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RESUME

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative incurable
caractérisée par la perte progressive des motoneurones (MNs) au niveau du cortex moteur primaire,
du tronc cérébral et de la moelle épiniére. Environ 10% des cas de SLA sont de forme familiale (SLAf) a
transmission autosomique dominante, et a ce jour, plusieurs genes ont été associés a la SLAf.
Récemment, des mutations dans le gene UBQLN2, codant pour 'ubiquiline 2, ont été identifiées dans
des formes héréditaires de SLA et de SLA avec Démence Fronto-Temporale (SLA-DFT). Ces mutations
induisent la formation d’agrégats protéiques dans la moelle épiniére de patients atteints de SLA, ainsi
gue dans le cerveau de patients atteints de SLA-DFT. De facon intéressante, ces agrégats positifs a
I'ubiquiline 2, ont également été retrouvés dans d’autres formes familiales ainsi que dans des formes
sporadiques de SLA et de SLA-DFT. En raison de I'implication de 'ubiquiline 2 dans les voies assurant
la dégradation et le recyclage des protéines ubiquitinylées, essentielles pour la protéostasie et la survie
cellulaire, son role semble étre déterminant dans la pathogénése des différents types de SLA.

Pour étudier les mécanismes physiopathologiques de la maladie et envisager des solutions
thérapeutiques, nous avons créé un modeéle murin de SLA et de SLA-DFT liées a I'UBQLNZ2 par le
transfert de géne via un vecteur viral associé a I'adénovirus (AAV). Plus précisément, nous avons
généré deux lignées de souris exprimant soit I'ubiquiline 2 humaine sauvage, soit la forme humaine
contenant la mutation P497H, par l'injection intracérébroventriculaire (ICV) d’'un vecteur AAV10. Les
souris modeles ont récapitulé I'ensemble des caractéristiques associées a la maladie ; a savoir la
présence d’inclusions d’ubiquiline 2 dans la moelle épiniere et dans le cerveau, une
neuroinflammation, la dégénérescence des MNs, une atrophie et une faiblesse musculaire, des
troubles cognitifs ainsi qu’'une mort prématurée des souris exprimant la mutation.

De plus, par analyse de spectrométrie de masse, nous avons mis en évidence la perte
d’interaction de l'ubiquiline 2 mutée avec une protéine indispensable pour le maintien du
cytosquelette des neurones, I'a-spectrine.

Comme étape finale de validation de notre modéle, nous avons étudié I'effet du Bleu de
Méthyléne (BM), reconnu pour éliminer les agrégats protéiques toxiques. Le BM s’est révélé efficace
pour réduire le nombre d’agrégats induits par la surexpression de la forme sauvage de |'ubiquiline 2.
Paradoxalement, le BM a augmenté la quantité d’inclusions engendrées par la surexpression de
I"'ubiquiline 2 mutée.

Cette étude a donc permis d’obtenir un paradigme solide pour I'étude de I'implication de
I'ubiquiline 2 dans la SLA ; et en perspective, pour comprendre les mécanismes d’agrégation protéique
associés aux maladies neurodégénératives. Ce travail représente ainsi une premiére étape pour
I’élaboration de stratégies thérapeutiques efficaces pour les formes familiales et sporadiques de la
pathologie.

Mots clés : SLA, ubiquiline 2, modéle murin, AAV10, ICV.



ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is an incurable neurodegenerative disease characterized by
progressive loss of motor neurons (MNs) in the primary motor cortex, brain stem and spinal cord.
Approximately 10% of ALS cases are familial forms (fALS) with autosomal transmission, and to date
different genes have been associated with fALS. Recently, mutations in the UBQLN2 gene, encoding
ubiquilin 2, have been identified in hereditary forms of ALS and ALS with FrontoTemporal Dementia
(ALS-FTD). These mutations induce the formation of protein aggregates in the spinal cord of patients
with ALS and in the brain of patients with ALS-FTD. Interestingly, these ubiquilin 2-positive aggregates
have also been found in other familial forms as well as in sporadic forms of ALS and ALS-FTD. The role
of ubiquilin 2 seems to be crucial in the pathogenesis of the different types of ALS, due to its
involvement in proteostasis.

To understand the physiopathology of the disease and to envision therapeutic strategies, we
have generated an ubiquilin 2-linked ALS and ALS-FTD mouse model using Adeno Associated Virus
(AAV) vectors. Specifically, we have generated two mouse lines expressing either the wild-type human
ubiquilin 2 or the mutant form carrying the P497H mutation, by intracerebroventricular (ICV) injection
of an AAV10. Injected mice recapitulated disease associated phenotypes; namely the presence of
ubiquilin 2 inclusions in brain and spinal cord, neuroinflammation, MNs degeneration, skeletal muscle
atrophy and weakness, cognitive impairment. Premature death was also observed in mice
overexpressing the mutant ubiquilin 2.

Furthermore, mass spectrometry analysis revealed a loss of interaction between the mutant
protein and one protein necessary for cytoskeleton maintenance of neurons, the a-spectrin.

As last validation step of our model, we studied the effect of Methylene Blue (MB), known to
eliminate toxic protein aggregates. MB reduced the number of aggregates induced by the
overexpression of the wild-type ubiquilin 2. Surprisingly, MB treatment increased the number of
inclusions in mice expressing the mutant ubiquilin 2.

In conclusion, this study presents a solid paradigm to study the involvement of ubiquilin 2 in ALS,
and in perspective to understand protein aggregation mechanisms underlying neurodegenerative
diseases. This work is a first step for the development of effective therapeutic strategies for familial
and sporadic forms of ALS.

Key words : ALS, ubiquilin 2, murine model, AAV10, ICV.
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1 La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)

Les amyotrophies progressives et incurables se caractérisent par la dégénérescence des
neurones moteurs, appelés motoneurones (MNs, assurant le contrdle de la motricité), au niveau
du cortex moteur, du bulbe rachidien et/ou de la moelle épiniére (Strong, 2003; Monani, 2005).
La SLA est la maladie du MN la plus fréquente chez I'adulte, suivie de la maladie de Kennedy (X-
linked Spinal and Bulbar Muscular Atrophy ou SBMA) et de la Sclérose Latérale Primitive (SLP)
(MacLean et al. 1996; Singer et al. 2007). Les maladies du MN sont relativement rares et forment
un groupe cliniquement hétérogene (origine familiale ou sporadique, pouvant toucher aussi bien
I’enfant que I'adulte). Dans tous les cas, la dégénérescence des MNs conduit a une faiblesse et
une atrophie musculaire, voire méme a des difficultés de langage et de déglutition dans certains

cas, ainsi qu’a une détresse respiratoire (Gordon et al., 2013).

1.1 Présentation générale de la maladie

La Sclérose Latérale Amyotrophique a été décrite pour la premiére fois, en 1850, par le
docteur Francois Amilcar Aran. A cette époque, elle est appelée « Atrophie Musculaire
Progressive » en raison des caractéristiques phénotypiques observées : perte de poids, faiblesse
musculaire, dyspnée (difficultés respiratoires), rigidité des membres ainsi que des fasciculations
(contractions musculaires involontaires : tressautements) (Francois Amilcar Aran, 1850). En 1853,
les médecins Guillaume Duchenne et Jean Cruveilhier décrivent d’un point de vue clinique la forme
bulbaire de la maladie. Au cours d’une autopsie, Jean Cruveilhier démontre une atteinte de la
moelle épiniere avec l'atrophie des racines antérieures qui précede I'atrophie musculaire
(Cruveilhier, 1853-4). Par la suite, Jean-Martin Charcot met en évidence I’atteinte du bulbe chez
une jeune femme atteinte d’une faiblesse progressive, de contractures et d’anormalités
sensorielles. En effet, il a pu observer des changements sclérotiques gris brunatres dans les aires
latérales de la moelle épiniére cervicale mais pas dans les cornes antérieures. En revanche, il a
remarqué des lésions dans les cornes antérieures accompagnées d’une dégénérescence des
cellules nerveuses motrices chez un enfant paralysé. Il en déduit que la sclérose latérale est
associée a la spasticité et aux contractures, alors que les pathologies des cornes ventrales sont
liées a la faiblesse musculaire atrophique. Ainsi, la maladie s’appelle désormais la « Sclérose
Latérale Amyotrophique » (SLA), ou encore la maladie de Charcot, qu’il décrit avec précision dans
le recueil de ses « Legons sur les maladies du systéme nerveux faites a la Salpétriere » en 1874

(Bromberg, 2015).
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La SLA est une maladie neurodégénérative rare incurable qui touche le systeme moteur. Le
nom de la maladie fait référence aux différents compartiments tissulaires qui sont sévérement
touchés. Tout d’abord, la "sclérose" désigne le tissu cicatriciel et fibreux laissé par la
dégénérescence des MNs. Ensuite, le terme "latérale" fait référence aux MNs altérés qui sont
situés de chaque c6té de la moelle épiniére, et enfin "amyotrophique" signifie I'atrophie des fibres
musculaires avec la perte de masse musculaire (Musaro et al., 2010). La SLA est principalement
caractérisée par la perte progressive des MNs localisés au niveau du cortex cérébral et du bulbe
(MNs centraux), ainsi que dans la corne antérieure de la moelle épiniere MNs périphériques)
(figure 1). Le role de ces MNs est de transmettre les signaux électriques provenant du cerveau et
de la moelle épiniére vers les muscles qui controlent les mouvements volontaires (Pradat et al.,

2006).

//' Motoneurone - “‘. ¢

central - S
,-.\ ‘
).3 4

' Motoneurone
périphérique

Figure 1 : Localisation des motoneurones centraux et périphériques dans le systéme nerveux central (SNC).
La SLA touche les neurones moteurs centraux localisés dans le cortex cérébral et la medulla (en rouge), ainsi que
les neurones moteurs périphériques situés dans les cornes antérieures de la moelle épiniere (en vert). Schéma
modifié¢ a partir de: http://yassermetwally.wordpress.com/dementia-alzheimer-type-and-others/motor-

neuron-disease/
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La SLA fait partie des maladies orphelines dont l'incidence annuelle est relativement
homogene dans le monde (environ 1,9 cas sur 100 000 personnes) (Arthur et al., 2016), a
I’exception de quelques populations ethniques moins affectées comme les Indiens d’Amériques,
ou certaines régions plus touchées comme I'lle de Guam, la péninsule japonaise Kii et la Nouvelle
Guinée occidentale. Les taux d’incidence augmentent avec I’dge pour atteindre un pic entre 70 et
80 ans, avec davantage d’hommes touchés que de femmes (Gordon et al., 2013). La prévalence
annuelle, d’environ 5 cas sur 100 000 personnes, reflete la rapidité a laquelle les patients décedent

apres que la maladie soit diagnostiquée (Taylor et al., 2016).

