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SMCR8  Smith Magenis syndrome Chromosome Region candidate 8  
SMN   Survival of motor neuron 
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SNAP29 Synaptosome Associated Protein 29 
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SOD1   Superoxide Dismutase 1 
SOX3   SRY-Box Transcription Factor 3 

SPD   Syndactilie de type 1 et 5 
SQSTM1  Sequestosome 1 
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SV2   Synaptic vesicle-associated protein 2  
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TAF1   Transcription initiation factor TFIID subunit 1 
TARDBP  TAR DNA binding protein 
TAX1BP1  Tax1 Binding Protein 1 
TBK1   TANK Binding Kinase 1 

TBP   TATA-binding protein  
TC   Complexe Ternaire 
TCF4   Transcription factor 4 
TDP-43  Transactivating response DNA binding protein of 43 kD 
TE   Tremblement Essentiel 
TFIID   Transcription Factor II D 
TFEB   Transcription Factor EB 
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Ube3A  Ubiquitin Protein Ligase E3A 
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uORF   Upstream Open Reading Frame 
UTR   Untranslated Region 
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VAMP  Vesicle Associated Membrane Protein 
VCP   Valosin Containing Protein 
VHC   Virus de l’Hépatite C 
VPS15  Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 4 
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Le nombre de répétitions varie en fonction de la maladie, du patient et de son âge, du tissu 

considéré mais aussi lors de la transmission aux descendants, permettant ainsi de qualifier ces 

répétitions d’instables et dynamiques. De ce fait, des familles atteintes par certaines de ces 

mutations dynamiques peuvent connaitre un phénomène d’anticipation caractérisé par une 

augmentation de la taille des répétitions conduisant à une plus grande sévérité de la maladie et 

à une diminution de l’âge d’apparition des premiers symptômes lors du passage d’une 

génération à la suivante (ex : FXS, HD, DM1). La naissance, l’allongement, ou plus rarement 

le raccourcissement des expansions de répétitions fait intervenir des mécanismes de réplication 

et de réparation de l’ADN, notamment la réparation des mésappariements (MMR) et la 

réparation par excision de bases (BER) (pour revue, Zhao et al., 2015a). 

A ce jour, pas moins de 50 maladies sont associées à des expansions de répétitions dont la 

moitié identifiée lors de ces 10 dernières années grâce au progrès en termes de séquençage du 

génome (Tableau 1 ; pour revues, Depienne et Mandel, 2021 ; Malik et al., 2021). De nombreux 

efforts de recherche ont permis d’identifier 3 mécanismes moléculaires à l’origine de ces 

pathologies, selon la localisation et le nombre de répétitions : 

- Le mécanisme de toxicité au niveau ADN (FXS, BSS, FRDA, XDP, etc) ; 

- Le mécanisme de toxicité au niveau ARN (DM1 et DM2) ; 

- Le mécanisme de toxicité au niveau protéique (HD, OPMD, SLA, FXTAS, etc). 
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troubles de l’attention ainsi que des signes d’autisme, une dysmorphie faciale ainsi qu’une 

macro-orchidie. 

Dans la majeure partie des cas, FXS est causé par une expansion de nucléotides CGG dans la 

région 5’UTR du gène FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) localisée sur le chromosome X 

(Oberlé et al., 1991 ; Verkerk et al., 1991 ; Fu et al., 1991). Chez les individus non atteints, le 

nombre de répétitions CGG est inférieur à 50 alors que chez les patients FXS, le nombre de 

répétitions CGG est supérieur à 200. De manière intéressante, une taille d’expansion de 

répétitions intermédiaire comprise entre 50 et 200 conduit à d’autres pathologies, le syndrome 

de tremblement et d’ataxie lié à l’X fragile (FXTAS) (Hagerman et al., 2001) et le syndrome 

de l’insuffisance ovarienne liée l’X (FXPOI) (Bretherick et al., 2005) qui seront présenté par la 

suite (cf Introduction 4.4.4). Lorsque les expansions CGG sont supérieures à 200 répétitions, 

elles conduisent à une hyper-méthylation des îlots CpG et à une diminution de l’acétylation des 

histones proches du promoteur du gène FMR1, entraînant une perte de l’expression de la 

protéine FMRP (De Boulle et al., 1993 ; Coffee et al., 1999 ; Tarleton et al., 2002). De plus, 

dans 2% des cas, FXS est dû à des mutations ponctuelles ou à des délétions dans la région 

codante du gène FMR1, et ceci sans expansion des nucléotides CGG (De Boulle et al., 1993 ; 

Tarleton et al., 2002). 

