour
le géne C9ORF72 avec ces AAV/PHP.eB exprimant les diverses protéines DPR.

Concernant les souris injectées avec les virus exprimant la protéine DPR polyGA, jai observé le
développement d’altérations locomotrices chez les souris C9ORF72 KO a partir de 9 mois post-injection
d’AAV. Cependant, je n’ai pas observé de telles altérations dans les souris contréles. Ces résultats
confirment, en modéle animal, une synergie de toxicité entre la perte d’expression de la protéine COORF72
et I'expression de la protéine DPR polyGA.

En parallele et de maniere intéressante, I'expression de la protéine DPR polyGP s’est révélée tres toxique,
que ce soit dans des souris contréles ou C9ORF72 KO, avec une mort des animaux 3 a 6 mois post-injection
des AAV. Ces résultats sont inattendus car cette protéine polyGP n’a pas été décrite dans la littérature
comme étant particulierement toxique (Choi et al., 2019 ; Lopez-Gonzalez et al., 2019 ; LaClair et al., 2020).
Néanmoins, il est a noter que les études précédentes ont été réalisées avec une protéine polyGP artificielle
et tronquée. En effet, nous avons montré que l'initiation de la traduction de cette protéine DPR avait lieu
a un codon d’initiation sous optimal situé en amont des répétitions, conduisant ainsi a la production d’une
séquence N-terminale d’une soixantaine d’acides aminés débutant a ce codon d’initiation. Il est important
de noter que cette séquence n’a pas été décrite précédemment. L’analyse de cette séquence N-terminale
révele la présence de nombreux acides aminés chargés positivement, notamment des résidus arginines,
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qui sont connus pour leur toxicité pour les neurones. Nous souhaitons donc développer et injecter de
nouveaux virus AAV/PHP.eB exprimant soit uniquement cette séquence N-terminale riche en résidus
arginines, soit une protéine uniquement composée de polyGP et délétée de sa séquence N-terminale
naturelle (et donc identique a celle publiée comme peu toxique, cf. Choi et al., 2019 ; Lopez-Gonzalez et
al., 2019 ; LaClair et al., 2020). L’analyse du phénotype comportemental et locomoteur de ces souris
permettra ainsi de mettre en évidence quelle partie de la protéine DPR polyGP est toxique (sa séquence
N-terminale, sa séquence répétée de polyGP ou une éventuelle synergie entre ces deux parties). Il s’agit
d’une question importante car déterminer l'origine de la toxicité des protéines DPR permettra de mieux
définir quel motif protéique pourrait servir de cible thérapeutique.

Enfin, nous aimerions aussi confirmer I'existence de cette séquence N-terminale chez les patients atteints
de SLA/DFT et, pour cela, je souhaiterions développer, grace au prix Thérése & René Planiol, des anticorps
spécifiques de cette région de ~60 acides aminés riches en arginines. Ces nouveaux anticorps seraient
précieux pour mieux comprendre I'expression et la distribution des protéines DPR toxiques chez les
patients SLA/DFT, ou méme étre utilisés pour quantifier les protéines DPR comme biomarqueurs. Il est a
noter que nous sommes en contact avec des pathologistes experts dans ces maladies afin de m’aider dans
ces futures analyses (Prof Manuela Neumann, Tiibingen ; Prof Danielle Seilhan, Pitié-Salpétriere).

En conclusion, I'obtention du prix Thérése & René Planiol me permettrait de développer de nouveaux
outils moléculaires, notamment des AAV et des anticorps, qui nous permettront de mieux comprendre
les mécanismes de toxicité des protéines DPR, et donc les causes de la neurodégénérescence et la mort
neuronale dans la sclérose latérale amyotrophique et la démence fronto-temporale, et ceci afin
d’identifier de nouveaux biomarqueurs et cibles thérapeutiques pour ces maladies dévastatrices.
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