Les symptOmes apparaissent généralement entre 50 et 60 ans (Gordon et al., 2013). En

fonction de la région touchée, la SLA peut se présenter principalement sous deux formes :

- la forme « spinale » qui concerne les deux tiers des cas, est due a la dégénérescence des MNs
situés dans la moelle épiniere. Elle se manifeste dans les membres, avec le plus souvent des
premiers symptomes dans un seul membre. Trés vite, le patient aura une perte de sa dextérité,
une faiblesse lorsqu’il leve les bras, des difficultés a marcher liées a une faiblesse des muscles
releveurs du pied pouvant ainsi entrainer sa chute. L’apparition progressive des déficits moteurs
s’accompagnent également de crampes et de fasciculations touchant les muscles atrophiés ou

sains en apparence.

- la forme « bulbaire » est associée a la dégénérescence des MNs du tronc cérébral. Elle est plus
fréquente chez les femmes dgées. La maladie débute le plus souvent par de la dysarthrie (troubles
de I’élocution causée par des lésions des MNs dans le cerveau) suivie d’une dysphagie (difficulté
a avaler) pouvant progresser en sialorrhée (sécrétion excessive de salive), de malnutrition et
d’anarthrie (difficulté ou impossibilité d’articuler les sons du langage). La faiblesse axiale peut
causer un chute de la téte et une cyphose (courbure dorsale excessive) qui sont associées a la

douleur et a un mauvais équilibre (Gordon et al., 2013).

Les patients peuvent ressentir des douleurs plus ou moins fortes qui sont souvent
associées aux contractions musculaires, aux crampes musculaires, a la mobilité articulaire réduite,
a la pression cutanée causée par l'immobilité et pouvant entrainer la formation d’escarres

(Hanisch et al., 2015).

Auparavant, la SLA était diagnostiquée comme une pathologie exclusivement
neuromusculaire sans atteinte cognitive, mais elle est maintenant considérée comme une maladie

avec un large spectre comprenant également des cas qui associent d’importants déficits
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neuromusculaires et cognitifs (Montuschi et al., 2015, Ringholz et al., 2005). Jusqu’a 50% des cas
de SLA présentent des troubles cognitifs et environ 15% montrent des signes de Démence Fronto-
Temporale (DFT) qui se manifestent par des changements du comportement et de la personnalité,
avec des difficultés au niveau des fonctions exécutives, du langage et du jugement (Montuschi et
al., 2015, Ringholz et al., 2005). Ces cas de SLA-DFT ont une survie plus courte, peut-étre en raison
de I'indécision du patient a suivre les soins. A n'importe quel stade de la maladie, des signes de

dépression et d’anxiété peuvent également apparaitre (Gordon et al., 2013).

Les symptoémes apparaissent de facon progressive et ils sont variables d’'un patient a
I'autre ou chez différents membres issus d’'une méme famille portant la méme mutation du gene
(Gordon et al., 2013). Les patients décédent généralement 3 a 5 ans aprés |'apparition des

symptomes par une insuffisance respiratoire (Rowland et al., 2001).

Diagnostic :

Le diagnostic positif de la maladie repose sur la mise en évidence de signes cliniques, mais
il est parfois difficile a établir en raison de la discrétion des premiers symptémes (crampes,
faiblesse de la main, modification de la voix). De plus, le médecin doit effectuer un diagnostic
différentiel dans le but d’écarter les maladies qui présentent certains symptémes identiques a la

SLA.

Pour cela, un électroneuromyogramme (ENMG) est systématiquement réalisé afin de vérifier
si les muscles et les neurones moteurs périphériques sont atteints. Cet examen se fait en deux
temps :

- le muscle est stimulé par un courant électrique de maniére directe (électrodes en contact
du muscle) ou indirecte (électrodes en contact des MNs). En cas de SLA, 'ENMG révele que le
muscle se contracte normalement mais que les MNs innervant le muscle ne transmettent plus ou
mal l'influx nerveux, signifiant une dénervation. Les résultats de I'ENMG montrent alors
généralement des vitesses de conduction motrice et sensitive normales, par contre, 'amplitude
du potentiel d’action musculaire décroit suivant le degré de perte motoneuronale.

- I'activité électrique des muscles au repos et lors d’une contraction volontaire est
enregistrée a I'aide d’une électrode-aiguille insérée dans le muscle. Au repos, I'atteinte des MNs
se traduit par des signes de dénervation active (fibrillations et ondes lentes positives) associés a
des fasciculations. Lors d’une contraction volontaire, I'ENMG révele une réduction du nombre de

potentiels d’unité motrice (Couratier et al., 2014).
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L'ENMG peut étre aussi réalisé par stimulation transcranienne pour vérifier si les neurones

moteurs centraux sont touchés (Couratier et al., 2014).

Des analyses d’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) sont également réalisées pour
compléter le diagnostic différentiel. L'IRM cérébrale permet notamment de vérifier I’hypothése
de tumeur localisée au niveau du tronc cérébral. L'IRM médullaire, quant a elle, permet de
diagnostiquer une myélopathie cervicale, une ischémie médullaire et une syringomyéline

(Couratier et al., 2014).

La suspission d’'un lymphome est écartée par des analyses biologiques (hémogramme,
mesure de la vitesse de sédimentation ou dosage de la protéine C-réactive, électrophorése des

protéines sériques) (Couratier et al., 2014).

L’examen du liquide cérébro-spinal, prélevé par ponction lombaire, permet d’orienter le
diagnostic différentiel vers une autre affection que la SLA, comme un lymphome ou une maladie

infectieuse (maladie de Lyme, syphilis, VIH) (Couratier et al., 2014).

Le niveau de certitude du diagnostic de la SLA est défini suivant les critéres d’El Escorial ou
les critéres d’Airlie House, ces derniers étant une révision des critéres d’El Escorial (tableau 1)

(Couratier et al., 2014).

Tableau 1: Critéres d’Airlie House pour le diagnostic de la SLA (Couratier et al., 2014).

Niveau de certitude Caractéristiques

SLA cliniquement certaine Signes d’atteinte des MNC et MNP : région bulbaire et 2 régions
spinales ou 3 régions spinales

. Signes d’atteinte des MNC et MNP dans au moins 2 régions avec des
SLA cliniquement probable signes d’atteintes du MINC rostral par rapport aux signes
périphériques

SLA cliniquement probable Signes d’atteinte des MNC et MNP dans 1 région et signes d’atteinte
du MNP par ENMG dans au moins 2 régions*
étayée par des examens ou
paracliniques Signes d’atteinte des MNC dans 1 région et signes d’atteinte du MNP

par ENMG dans au moins 2 régions*

Signes d’atteinte des MNP et MNC dans 1 région*
ou
Signes d’atteinte des MNC dans au moins 2 régions*
SLA cliniquement possible ou
Signes d’atteinte des MNP rostraux par rapport aux signes d’atteinte
des MNC avec absence de preuve électrophysiologique d’atteinte
des MNP dans d’autres régions*

MNC : motoneurones centraux ; MNP : motoneurones périphériques. * apres exclusion des autres causes par neuro-imagerie,

électrophysiologie et investigations biologiques.
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Pronostic :

La médiane de survie est en moyenne de 19 mois a partir du diagnostic et de 30 mois a partir
de I'apparition des symptomes, mais elle est trés variable suivant les cas, allant de quelques mois
a plusieurs dizaines d’années (Gordon et al., 2013). Généralement, un meilleur pronostic de survie
est associé a une SLA avec un début spinal plutot que bulbaire, un diagnostic réalisé a un age
précoce, une progression lente des symptomes, une atteinte respiratoire moins grave, une
meilleure fonction motrice, un poids stable ainsi qu’une durée plus longue entre I'apparition des
symptomes et le diagnostic (Gordon et al., 2013 ; Couratier et al., 2014). En fonction des mutations
génétiques responsables des formes familiales de SLA, la durée de survie est variable. Par
exemples, les mutations des génes C90RF72 et FUS (présentés dans les paragraphes « 1.3.6 La SLA
liée a C90RF72 » et « 1.3.3 La SLA liée a FUS ») sont associés a une durée de survie plus courte.
Les différentes mutations identifiées dans le géne SOD1 (présenté dans le paragraphe « 1.3.1 La
SLA liée a SOD1 ») ne vont pas avoir le méme impact sur la durée de survie, comme c’est le cas
pour la mutation A4V qui est une forme tres rapide de la maladie comparée aux mutations D90A

(Couratier et al., 2014).

1.2 Les différentes formes de SLA

La majorité des formes de SLA sont des formes sporadiques (SLAs) et leurs causes sont
encore inconnues ; environ 10% des cas de SLA sont des formes familiales (SLAf). Pour ces deux
formes, les mécanismes impliqués dans la dégénérescence des MNs sont encore mal connus du
fait de leur complexité et des causes multifactorielles. La SLAf est liée a des facteurs génétiques
qui sont, dans la majorité des cas, a caractére dominant avec une forte pénétrance. Jusqu’a
présent, plus de 100 génes lui sont associés (les génes associés a la SLA les plus étudiés sont
présentés dans le tableau 2, les autres mutations sont référencées dans la base de données
« ALSoD database ») et la cause génétique est connue dans plus de 70% des cas (Al-Chalabi et al.,
2013). Certaines SLAs peuvent également présenter des variations génétiques touchant des genes
responsables de SLAf. Néanmoins, la cause de la maladie est inconnue pour la majorité des
patients atteints de SLAs (Taylor et al., 2016). D’autres genes mutés, encore non identifiés, ainsi
qgue des facteurs de risques environnementaux (activité physique intense, le tabac, certains

métaux lourds, etc.) pourraient expliquer ces cas (Al-Chalabi et al., 2013).
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Tableau 2 : Principaux génes associés a la SLA (d’apres : Alsultan et al., 2016 ; Taylor et al., 2016; Al Chalabi et
al., 2013 ; Boylan, 2015 ; Edens et al., 2017).