La diminution d’expression de FMRP conduit à des dendrites et des synapses immatures et est 

considérée comme la cause de FXS (Hirst et al., 1995) cependant, le rôle exact de cette protéine 

reste débattu. La protéine FMRP possède 2 domaines KH et un domaine RGG liant les ARN 

au niveau de structures particulières dont les quadruplets de guanosine (quadruplexe-G) et les 

« kissing loop » (Darnell et al., 2001 ; Darnell et al., 2005 ; Didiot et al., 2008), suggérant un 

rôle de FMRP dans la régulation du métabolisme des ARN. Ainsi, cette protéine pourrait être 

impliquée dans la liaison et l’export des ARN vers le cytoplasme, mais aussi dans le transport 

d’ARN messagers (ARNm) du cytoplasme aux épines dendritiques et / ou régulant localement 

la synthèse de protéines en réponse à des signaux de neurotransmetteurs (Eberhart et al., 1996 ; 

Laggerbauer et al., 2001 ; Villace et al., 2004 ; Kim et al., 2009). Ces résultats pourraient ainsi 

expliquer les anomalies morphologiques des épines dendritiques chez les patients (Rudelli et 

al., 1985), qui sont également retrouvées dans les souris invalidées pour le gène Fmr1 (Comery 

et al., 1997). Plus récemment, la protéine FMRP a été décrite comme activant la traduction d’un 

ARN en particulier, DGKκ. L’absence de FMRP conduit à une diminution de l’expression de 

la protéine DGKκ, qui convertit le diacylglycérol (DAG) en acide phosphatidique (PA), 

permettant ainsi de réguler ces voies de signalisation. De plus, la surexpression de DGKκ chez 
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des souris KO pour le gène Fmr1 restaure l’altération des épines dendritiques (Tabet et al., 

2016). 

 

1.2.2. Le syndrome Baratela-Scott (BSS) 

En 2012, un nouveau syndrome a été décrit par Baratela et al., où les patients présentent des 

anomalies et un retard du développement osseux, une petite taille et une dysmorphie de la face 

(Baratela et al., 2012). La découverte de différentes mutations perte de fonction sur les 2 allèles 

du gène XYLT1 a permis d’identifier la cause d’apparition de la maladie, alors appelée la 

dysplasie de Dubesquois de type 2 (DBQD2), chez une grande partie des patients (Bui et al., 

2014 ; Jamsheer et al., 2016 ; Guo et al., 2017). Néanmoins, une partie des patients ne 

présentaient une mutation perte de fonction du gène XYLT1 que sur un seul allèle, ne permettant 

pas d’expliquer la gravité des symptômes. En 2019, il a été montré que ces patients atteints du 

syndrome Baratela-Scott (BSS) étaient porteurs d’une expansion de tri-nucléotides CGG située 

dans la région promotrice du gène XYLT1 (LaCroix et al., 2019). Tout comme dans FXS, cette 

expansion conduit à une hyper-méthylation du promoteur du gène XYLT1, ce qui aboutit à une 

perte d’expression de la protéine Xylosyltransférase 1 (XYLT1), une enzyme impliquée dans 

la biosynthèse des protéoglycanes (Müller et al., 2005). Il est à noter que quelques rares patients 

sont porteurs de l’expansion de nucléotides CGG sur les 2 allèles. 

 

 

1.2.3. L’ataxie de Friedreich (FRDA) 

Les ataxies sont caractérisées par des troubles de la coordination des mouvements, de l’équilibre 

et de l’expression. De plus, les patients atteints de FRDA présentent des signes ostéoarticulaires 

et une cardiomyopathie. Cette pathologie, affectant 1 personne sur 50 000, est autosomale 

récessive ; le plus souvent, l’un des allèles présente une mutation perte de fonction et l’autre 

allèle est porteur d’une expansion de nucléotides GAA dans le premier intron du gène FRDA. 

Le nombre de répétitions GAA peut varier de 200 à 1700 et est inversement proportionnel à 

l’âge d’apparition des premiers symptômes (Dürr et al., 1996). Ces mutations conduisent à une 

forte diminution de l’expression de la Frataxine, codée par le gène FXN (Campuzano et al., 

1996). Cette petite protéine mitochondriale joue un rôle dans l’assemblage et la structuration 

des centres Fer-Soufre retrouvés dans de nombreuses protéines (pour revue, Castro et al., 2019). 
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1.2.4. La dystonie parkinsonisme liée à l’X (XDP) 

La dystonie parkinsonisme liée à l’X (XDP) est une maladie neurodégénérative rare caractérisée 

par une dystonie focale, c’est-à-dire des contractions involontaires et soutenues des muscles, 

associée à des tremblements et à de la rigidité musculaire. Cette pathologie est retrouvée 

principalement sur l’île de Panay aux Philippines où sa prévalence atteint 1 homme sur 20 000 

(environ 500 cas). L’âge d’apparition de XDP est extrêmement variable, les premiers 

symptômes pouvant apparaître chez l’enfant comme chez une personne âgée (Makino et al., 

2007). 