ALS 1 21qg22 SOoD1 Superoxide dismutase 1
ALS 2 2933.2 ALS2 Alsin
ALS 3 18921 Inconnu Inconnu
ALS 4 9q34 SETX Senataxin
ALS 5 15q14 SPG11 Spatacsin
ALS 6 16p11.2 FUS Fused in sarcoma
ALS 7 20p13 Inconnu Inconnu
ALS 8 20q13.3 VAPB Vesicle-associated membrane protein-associated protein B
ALS 9 14q11.2 ANG Angiogenin
ALS 10 1p36.2 TARDBP TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43)
ALS 11 6921 FIG4 Polyphosphoinositide phosphatase
ALS 12 10p13 OPTN Optineurin
ALS 13 12g24.1 ATXN2 Ataxin-2
ALS 14 9p13.3 VCP Valosin-containing protein
ALS 15 Xp11.21 UBQLN2 Ubiquilin 2
ALS 16 9p13.3 SIGMAR1 Sigma non-opioid intracellular receptor 1
ALS 17 3pll1.2 CHMP2B Chromatin modifying protein 2B
ALS 18 17p13.3 PFN1 Profilin 1
ALS 19 2934 ERBB4 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-4
ALS 20 12g13.13 HNRNPA1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
ALS 21 5q31.2 MATR3 Matrin 3
ALS 22 2g36.1 TUBA4A Tubulin alpha-4A
FTDALS1 9p21.2 C9ORF72 Chromosome 9 open reading frame 72
FTDALS2 22q11.23 CHCHD10 Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10
FTDALS3 5q35.3 SQSTM1 Sequestosome 1 (p62)
FTDALS4 12q14.1 TBK1 Serine/threonine-protein kinase TBK1
ALS 12924 DAO D-amino-acid oxidase
ALS 2p13 DCTN1 Dynactin subunit 1
ALS 8p21.1 ELP3 Elongator complex protein 3
ALS 7p15.2 HNRNPA2B1 Heterogenous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
ALS 22q12.1-gq13.1 NEFH Neurofilament heavy polypeptide
ALS 1212 PRPH Peripherin
ALS 2p22.3 SPAST Spastin
ALS 17912 TAF15 TATA-binding protein-associated factor 2N
ALS 1922 UBQLN4 Ubiquilin 4
ALS 19p13.12 UNC13A Unc-13 homolog A

Abréviations: ALS, Amyotrophic Lateral Sclerosis; FTDALS, FrontoTemporal Dementia — ALS.
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La Démence Fronto-Temporale (DFT) est une maladie neurodégénérative qui touche les
neurones situés dans les régions frontale et temporale du cortex cérébral. Dans la population de
moins de 65 ans, la DFT est la deuxieme forme de démence la plus commune (10 a 20% de toutes
les démences) apres celle observée dans la maladie d’Alzheimer (Ratnavalli et al., 2002). Environ
40% de DFT sont des formes familiales (Snowden et al., 2002). La maladie se manifeste par des
changements du comportement et de la personnalité avec des troubles cognitifs et du langage. La
DFT regroupe trois syndromes quise chevauchent souvent (mais généralement une
caractéristique spécifique prédomine) :

- La DFT a variante comportementale (DFTvc), la plus commune, se caractérise par des
troubles cognitifs et comportementaux associés a des changements dans la conduite personnelle
et sociale ;

- La Démence Sémantique (DS) se caractérise principalement par un discours fluide avec
une mauvaise compréhension du sens des mots et/ou de I'identité d’un objet ;

- L'Aphasie Primaire Progressive (APP) se caractérise par un discours progressif spontané
non fluide avec agrammatisme (structures syntaxiques simplifiées et peu diversifiées), des
paraphasies (transformation d’un mot ou substitution d’'un mot pour un autre) et des difficultés

ou incapacités a nommer (Neary et al., 1998).

Selon une estimation, 15% des patients diagnostiqués pour la DFT présentent des
symptomes de SLA et, a I'inverse, 15% des patients diagnostiqués pour la SLA montrent des signes
de DFT (Ringholz et al., 2005). De plus, un certain nombre de mutations ont été identifiées dans
des cas de SLA, de DFT et de SLA-DFT (figure 2 : A). Les mutations dans le géne C9ORF72 sont les
plus connues. D’autres mutations touchent des protéines jouant un réle dans les voies de
dégradation protéique, essentielles pour assurer le maintien de la protéostasie. Il s’agit des
protéines : ubiquiline 2, p62, optineurine, VCP, CHMP2B et VAPB. Des mutations dans les génes
codant pour les protéines TDP-43 et FUS, qui sont des protéines de liaison a I’ADN et a 'ARN
(impliquées notamment dans la régulation de la transcription et de I'épissage), ont aussi été
décrits dans ces cas pathologiques (Lattante et al., 2013). L'une des principales questions qui se
pose alors, est de savoir comment une méme mutation génétique peut conduire a la SLA dans
certains cas, et dans d’autres cas a la DFT ou a la SLA-DFT. Certains suggérent que les variantes
génétiques et I'environnement, mais pas seulement, pourraient étre des facteurs influencant la
prédisposition a la SLA/DFT, mais des données directes manquent actuellement (Lattante et al.,

2015).
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D’un point de vue neuropathologique, 50% des patients atteints de DFT montrent des
inclusions de protéines, dont 45% des cas ont des inclusions positives pour TDP-43 (Mackenzie et
Rademakers, 2007) (figure 2 : B). Des études pathologiques post-mortem sur le cerveau de
patients atteints de SLA ont révélé que la plupart d'entre eux présentaient des inclusions positives
pour l'ubiquitine (sauf les patients atteints de SLA liée aux mutations de SOD1) et également des
inclusions positives pour TDP-43 (Mackenzie et al., 2007). Par conséquent, la présence d'inclusions
positives pour TDP-43 et de mutations touchant les mémes génes (codant pour des protéines
impliguées dans la dégradation protéique) dans la SLA et la DFT montrent que la perturbation de

I'homéostasie des protéines est une caractéristique clé de ces deux maladies.

A Genetics of ALS and FTD

Lll 25 50 [ ItIZID
% of known mulations leading to ALS or FTD
1|EJ{J 25 50 75 tl‘.l

|
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B Pathological inclusions in ALS and FTD
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Figure 2 : Chevauchements clinique, génétique et pathologique de la SLA (ALS) et de la DFT (FTD).
(A) Représentation schématique des génes connus, impliqués dans la SLA et la DFT. Les principales causes
génétiques connues pour la SLA et la DFT sont représentées selon le pourcentage des mutations connues qui
donnent lieu a la SLA et la DFT (rouge pour la SLA et bleu pour la DFT).
(B) Représentation des protéines retrouvées dans les inclusions pathologiques de la SLA et DFT (en %). Présence
d’inclusions des protéines TDP-43 et FUS dans la SLA et la DFT, qui refletent le chevauchement pathologique
entre ces deux maladies (d’aprés Mackenzie et Rademakers, 2007).
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La SLA et la DFT partagent donc certaines caractéristiques neuropathologiques, génétiques
et cliniques, laissant supposer que des voies neurodégénératives communes sont impliquées dans
ces deux pathologies. L'évidence croissante du chevauchement entre la SLA et la DFT sur les plans
cliniques et pathologiques a fait I'objet de discussion lors d’un atelier de recherches (« The second
international research workshop on FTD in ALS ») en 2007, qui a conduit a I'établissement de
nouveaux critéres pour le diagnostic des syndromes fronto-temporaux (signes cognitifs et
comportementaux) observés chez les patients SLA (Strong et al., 2009). Ces critéres sont organisés
en 4 axes dont I'axe Il consiste a définir les dysfonctionnements cognitifs et comportementaux
associés a la SLA (Strong et al., 2009). Quatre catégories de patients atteints de SLA ont ainsi été

définies :

1) La SLA pure, ou seule une dégénérescence des MNs apparait en absence de syndrome
fronto-temporal ;

2) La SLA avec des déficiences cognitives ;

3) La SLA avec des déficiences comportementales ;

4) La SLA avec des signes de DFT (SLA-DFT) définis a partir des critéres de Neary et al., 1998

présentés précédemment.

Aujourd’hui, ces deux pathologies représentent un vaste groupe de troubles
neurodégénératifs dont plusieurs symptémes cliniques se recoupent (Ferrari et al., 2011 ; Ling et

al., 2013).

1.3 Génétique de la SLA et mécanismes pathologiques

En raison du nombre important de génes associés a la SLA, nous présentons dans ce rapport
uniquement les SLAf les plus étudiées (classées par ordre chronologique d’identification) (figure
3) et dont les genes impliqués codent pour des protéines retrouvées dans les agrégats protéiques
localisés dans les MNs (principale caractéristique de la pathologie d’un point de vue histologique).
Ce choix fait le lien avec le projet de thése qui consiste a générer et a caractériser un modele de
SLA liée aux mutations du géne UBQLN2, codant pour la protéine ubiquiline 2, impliquée dans la
dégradation des protéines intracellulaires et détectée au sein des agrégats protéiques (Deng et

al., 2011).
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Figure 3: Graphique représentant les principaux génes associés a la SLA, identifiés depuis 1993.
Le nombre cumulatifs de genes identifiés et responsables de SLA (indiqué en ordonnée) a augmenté rapidement
durant ces 30 dernieres années. La taille de chaque cercle reflete la proportion de tous les cas de SLA familiale
associés a un geéne (20% pour SOD1 et 45% pour C9ORF72, par exemples). En bleu, sont représentés les genes
associés a des formes familiales de SLA et, en rouge, les génes associés a la SLA sporadique (Brown et al., 2017).

1.3.1 LaSLA liée a SOD1 (ALS 1)

Les premieres mutations responsables de SLAf ont été découvertes en 1993 dans le gene de
la SuperOxide Dismutase 1 (SOD1), localisé sur le chromosome 21. Il s’agit de 11 mutations faux-
sens identifiées dans 13 familles touchées par la maladie (Rosen et al, 1993). Actuellement, plus
de 150 mutations réparties dans les 5 exons du géne ont pu étre identifiées, dont la plupart sont
des mutations faux-sens. Leur transmission entre générations se fait de maniere dominante. Parmi
les différentes mutations faux-sens identifiées, la substitution A4V est associée aux symptoémes
cliniques les plus séveres et a une espérance de vie trés courte d’environ un an. Il s’agit de la
mutation la plus fréquente dans les cas de SLAf liée a la SOD1 aux USA (Ray et al., 2004). La
substitution D90A, en revanche, est associée a la progression la plus lente de la SLA liée a SOD1

(Andersen et al., 1996).

La SLA liée a SOD1 est la deuxieme forme la plus courante et représente environ 20% des
SLAf. Le géne SOD1 code pour une métalloenzyme ubiquitaire de 153 acides aminés, la superoxide
dismutase 1 (SOD1), qui est principalement localisée dans le cytosol. Elle est constituée d’'un
homodimere dans lequel chague monomere contient un ion de zinc jouant un role structural et
un ion de cuivre intervenant comme cofacteur catalytique. Elle a un role déterminant dans la

dégradation des radicaux libres toxiques produits par la respiration mitochondriale. En effet, cette
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enzyme catalyse la dismutation des anions superoxides (O;’) toxiques, qui ont été produits durant
la phosphorylation oxydative au niveau des mitochondries, en peroxyde d’hydrogéene (H,0;) grace
a des cycles d’oxydoréduction de I'atome de cuivre lié a chaque sous-unité de SOD1 (Pasinelli et

al., 2006) :

(1) SOD1 - Cu®* + 02" > SOD1 - Cu* + 0,
(2) SOD1 - Cu* + Oy + 2H* - SOD1- Cu? + H,0,

Le plus souvent, les mutations du gene SOD1 altérent son activité de dismutation. La
corrélation entre I'activité enzymatique, la progression clinique et le phénotype de la maladie n’a
pas encore été clairement démontrée (Pasinelli et al., 2006). Les inclusions protéiques dans le
cytoplasme des MNs dégénérescents sont caractéristiques de la maladie. Ces inclusions
contiennent des protéines mutées de SOD1. Dans les MNs, les mutations du géne SODI1
conduisent a la synthése de protéines ayant des propriétés toxiques. Le mécanisme pathogénique
exact de la SOD1 mutée est encore inconnu, mais plusieurs hypothéses sur son réle dans la SLA
ont été proposées suite aux études menées sur des modeles murins transgéniques. Les souris
invalidées pour le géne SOD1 ne développent pas la maladie, bien qu’elles présentent une
accélération de l'atrophie musculaire liée a I’'dge avec une diminution de leur durée de vie
(Reaume et al., 1996). Ainsi, les propriétés toxiques de la SOD1 mutée ne sont donc pas liées a
une perte de la fonction de dismutation. Par ailleurs, différentes anomalies qui conduisent a la
mort de la cellule ont été observées. En effet, ces processus de mort peuvent étre induits par
I'instabilité de la protéine mutante, par plusieurs défauts mitochondriaux a I'origine de la carence
énergétique de la cellule, la sensibilité accrue au glutamate, I'activation de I'apoptose, ainsi que
par I'inflammation des cellules non neuronales voisines (astrocytes). D’apres ces observations, la
fonction délétere de la SOD1 mutée pourrait s’expliquer soit par son réle perturbateur sur le
métabolisme de l'oxygene (figure 4 : Aberrant redox chemistry), soit par son instabilité

conformationnelle (figure 4 : Protein toxicity) (Pasinelli et al., 2006).
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Figure 4 : Hypotheéses sur le role toxique de la protéine SOD1 mutée.

Aberrant redox chemistry (oxydation) : I'instabilité de la SOD1 mutée engendrerait des interactions avec des
substrats non conventionnels conduisant a des réactions d’oxydoréduction aberrantes. (1 et 2) Le peroxide
d’hydrogéne (H20:2) ou I'ion nitronium (ONOQO") peut réagir avec la réduction de la SOD1 mutée (SOD1-Cu*). (3)
Le dioxygeéne (O2) peut réagir avec le zinc de la SOD1 mutée (AZn) pour générer un exces d’anions superoxydes
(02). (4) La protéine mutée peut également libérer son atome de cuivre ou de zinc, ce qui pourrait étre toxique.
Protein toxicity (agrégation) : les mutations favoriseraient la dissociation des diméres de la protéine SOD1
entrainant ainsi, la formation de monomeres instables pouvant alors former des agrégats protéiques toxiques
en empéchant I'activité chaperonne et/ou du protéasome (1). L’élimination des protéines ne serait alors plus
efficace. Les agrégats pourraient aussi séquestrer, inactiver ou augmenter la toxicité en interagissant avec
d’autres protéines cruciales (2) (d’aprés Pasinelli et al., 2006).

Modeles de rongeurs pour la SLA liée a SOD1

Le premier modele animal transgénique pour la SLA a été développé en 1994, suite a la
découverte des mutations au niveau du géne SOD1 dans certaines formes de SLAf (Turner et al.,
2008). Il s’agit de souris transgéniques SOD1%%*A, obtenues par I'introduction de plusieurs copies
du géne humain SOD1 muté en position 93 (substitution d’une glycine par une alanine) sous
contréle du promoteur humain du géne SOD1. Ces souris développent une pathologie dont les
caractéristiques sont comparables a celles de la SLA humaine. Avant I'apparition des symptomes,
diverses anomalies sont observées comme une dégénérescence des jonctions neuromusculaires
entre 40 et 50 jours (Frey et al., 2000 ; Kennel et al., 1996), une gliose qui s’intensifie avec le temps,
une activation de la microglie a partir de 80 jours (Fischer et al., 2004) ainsi qu’une perte des MNs.

Ces caractéristiques pathologiques conduisent a des troubles moteurs a partir de 80 a 90 jours,
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avec un déclin de la force musculaire et un tremblement des pattes postérieures (Frey et al., 2000 ;
Kennel et al., 1996). Une paralysie des pattes postérieures commence a apparaitre vers 90 jours,
qui progresse rapidement en une paralysie sévére jusqu’au décés vers 130 jours (Vinsant et al.,
2013). Au niveau moléculaire, de nombreux agrégats intracellulaires ont été mis en évidence dans

les MNs et les astrocytes, comparables a ceux observés chez les patients (Watanabe et al., 2001).

Aujourd’hui, une dizaine de modeéles de souris transgéniques ont été créés et expriment
I'une des 12 mutations du géne SOD1 humain suivantes: A4V, G37R, H46R, H48Q, L84V, D83G,
G85R, D90A, G93A, 1113T, L126Z et G127X (Picher-Martel et al., 2016). Le phénotype
pathologique, I'dge auquel débute la maladie, ainsi que la survie sont variables d’'un modeéle a
I'autre. Cette hétérogénéité phénotypique serait dépendante du type de mutation, du niveau
d’expression de la SOD1 mutée, du genre et du fond génétique (Pfohl et al., 2015). Comme chez
I'Homme, la maladie apparait plus tardivement et la survie est prolongée chez les femelles par
rapport aux males (McCombe et al., 2010). La plupart de ces modeles reproduisent plusieurs
caractéristiques pathologiques de la SLA humaine : une paralysie fatale avec une dégénérescence
des MNs, une gliose et la formation d’inclusions ubiquitinylées positives pour SOD1 dans le
cytoplasme des MNs et des astrocytes de la moelle épiniére (Picher-Martel et al., 2016). Quelques
modeéles présentent des déficits cognitifs, notamment chez les souris SOD1%*"R qui développent
des difficultés d’apprentissage a partir de 8 mois (Filali et al., 2011) et les souris SOD1%°** qui ont
un retard des capacités d’apprentissage et des troubles de la mémoire a long terme (Quarta et al.,

2015).

A l'origine de cette forme familiale, I’hypothése d’une perte de la fonction de dismutation
de la protéine mutée SOD1 a d’abord été envisagée. Mais des études ont montré par la suite que
la délétion du géne SODI1 chez les souris (souris knock-out SOD1-/-) n’induisait pas de
neurodégénérescence ni de trouble moteur jusqu’a I'dge de 6 mois (Reaume et al., 1996).
Néanmoins, une axonopathie motrice distale a été observée chez ces souris (Shefner et al., 1999).
Les mutations dans le gene SOD1 s’accompagnent donc d’un gain de fonction toxique dont la
nature exacte reste encore a déterminer (Reaum et al., 1996). Par ailleurs, le role de la forme
sauvage de SOD1 dans la pathologie doit étre également clarifié. En effet, plusieurs études ont
démontré que la SOD1 sauvage n’était pas impliquée dans la neurodégénérescence de la SLA, mais
que la surexpression de la SOD1 humaine sauvage chez les souris SOD1%°3A induit une accélération
de la perte des MNs, une paralysie et une mort plus précoces que les souris surexprimant
uniquement la SOD1%%A (Jaarsma et al., 2000). Un phénotype similaire a la SLA a également été
décrit lorsque la SOD1 sauvage est exprimée au méme niveau que la SOD1%%A chez un modéle

murin (Graffmo et al., 2013).
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Les modeles SLA-SOD1 ont permis de faire d’importants progres dans la connaissance de
nombreux mécanismes physiopathologiques comme le stress oxydatif, les anomalies
mitochondriales, les perturbations du transport axonal ou encore les phénoménes d'agrégation
protéigue. Néanmoins, ils modélisent les formes de SLAf liées au géne SOD1 muté et non les autres
formes familiales non liées a la SODI mutée ni les formes sporadiques de la SLA, en raison
notamment de I'absence de la protéine TDP-43 dans les inclusions cytoplasmiques (ou seulement
au stade terminal de la maladie) qui est pourtant un marqueur neuropathologique fondamental
de la SLA humaine (y compris la SLA-SOD1) (Robertson et al., 2007; Shan et al., 2009). Malgré cela,
ces modeles présentent de nombreux mécanismes biologiques impliqués dans la pathologie,
communs aux différentes formes familiales et sporadiques de la SLA, ce qui en fait des modeles

de référence encore aujourd’hui.

La découverte d’inclusions de la protéine nucléaire TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43)
dans le cytoplasme des MNs et des cellules gliales de patients atteints de formes familiales ou
sporadiques de SLA (hors SLA avec des mutations dans les genes SOD1 et FUS) ou de DFT, suggere
une implication de cette protéine dans la physiopathologie de ces maladies (Arai et al., 2006 ;
Neumann et al., 2006). Cette observation a conduit plusieurs équipes scientifiques a rechercher
la présence de mutations au niveau du géne TARDBP codant pour la protéine ubiquitaire TDP-43.
Cette protéine multifonctionnelle est notamment impliquée dans la régulation de la transcription,
I’épissage, le transport de I’ARN, la biosynthése des mircoARN ainsi que dans I'apoptose (figure 5)
(Buratti et Baralle, 2008 ; Ratti et Buratti, 2016). Les maladies neurodégénératives liées au dépot
de TDP-43 sont appelées «protéinopathies TDP-43». De surcroit, la propagation de la
protéinopathie TDP-43 des MNs rachidiens et corticaux et des cellules gliales vers d’autres régions

corticales peut étre comparée a la progression de la SLA (Brettschneider et al., 2013).
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Figure 5 : Représentation schématique des génes et des mécanismes conduisant a la protéinopathie TDP-43
et I'implication de celle-ci dans la pathogénése de la SLA.

(1) TDP-43 est une protéine de liaison a ’ADN et 'ARN, impliquée dans le traitement des ARN. Sa forme repliée
est localisée dans le noyau et intervient dans la régulation des épissages des ARN. Cette protéine agit également
dans le cytoplasme ou elle est impliquée dans le traitement des ARN comme la réponse aux stress ou le transport.
(2) Les mutations de C90ORF72 entrainent une séquestration des protéines de liaisons a I’ARN. La SLA liée a
C90RF72 montre ainsi une accumulation et une agrégation de la protéine TDP-43. (3) Les mutations de MATR3,
hnRNPA1 et hnRNPA2B1 induisent une protéinopathie TDP-43. Ces protéines interagissent directement avec
TDP-43 en influengant sur son repliement et sa fonction. (4) Les mutations de FUS causent la SLA,
indépendamment de la protéinopathie TDP-43, via les défauts de traitement des transcripts qui peuvent étre des
cibles communes a TDP-43. (5) La délocalisation en exces des protéines TDP-43 dans le cytoplasme peut étre
causée par (6) les mutations de TARDBP et (7) le stress environnemental, les deux conduisant également a la (8)
fragmentation de TDP-43. (9) La délocalisation et le clivage de TDP-43 favorisent leur mauvais repliement et leur
agrégation qui est associé a sa phosphorylation et ubiquitinylation anormales. (10) Le Systéme Ubiquitine
Protéasome (SUP) et I'autophagie permettent de maintenir ’homéostasie de TDP-43. Cependant, dans la SLA,
ces systemes de dégradation des protéines ne parviennent pas a prévenir I’accumulation de TDP-43, favorisant
ainsi la formation d’agrégats complexes. (11) Les mutations de VCP, UBQLN2, et SQSTM1 peuvent nuire a la
dégradation des protéines. (12) Le traitement d’ARN aberrants, et en particulier la formation de granules de
stress, peut favoriser |'agrégation de TDP-43. (13) A l'inverse, le mauvais repliement de TDP-43 et son agrégation
peuvent nuire au bon traitement des ARN (d’aprés Scotter et al., 2015).
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En 2008, deux études réalisées sur 354 patients atteints de SLA sporadique ou familiale (non
liée a SOD1) ont identifié des mutations dans le gene TARDBP chez 5% d’entre eux (Kabashi et al.,
2008 ; Sreedharan et al., 2008). Plus d’une dizaine de mutations différentes ont été rapportées au
cours de ces études. Aujourd’hui, ce sont plus de 40 mutations (faux-sens pour la plupart) qui ont
été répertoriées dont les plus fréquentes sont G298S, A315T, M337V, G348C et A382T (Corcia et
al., 2012). Les effets de ces mutations ne sont pas encore completement élucidés. Plusieurs études
ont toutefois démontré que la perte de fonction conditionnelle et partielle de TDP-43 peut induire
des défauts des MNs, un phénotype moteur progressif et la formation d’inclusions TDP-43 (Wu et
al., 2012 ; lguchi et al., 2013 ; Kabashi et al., 2010). De méme que la surexpression de la forme
sauvage de TDP-43 conduit a la formation d’inclusions cytoplasmiques de TDP-43 (protéinopathie
TDP-43) et au phénotype de la maladie, suggérant un gain de fonction toxique de TDP-43 (Wils et
al., 2010 ; Li et al., 2010 ; Ash et al., 2010). Aujourd’hui, I'hypothese a la fois d’un gain et d’une
perte de fonction de TDP-43 pourrait définir les mécanismes pathologiques responsables de la

maladie.

Les mutations dans le gene TARDBP ainsi que dans d’autres genes liés a la SLA, comme
C90RF72, FUS, SQSTM1 et UBQLN2 sont impliqués dans la formation d’agrégats protéiques
positifs pour TDP-43 dans le cytoplasme des cellules du SNC (figure 5) (Scotter et al, 2015). En
condition normale, TDP-43 est une protéine majoritairement nucléaire mais dans le cas d’'une
protéinopathie TDP-43, celle-ci est délocalisée dans le cytoplasme et se présente sous forme
agrégée anormalement hyperphosphorylée, ubiquitinylée et tronquée (figure 5) (Scotter et al,

2015).

Les inclusions cytoplasmiques positives pour TDP-43, observées dans le cerveau et la moelle
épiniére de patients atteints de SLA et de DFT (Neumann et al., 2006 ; Igaz et al., 2008), sont
majoritairement composées de fragments phosphorylés correspondant a la partie C-terminale de
TDP-43 (CTFs: phosphorylated C-Terminal Fragments). Plusieurs études ont montré que des
mutations localisées dans la région C-terminale du géne TARDBP (Sreedharan et al., 2008 ;
Rutherford et al., 2008), un stress cellulaire (Zhang et al., 2007 ; Dormann et al., 2009) ou une
inhibition protéasomique (Huang et al., 2014) favoriseraient le clivage inapproprié de TDP-43,
générant ainsi, un fragment C-terminal de 25kDa capable d’induire la mort cellulaire par gain de
fonction toxique (Zhang et al., 2009). Dans des cas de SlLAs, il a été démontré que lorsque le
nombre de MNs est important, la protéine TDP-43 est, le plus souvent, répartie de maniére diffuse
dans le cytoplasme des MNs. En revanche, lorsqu’il y a une perte de MNs, la proportion de cellules

dans lesquelles TDP-43 est diffus dans le cytoplasme diminue alors que le nombre de celles avec
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des inclusions positives pour TDP-43 ne change pas. La redistribution cytoplasmique de TDP-43

pourrait alors précéder la formation d’agrégats insolubles (Giordana et al., 2010).

Dans une étude réalisée en 2008, les inclusions cytoplasmiques ubiquitinylées de cellules
gliales de patients atteints de SLA ont été marquées par des anticorps reconnaissant des sérines
phosphorylées localisées a différentes positions (p379, p403/404, p409, p410, p409/410)
(Hasegawa et al., 2008). Du plus, des analyses biochimiques réalisées sur des fractions protéiques
insolubles ont montré que les anticorps dirigés contre les sérines phosphorylées ne
reconnaissaient pas la forme entiere de TDP-43 (43kDa), mais marquaient ses formes
anormalement clivées de 25 et 45kDa. La phosphorylation en position 409/410 semble la plus
fréquente au sein des inclusions (Hasegawa et al., 2008 ; Inukai et al., 2008). La protéine TDP-43
phosphorylée (p409/410) a été détectée dans toutes les inclusions ubiquitinylées mais également
dans des granules (pré-inclusions) non ubiquitinylés, ce qui suggere que la phosphorylation de

TDP-43 précede 'ubiquitinylation (Neumann et al., 2009).

Modeles de rongeurs pour la SLA liée a TARDBP

Suite a la découverte de la protéine TDP-43 comme composant majeur des inclusions
retrouvées dans la plupart des formes sporadiques et familiales de SLA, plusieurs groupes de
recherche ont tenté de générer un modéle animal développant cette pathologie. Afin de
reproduire I'expression neuronale élevée de TDP-43 observée chez les patients (entre 1,5 et 2,5
fois supérieure a la normale), la forme humaine sauvage de TDP-43 a été surexprimée a des
niveaux similaires chez la souris. Les différents modeles présentent des phénotypes variables
suivant le niveau d’expression de TDP-43, mais aucun d’eux ne développe le phénotype complet
de la SLA humaine avec I'absence d’inclusion cytoplasmique positive pour la forme phosphorylée

de TDP-43 (ou une présence rare) et de dégénérescence liée a I'age (Picher-Martel et al., 2016).

L'identification des différentes mutations dans le géne TARDBP, causant la SLA, amené a la
génération de modeles murins exprimant la protéine mutée en quantité variable suivant le
promoteur utilisé. Parmi eux, les modéles SLA-TARDBP*31>T et SLA-TARDBPS3*8C, qui expriment la
protéine humaine mutée a des niveaux trois fois supérieurs a la normale, développent
progressivement des déficits moteurs a partir de 9-10 mois et des troubles cognitifs comparables
aux cas de DFT. A 10 mois, des inclusions cytosoliques et nucléaires composées de TDP-43 et
d’ubiquitine ont été mises en évidence. Aucune paralysie n’a cependant été relevée chez ces
animaux qui ont une durée de vie normale (Swarup et al., 2011). Les différents modeles de SLA

liée aux mutations de TARDBP montrent seulement une corrélation entre les phénotypes observés
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et les niveaux d’expression de TDP-43 mutée (pas de corrélation avec le type de mutation). Une
faible expression de TDP-43 conduit a des troubles moteurs liés a I'age et a la formation
d’inclusions cytoplasmiques de TDP-43 dans les neurones mais sans paralysie, alors qu’une forte
expression de cette protéine provoque des symptomes précoces et une progression de la maladie

rapide sans véritable perte de MNs ni formation d’inclusions (Picher-Martel et al., 2016).

Enfin, un double modéle transgénique surexprimant a la fois la forme sauvage et la forme
mutée (Q331K) de TDP-43 a reproduit le plus grand nombre de caractéristiques de la pathologie
humaine (a I'exception de dégénérescence liée a I'dge), a savoir des inclusions cytoplasmiques
dans les neurones qui sont positives pour les protéines TDP-43, p62 et ubiquitine, une paralysie
précoce des membres avec une progression rapide conduisant a la mort vers I'age de 2 mois

(Mitchell et al., 2015).

D’autre part, des modeles de SLA-TDP-43 ont été créés chez le rat, la Drosophile, les
nématodes et le poisson zébre mais, la encore, les caractéristiques de la SLA n’ont pas toutes été

retrouvées (Picher-Martel et al., 2016).

L'identification des mutations de TDP-43 dans la SLA a rapidement été suivie par la
découverte de mutations dans une autre protéine de liaison a ’'ADN et a I’ARN ; la protéine FUS
(FUsed in Sarcoma) (Kwiatkowski et al., 2009 ; Vance et al., 2009 ; Corrado et al., 2010). Le géne
FUS, localisé sur le chromosome 16 et composé de 15 exons, code pour une protéine de 526 acides
aminés qui est principalement nucléaire. Cette protéine contribue a la restauration de I’ADN ainsi
gu’a la régulation des processus de synthése, de modification et de transport de I’ARN (figure 6)

(Aman et al., 1996).

29



Noyau Cytosol

. ‘@' ’ Spliceosome M
=59

|
(I

(a) Réparation de I'ADN 1

kinesin
TFIID : : s
(c) Régulation de I'épissage

; p O( (f)Transport de I'ARNm
/Spliceo- @

TFID “®
Pol Il P TFIID : ;
. ToooeaT K 3@ Pol Il (e) Exportation de I'ARNm ?
- X X
(b) Régulation de la transcription (d) Couplage de transcription

et d'épissage

Figure 6 : Représentation schématique des fonctions physiologiques de FUS.

FUS est impliquée dans de multiples étapes du métabolisme de I’ADN et de I’ARN. (a) Elle a une activité
d'association homologue a I’ADN et est importante pour la réparation des ruptures du double brin. (b) Elle
interagit avec le complexe de pré-initiation de la transcription (ARN pol Il et le complexe TFIID par exemples) et
avec des facteurs de transcription spécifiques de certains génes (NF-kB par exemple). En outre, FUS se lie
directement a des séquences d'ADN spécifiques (TCCCCGT par exemple) dans la région promotrice de certains
genes cibles. (c) FUS affecte I'épissage alternatif en interagissant avec les régions introniques a proximité des
sites d'épissage et en recrutant ensuite le spliceosome ou d'autres facteurs d'épissage, tels que les protéines
hnRNP ou SR, au pré-ARNm naissant. (d) FUS interagit avec la machinerie de transcription et d'épissage. (e) FUS
peut jouer un rdle dans I'exportation d'ARNm vers le cytoplasme. (f) Dans les neurones, FUS est impliquée dans
le transport d'ARNm spécifiques (d’aprés Dormann et Haass, 2013).

Plus de 50 mutations, pour la plupart faux-sens, ont été identifiées dans le géne FUS comme
étant responsables d’environ 4% des formes familiales et d’environ 1% des formes sporadiques
de la SLA. Seulement quelques descriptions cliniques de la pathologie liée a ces mutations ont été
effectuées et la corrélation phénotypique reste difficile a établir. De nombreux rapports suggerent
gue l'apparition de la maladie est plus précoce dans les cas de SLA liée a FUS. En effet, une étude
allemande réalisée sur plusieurs familles révele un age d’apparition de la maladie allant de 21 a
76 ans avec de nombreux cas avant I'age de 40 ans (Waibel et al., 2013). La plupart des patients
développent un phénotype de SLA classique sans défaut cognitif ; cependant quelques études ont
présenté des patients développant des DFT avec dégénérescence des MNs et d’autres patients
avec démence sans que les MNs soient touchés. Ceci suggére, une fois de plus, que la SLA et la

DFT présentent des homologies cliniques, pathologiques et génétiques (Lattante et al., 2013).
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Comme TDP-43, FUS est principalement nucléaire avec une faible accumulation
cytoplasmique dans la plupart des types cellulaires. Des analyses post-mortem de cerveaux et de
moelles épiniéres de patients portant des mutations dans le géne FUS ont révélé la présence
anormale d’inclusions positives pour FUS dans les neurones et les cellules gliales. Ces inclusions se
sont révélées immunoréactives pour p62 et I'ubiquitine mais étonnamment négatives pour TDP-
43, suggérant que le processus de neurodégénération dirigé par les mutations de FUS est
indépendant de la délocalisation de TDP-43. Ces inclusions de FUS ont également été identifiées
dans le SNC de patients atteints de DFT. Une nouvelle fois, comme pour TDP-43, I'ubiquitinylation

des inclusions de FUS n’est pas toujours décelée (Saberi et al., 2015).

Modeles de rongeurs pour la SLA liée a FUS

Des modeles transgéniques de souris Knock-Out pour FUS (KO-FUS) ont été créés pour
étudier I'effet de la suppression de FUS. Les souris qui en résultent ne survivent que 24 heures ou
développent des déficits importants, comme la stérilité ou une instabilité chromosomique.
D’autres modeles de souris KO-FUS présentent des troubles neuropsychiatriques qui ne
correspondent pas a la SLA (Hicks et al., 2000). Une surexpression de la forme humaine et sauvage
de FUS, sous le contrble du promoteur du prion murin, méne a un phénotype agressif des souris
homozygotes. Ces souris ont un niveau d’expression de la protéine environ deux fois plus
important et développent une faiblesse motrice jusqu’a la paralysie a I'dge de 8 semaines. Elles
présentent un taux élevé d’inclusions cytoplasmiques de FUS non ubiquitinylées, une perte de
MNs dans la corne antérieure de la partie lombaire de la moelle épiniére, une atteinte des

jonctions neuromusculaires et une gliose (Kino et al., 2015).

D’autre part, des souris transgéniques surexprimant la forme sauvage ou mutée de FUS,
sous le contrdle d’un promoteur ubiquitaire, développent une gliose et une faiblesse musculaire.
Ces souris meurent de facon prématurée a I’'age de 30 jours mais ne présentent pas d’inclusion

protéique positive pour FUS ni de dégénérescence des MNs (Sephton et al., 2014).

Trois mutations ont été identifiées dans le gene OPTN (optineurine) chez des patients
atteints de SLA familiale ou sporadique : une mutation non-sens Q398X et une mutation faux-sens
E478G localisées dans le domaine de liaison aux ubiquitines, ainsi qu’une délétion homozygote de
I’exon 5 (Maruyama et al., 2010). La protéine optineurine (OPTN), codée par ce géne, assure de
multiples fonctions dont celle de récepteur autophagique (Liu et al., 2014). Sur les 8 patients
étudiés, un seul présente des inclusions cytoplasmiques positives pour I'optineurine dans les MNs

(SLAf liée a la mutation E478G) (Maruyama et al., 2010). D’autres études réalisées sur les patients
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porteurs des mutations Q398X et E478G n’ont pas détecté la protéine optineurine dans les
inclusions cytoplasmiques positives pour TDP-43, p62 et I'ubiquitine dans les neurones (Ito et al.,
2011 ; Kamada et al.,, 2014). En revanche, I'optineurine a été observée dans les inclusions
cytoplasmiques au niveau de la moelle épiniére dans des cas de SLAs (hors mutations dans le géne
OPTN) et de SLAf liée a SOD1. En effet, I'optineurine co-localise avec I'ubiquitine et TDP-43 dans
les inclusions « skein-like » et avec I'ubiquitine dans les inclusions hyalines rondes chez des
patients atteints de SLAs (Maruyama et al., 2010 ; Osawa et al., 2011). Elle co-localise également
dans les inclusions hyalines de SOD1 (de type corps de Lewy) dans des cas de SLA liée a SOD1
(Maruyama et al., 2010). Néanmoins, les inclusions d’optineurine semblent relativement rares et
limitées a une minorité de SLA avec une protéinopathie TDP-43 ainsi que dans les cas de DLFT-TDP
suggérant qu’elle ne jouerait pas un réle central dans la pathogénése de la SLA et de la DLFT

(Hortobagyi et al., 2011).

Modeles animaux pour la SLA liée a I’'OPTN

Les quelques modeles animaux générés jusqu’a présent ne reproduisent pas toutes les
caractéristiques de la maladie, comme le phénotype pathologique moteur dans un modele de
souris transgénique qui exprime 'OPTN mutée (Gleason et al., 2011) ou encore un modeéle de

poisson zébre dans lequel I'expression de I'OPTN a été supprimée (Paulus et Link, 2014).

La SLA liée aux mutations du géne UBQLN2, ainsi que les modeéles de SLA liée a 'UBQLN2,

sont présentés dans le paragraphe « 2 La SLA liée a I’'UBQLN2 ».

En 2011, des expansions anormales de la répétition de I’hexanucléotide GGGGCC (G4C;) ont
été identifiées dans I'intron 1 du gene C90ORF72 (chromosome 9 open reading frame 72) chez des
patients atteints de SLA et/ou de DFT (Delesus-Hernandez et al., 2011). A ce jour, cette mutation
est a I'origine du plus grand nombre de formes familiales de SLA/SLA-DFT (SLA : 39,3%, SLA-DLFT :
86%) et de formes sporadiques de SLA et/ou DFT (SLA : 7%, SLA-DLFT : 6%, DFT : 6%) pour de
nombreux pays comme les Etats-Unis, I'’Australie et les pays européens (Zou et al., 2017 ; Gijselinck
et al., 2012 ; Majounie et al., 2012). La SLA liée a C90ORF72 fait partie des nombreuses maladies
génétiques neurologiques ou neuromusculaires engendrées par la présence de I'Expansion d’une
Répétition de Nucléotides (ERN) dans le génome. Le nombre d’hexanucléotides (G4Cz) chez les
patients atteints de SLA-DFT est estimé entre 700 et 1600 contrairement aux individus sains qui
ne présentent qu’entre 2 et 23 répétitions (Delesus-Hernandez et al., 2011). Le géne C9ORF72

code pour la protéine C9ORF72 qui est notamment impliquée dans la régulation de la voie
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autophagique (Sullivan et al., 2016 ; Sellier et al., 2016 ; Yang et al., 2016) et pourrait également

intervenir dans le trafic endosomal (Farg et al., 2014).

Trois transcrits, les variants 1 a 3, sont produits par épissage alternatif du géne C90RF72 qui
sont présents dans la plupart des tissus dont le cerveau (cytoplasme des neurones). Le variant 1
code pour l'isoforme b (courte), les variants 2 et 3 codent pour I'isoforme a (longue). Chez les
patients souffrant de SLA-DFT, ces expansions anormales entrainent une diminution significative
de la quantité des 3 variants d’ARNm produits dans différentes régions du SNC (cortex moteur,
cervelet, moelle épiniére) par rapport aux individus sains (Delesus-Hernandez et al., 2011;
Donnelly et al., 2013; Waite et al., 2014). Cela se traduit par une réduction significative de la
guantité de I'isoforme longue dans le cortex frontal (SLA ou SLA-DFT) et temporal (SLA-DFT) mais
pas dans le cortex moteur ni dans le cervelet. En revanche, I'isoforme courte est présente en
quantité significativement augmentée dans les régions corticales dans les cas de SLA (Xiao et al.,

2015).

Plusieurs hypothéses ont été proposées afin d’expliquer la perte de fonction de la protéine
C90RF72. D’une part, I'expansion de la répétition de I'hexanucléotide (G4C;) entrainerait des
modifications épigénétiques locales importantes induisant alors une diminution de I'utilisation du
promoteur endogene de C9ORF72. En revanche, les promoteurs alternatifs contenant moins de
sites d’initiation a la transcription et situés entre le promoteur endogéne et I'expansion (G4Cz)n
seraient davantage utilisés (Sareen et al., 2013). D’autre part, I'ERN pourrait étre responsable de
la formation de structures secondaires et tertiaires (exemples : structures en épingles a cheveux,
G-quadruplexes antiparalleles ou paralleles, motif-I, boucles R) créant une instabilité du génome
(figure 7). L'activité des ARN polymérases, notamment, pourrait ainsi étre perturbée durant
I'initiation ou I’élongation de la transcription, conduisant a la formation de transcrits tronqués ou
avortés, et/ou a une réduction de leur quantité. Une transcription bidirectionnelle a également
été rapportée dans différentes maladies liées a la présence d’ERN. Les séquences ERN riches en
GC dans le gene C90RF72 pourraient donc conduire a la formation de transcrits abortifs courts par
transcription bidirectionnelle, pouvant agir comme des ARNsi en réprimant I'expression du gene
C90RF72 (figure 7). De plus, la présence de structures de type G-quadruplexe sur les transcrits
pourraient perturber leur traduction et produire alors des protéines contenant des répétitions
dipeptidiques (DPR : Dipeptide Protein Repeat) qui ont été observées au sein d’inclusions dans les

cellules du SNC (Haeusler et al., 2016).
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Figure 7: Représentation schématique des structures secondaires et tertiaires perturbant la transcription du
geéne C9ORF72 (d’apres Haeusler et al., 2016).

L’expansion de I'hexanucléotide G4C; pourrait aussi entrainer un mécanisme de gain de
fonction toxique par la production de foyers d’ARN (ou agrégats d’ARN) dans le noyau des cellules
du SNC (Delesus-Hernandez et al., 2011). Plusieurs analyses histologiques post-mortem sur tissu
de patients porteurs de la mutation ont mis en évidence la présence, en grande quantité, de foyers
d’ARN principalement localisés dans le noyau des neurones du cortex frontal, de I'hippocampe,
du cervelet et de la moelle épiniere (MNs périphériques) (Delesus-Hernandez et al., 2011 ; Lagier-
Tourenne et al., 2013). lls ont également été observés, mais en quantité plus faible, dans les
astrocytes, les cellules microgliales et les oligodendrocytes (Lagier-Tourenne et al., 2013;
Mizielinska et al., 2013). La transcription bidirectionnelle du géne C90RF72 muté est a |'origine de
la production de transcrits antisens C9ORF72 portant I'expansion (C2Ga)n, qui s’accumulent dans
les neurones et forment ces foyers nucléaires (Zu et al., 2013). Le role des foyers d’ARN dans la
pathogénese n’a pas encore été clairement démontré. En effet, certaines études montrent que
leur formation ne s’accompagne pas de phénotype neurodégénératif (Peters et al., 2015), voire
méme d’aucun phénotype pathologique (Gami et al., 2015), suggérant que les mécanismes de
gain de fonction des ARN C90RF72 ne suffiraient pas a eux seuls a conduire a une

neurodégénérescence.
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Plusieurs études ont mis en évidence la séquestration de protéines dans les foyers d’ARN
C90RF72, ayant la propriété de se lier a I’ARN, comme hnRNP A2/B1 (heterozygous nuclear
ribonucleoprotein A2/B1) connue pour interagir avec les séquences répétées riches en C/G des
ARN. La dérégulation de hnRNP A2/B1 peut entrainer la formation de foyers d’ARN dans d’autres
maladies neurodégénératives comme FXTAS. De plus, des études ont montré son interaction

directe avec la protéine TDP-43 (Buratti et al., 2005; Sofola et al., 2007).

Comme dans beaucoup de formes familiales et sporadiques de la SLA, la protéinopathie
TDP-43 est observée dans les cas de SLA-DFT liée a C90RF72 ou la protéine TDP-43, qui est
principalement nucléaire en condition normale, se retrouve délocalisée dans le cytoplasme sous
forme d’inclusions. La localisation de ces inclusions cytoplasmiques dans les différentes régions
du SNC est fortement liée au phénotype pathologique. En effet, les inclusions majoritairement
situées dans le cytoplasme des neurones périphériques de la moelle épiniere sont plutot associés
a la pathologie de la SLA. En revanche, les inclusions essentiellement retrouvées dans le
cytoplasme et les neurites des neurones du néocortex et des cellules granulaires du gyrus denté
(hippocampe) sont plutot associées a la DLFT-TDP (Dégénérescence Lobaire Fronto-Temporale
avec protéinopathie TDP-43). D’autres inclusions localisées dans le cytoplasme et les neurites des
neurones de la couche granulaire du cervelet sont constituées d’ubiquitine mais pas de TDP-43

(Delesus-Hernandez et al., 2011).

Actuellement, la corrélation entre la présence de foyers d’ARN et la protéinopathie TDP-43
est difficile a établir car seulement 30 a 60% des cellules avec des foyers d’ARN montrent une
délocalisation de TDP-43. De méme que la proportion de cellules avec des foyers d’ARN contenant
des inclusions positives pour p62 (mais négatives pour TDP-43) est inférieure a 20% (Mizielinska
et al., 2013). Ainsi, I’expansion anormale de I’"hexanucléotide G4C, confére un gain de fonction se
traduisant par la formation de foyers d’ARN sens et d’ARN antisens de C90RF72 avec une

délocalisation/agrégation de TDP-43 dans le cytoplasme.

Modeéles murins de la SLA liée a C90ORF72

Une dizaine de modéles animaux ont été créés suivant différentes stratégies. Le premier
modele a été généré chez la souris et porte des répétitions de 80 G4C; en amont d’un promoteur
spécifique des cellules du prosencéphale. Seules des inclusions positives pour |'ubiquitine ont été
détectées (pas d’inclusion positive pour TDP-43 ni de DPR) (Hukema et al., 2014). l'absence de
neurodégénérescence et de réduction de la survie chez un modéle de souris KO pour le géne
CI90RF72, suggere que la perte de fonction de C90RF72 ne suffit pas pour provoquer la maladie

(Koppers et al., 2015). Plusieurs modeles murins portant un Chromosome Bactérien Artificiel (CBA)
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avec des répétitions allant de 100 a 1000 G4C;, présentent des foyers nucléaires d’ARN et des DPR
dans les neurones et les cellules gliales. Néanmoins, leurs phénotypes comportemental et moteur
sont normaux (Peters et al.,, 2015 ; O’Rourke et al., 2015). Ainsi, le nombre de répétitions de
I’hexanucléotide Ga4C, dans ces modeéles pourraient étre suffisant pour provoquer une
accumulation d’ARN mais pas un dysfonctionnement cellulaire conduisant a un phénotype
moteur. Deux autres modéles murins ont également été générés avec un CBA. Le premier, portant
des répétitions de 500 G4C,, présente des foyers d’ARN, une accumulation de DPR cytosoliques et
des déficiences cognitives a I’dge de 12 mois (Jiang et al., 2016). Le deuxiéme, portant des
répétitions de 450 G4C;, développent davantage de caractéristiques pathologiques de la SLA liée
a C90RF72, a savoir une accumulation d’ARN, des inclusions positives pour TDP-43, une perte de
MNs, une dénervation des muscles, un comportement d’anxiété, une paralysie et une réduction

de la survie (Liu et al., 2016).

Chez la Drosophile, plusieurs modeles ont également été créés mais aucun d’eux ne
récapitule les différentes caractéristiques de cette forme de SLA. Par exemple, deux modeéles
portant des répétitions allant de 36 a 103 G4C; ou de 160 G4C;, présentent des foyers d’ARN et des
DPR causant une réduction de la survie mais pas de phénotype pathologique. Il a été suggéré, dans
ces deux modeles, que les DPR sont plus toxiques pour les cellules que les foyers d’ARN (Tran et
al., 2015 ; Mizielinska et al., 2014). La délétion du géne alfa-1 (0k3062), orthologue de C9ORF72
chez C.elegans, conduit a un phénotype moteur (Therrien et al., 2013). De plus, le croisement de
ce modele alfa-1 (0k3062) avec un modeéle C.elegans TDP-43315T gggrave le phénotype moteur.
En revanche, le croisement du modeéle alfa-1 (0k3062) avec un modele C.elegans FUS>™* ne

I'aggrave pas (Ciura et al., 2013).

Les différents modéles animaux générés jusqu’a présent ne permettent pas d’affirmer que
la diminution de I'expression de C9ORF72 causée par I'ERN, entraine une neurodégénérescence
dans le cerveau et la moelle épiniére. Par exemple, chez la souris adulte, présentant une forte
homologie de séquence avec le géne C90ORF72 humain (98%), aucune caractéristique
neuropathologique, ni trouble du comportement n’a pu étre observé malgré une réduction
significative du niveau d’ARN C90ORF72 dans le cerveau et la moelle épiniéere (provoquée par
traitement avec des oligonucléotides antisens) (Lagier-Tourenne et al., 2013). De méme que
I’extinction de C9ORF72 dans les neurones et les cellules de la glie chez des souris ne conduit pas
a une dégénérescence des MNs, a des dysfonctionnements moteurs ni a une réduction de leur

survie (Koppers et al., 2015).
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Le géne séquestosome 1 (SQSTM1) est localisé sur le locus 5q35 et code pour la protéine
SQSTML1 (ou p62). Cette protéine, de 62kDa et constituée de 440 acides aminés, est impliquée
dans de nombreux processus cellulaires comme les différentes voies de signalisation impliquées
dans la survie, la mort, I'inflammation, la différenciation et le métabolisme cellulaire (Seibenhener
etal., 2007). Elle joue également un rbéle important dans le processus d’autophagie puisqu’elle est
impliquée dans le recrutement et le positionnement des protéines ubiquitinylées vers le lysosome,
assurant ainsi leur dégradation et leur recyclage. P62 assure aussi le transport des protéines
ubiquitinylées vers la voie de dégradation par le protéasome (Seibenhener et al.,, 2004) Une
caractéristique de p62 est de se lier a la protéine autophagique MAP1-LC3 (Microtubule-
Associated Protein 1-Light Chain 3) par son domaine LIR (LC3 Interacting Region), et d’interagir
avec son domaine UBA (Ubiquitin-Associated domain) avec les substrats cellulaires ubiquitinylés

(figure 8) (Layfield et Hocking, 2004).

TRAF6

LIR KIR

77 TBS
- PB1 H UBA —

Figure 8: Représentation schématique de la protéine p62.
La protéine p62 renferme plusieurs domaines spécifiques : un domaine Protein Binding 1 (PB1), un domaine Zinc
finger (ZZ), un domaine TRAF6 Binding (TBS), un domaine LC3 Interacting Region (LIR), et un domaine Ubiquitin-
Associated Domain (UBA) (adapté de Rea et al., 2014).

'y a de plus en plus d’évidences que la protéine p62 soit impliquée dans la
neurodégénérescence. En effet, elle a été précédemment reliée aux phénotypes
neurodégénératifs a travers sa localisation dans des agrégats cytoplasmiques ubiquitinylés dans
de nombreuses maladies, comme la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Salminen et
al., 2012 ; Geetha et al., 2012). D’autres études ont également révélé la présence d’'inclusions de
p62 chez les patients atteints de SLA ou de SLA-DFT portant I'expansion de G4C; dans le géne
C90RF72 (Kwok et al., 2014). Les mutations du géne SQSTM1 sont généralement associées a la
maladie osseuse de Paget, maladie caractérisée par une augmentation du nombre et de 'activité
des ostéoclastes conduisant a des anomalies dans |'architecture de lI'os (Smith, 1999).
Récemment, plusieurs mutations dans SQSTM1 ont été identifiées dans des cas de SLA-DFT

suggérant un réle pour ce géne dans la pathogénese de ces maladies. Les mutations de SQSTM1
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restent relativement rares (3%) chez les patients souffrant de SLA-DFT, comparativement aux

mutations de TARDBP et FUS (Rubino et al., 2012).

Modeéles animaux pour la SLA liée a SQSTM1

Les modeéles in vivo créés pour la SLA liée a SQSTM1 permettent d’étudier spécifiquement
I'implication des voies de dégradation protéique par autophagie et par le protéasome (Narendra
et al., 2010 ; De Castro et al., 2013 ; Seibenhener et al., 2013). Chez la Drosophile, I'extinction du
géne orthologue a SQSTM1 conduit a un dysfonctionnement mitochondrial et une accumulation
d'ADN mitochondrial, accompagnés de troubles moteurs (Pimenta de Castro et al., 2012 ; De
Castro et al.,, 2013). Un modele de souris knock-out pour SQSTM1 présente également un
dysfonctionnement mitochondrial entrainant une réduction de la production d'ATP. Cette
protéine joue donc un role essentiel pour le bon fonctionnement des mitochondries, qui sont
elles-mémes essentielles pour les neurones car elles sont la principale source d'ATP (en raison de
la glycolyse limitée dans ces cellules) (Lee et Shin, 2011 ; Kwon et al., 2012 ; Seibenhener et al.,
2013). De plus, un nombre croissant d'études suggere que le dysfonctionnement mitochondrial
joue un réle important dans la pathogénése de la SLA et de la DFT (Lopez-Gonzalez et al., 2016 ;

Stoica et al., 2014 ; Stoica et al., 2016).

Depuis quelgues années, l'identification de mutations dans les génes codant pour des
ubiquilines suggére que celles-ci joueraient un réle important dans la pathogénése des maladies
du MN. Effectivement, plusieurs mutations dans le géne UBQLN2, codant pour 'ubiquiline 2, ont
été mises en évidence chez des patients atteints de SLAf, accompagnée ou non de DFT (Deng et
al., 2011). La description de cette mutation sera présentée dans le paragraphe suivant et de facon
plus approfondie, car I'’étude de la SLA liée aux mutations de I'UBQLNZ2 représente I'objet principal

de ma these.

De facon intéressante, la mutation E54D dans le gene UBQLN1 (codant pour "'ubiquiline
1854D) 3 été rapportée chez un patient atteint d’une maladie atypique du MN concordant avec le
syndrome de Brown-Vialetto-Van Laere (Gonzalez-Pérez et al., 2012). Ces découvertes ont conduit
Edens et ses collegues a rechercher si I'ubiquiline 4, qui montre une forte homologie de séquence
avec 'ubiquiline 2, pouvait étre également impliquée dans la SLA. Pour cela, un screening des 11
exons du gene UBQLN4 a été effectué a I'aide d’amorces sur un grand nombre de patients (267
cas de SLAf et 411 cas de SLAs). Une mutation faux-sens dans I’exon 3 de ce géne (c.269A>C) a
ainsi été identifiée dans un cas familial de SLA, conduisant a la substitution d’un acide aspartique

par une alanine (p.D90A) (Edens et al., 2017).
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Des études ont montré que les neurones qui expriment I'ubiquiline 4°°°4 ont un Systéme
Ubiquitine-Protéasome (SUP) déficient, se traduisant par une réduction du renouvellement des
protéines. Cette observation pourrait s’expliquer par le fait que la mutation D90A soit a proximité
du domaine de liaison au protéasome (UBL: Ubiquitine-Like domain), pouvant ainsi
compromettre l'interaction de I"'ubiquiline 4°°°* avec le protéasome. L’expression de I'ubiquiline
4P%A conduit également a une accumulation de B-caténine et une morphogénése anormale des
MNs, ce qui suggére que l'ubiquiline 4P peut affecter le développement des MNs par
dérégulation de voie de signalisation dépendante de la B-caténine (Edens et al, 2017). En effet,
cette derniere est essentielle pour la régulation de multiple aspects du développement neuronal
comme la croissance des neurites (Votin et al., 2005), 'orientation axonale (Avile’s et Stoeckli,
2016; Maro et al.,2009) et I'innervation ciblée (Salinas et Zou, 2008; Wu et al., 2012). De plus, il a
été démontré précédemment que la voie du SUP assure la dégradation de la B-caténine et que la
perturbation de cette voie entrainerait une accumulation de la B-caténine (Aberle et al., 1997).
Ainsi, la perturbation du SUP et I'accumulation de B-caténine conduisant a la morphogénése
anormale des MNs, pourraient étre responsable d’un défaut de transmission du potentiel d’action

et de I'innervation ciblée rendant les MNs susceptibles a la dégénérescence (Edens et al, 2017).

Du fait que cette forme de SLAf ait été découverte tout récemment, aucun modéle animal

n’a encore été décrit.

1 LaSLAliéeal’lUBQLN2

2.1 l'ubiquiline 2

L'ubiquiline 2 est une protéine de 66kDa appartenant a la famille des ubiquilines qui
comprend les ubiquilines 1, 2, 3, 4 et L chez 'Homme et les ubiquilines 1 a 5 et L chez la souris.
L'ubiquiline 2 est codée par le gene UBQLN2, localisé sur le chromosome X (Xp11.21). Ce géne ne
contient qu’un seul exon de 1875pb sans séquence intronique (figure 9 : A) (Kaye et al., 2000 ;
Dengetal., 2011). L'ubiquiline 2 est présente dans un grand nombre d’espéces comme les levures,

les rongeurs, le chimpanzé et 'Homme (Zhang et al., 2014).

L'ubiquiline 2 est principalement localisée au niveau du cytosol (Zhang et al., 2009) mais elle
peut également étre associée au réticulum endoplasmique et a la membrane plasmique (Wu et
al., 1999). Certaines études ont montré sa capacité a étre transloquée dans le noyau (Hjerpe et

al., 2016). Le niveau d’expression de 'ubiquiline 2 est élevé lorsque la cellule est en phase de
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mitose (métaphase a télophase) alors que les cellules non-mitotiques expriment faiblement la

protéine (Kleijnen et al., 2000).

L’expression des ubiquilines varie en fonction des tissus. Lubiquiline 1, par exemple, a une
expression ubiquitaire alors que "'ubiquiline 2 est présente dans un grand nombre de tissus mais
en quantités trés variables. En effet, chez la souris son niveau d’expression est majoritairement
plus élevé dans différentes régions du SNC (moelle épiniére, amygdale, cortex cérébral, cervelet,
striatum dorsal, hippocampe, hypothalamus, hypoph