Cette pathologie est causée par l’insertion d’un rétrotransposon composé d’une expansion de 

35 à 52 nucléotides CCCTCT dans un intron du gène TAF1, le nombre de répétitions corrèle 

inversement avec l’âge d’apparition de la maladie (Bragg et al., 2017). Ce gène code pour la 

protéine TAF1 qui, tout comme la protéine TBP (« TATA-binding protein »), fait partie du 

complexe TFIID nécessaire pour le recrutement de l’ARN polymérase II sur le promoteur de 

gènes lors de l’initiation de la transcription (Bragg et al., 2017 ; Westenberger et al., 2019). Ce 

rétrotransposon est composé d’hexa-nucléotides CCCTCT et est donc composé de nucléotides 

GGGAGA sur le brin d’ADN complémentaire, cette séquence est prédite pour former des 

structures en quadruplexe-G qui interfèrent avec la transcription de TAF1, conduisant à une 

perte de fonction partielle de cette protéine uniquement dans les neurones, par un mécanisme 

encore mal compris (Makino et al., 2007). Il est intéressant de noter que des duplications et / 

ou des mutations faux-sens dans le gène TAF1 provoquent le retard mental lié à l’X, 

syndromique 33 (MRXS33), confirmant ainsi que des altérations d’expression ou des mutations 

dans la protéine TAF1 conduisent à des pathologies du système nerveux central (O’Rawe et al., 

2015). 
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sévérité des symptômes. Ces répétitions, éloignées du promoteur, sont transcrites en un ARN 

contenant alors des milliers de répétitions CUG, formant des foci d’ARN dans le noyau des 

cellules. En 2000, il a été montré que les protéines « Muscle blind-like 1/2 » (MBNL1 et 

MBNL2) se lient spécifiquement aux répétitions CUG (Miller et al., 2001, Ho et al. 2004) et 

qu’elle colocalise avec les foci d’ARN composés de répétitions CUG (Dansithong et al., 2005). 

La séquestration de la protéine MBNL1 dans les foci d’ARN entraîne une perte de fonction de 

ce facteur d’épissage, conduisant à une altération de l’épissage de nombreux ARN tels que la 

troponine T2 de type cardiaque (TNNT2) et la sous-unité α du canal sodique voltage dépendant 

de type V (SCN5A) responsables des altérations cardiaques (Philips et al., 1998 ; Freyermuth 

et al., 2016), le récepteur à l’insuline (INSR) responsable de la résistance à l’insuline (Savkur 

et al., 2001), le canal chlore musculaire (CLCN1) responsable de la myotonie (Charlet et al., 

2002 ; Mankodi et al., 2002), l’amphiphysine 2 (BIN1) responsable de la faiblesse musculaire 

(Fugier et al., 2011), ou encore la dystrophine (DMD) responsable d’anormalités structurales 

des fibres musculaires (Rau et al., 2015). 

La dystrophie myotonique de type 2 (DM2) est causée par une expansion de 75 à 11 0000 

répétitions de nucléotides CCTG dans le premier intron du gène CNBP (Liquori et al., 2001). 

Tout comme dans la DM1, ces répétitions CCTG sont transcrites en un ARN qui forment des 

foci et titrent le facteur d’épissage MBNL1, conduisant donc à des altérations moléculaires et 

des symptômes similaires. Toutefois, la DM2 est moins sévère que la DM1. Cette plus faible 

sévérité de la DM2 pourrait s’expliquer par le fait qu’une autre protéine, rbFOX1, est capable 

de lier des répétitions CCUG et non CUG, ce qui entraînerait une moindre séquestration de 

MBNL1 et donc, un plus faible niveau d’altération de l’épissage des ARN cibles de MBNL1 

(Sellier et al., 2018). 

Enfin, la dystrophie cornéenne endothéliale de Fuchs de type 3 (FECD3), est également due à 

une expansion de répétitions de tri-nucléotides CTG, cette fois dans une région intronique du 

gène TCF4, codant pour le Facteur de Transcription 4. Les FECD affectent plus de 4% de la 

population âgée de plus de 40 ans et conduisent à des altérations de la vision dues au 

dysfonctionnement des cellules endothéliales de la cornée (Sundin et al., 2006). Tout comme 

dans les DM1 et DM2, ces répétitions CTG sont transcrites en ARN formant des foci et 

séquestrant le facteur d’épissage MBNL1 conduisant à l’altération de l’épissage de nombreux 

ARNm de l’endothélium de la cornée (Du et al., 2015 ; Wieben et al., 2017). Il est intéressant 

de noter que 40% des patients atteints de la DM1 présentent des altérations oculaires similaires 

aux patients touchés par la FECD3 (Gattey et al., 2014 ; Mootha et al., 2017). 
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1.4.1. L’initiation de la traduction chez les eucaryotes 

La traduction est le processus biologique permettant de décoder les ARNm en protéines et, où 

la séquence de nucléotides est convertie en une séquence d’acides aminés. Chaque acide aminé 

est généré à partir d’un triplet de nucléotides, appelé codon, la correspondance entre le codon 

et l’acide aminé se faisant selon le code génétique et par l’intervention d’un ARN de transfert 

(ARNt). Cette étape est cytoplasmique et fait intervenir le ribosome, un complexe 

ribonucléoprotéique, c’est-à-dire composé à la fois de protéines et d’ARN, composé de 2 sous-

unités : la petite sous-unité 40S et la grande sous-unité 60S. La petite sous-unité 40S se lie à 

l’ARNm et recrute la grande sous-unité 60S qui contrôle l’arrivée des ARNt porteurs des acides 

aminés. La sélection de l’acide aminé se fait par appariement entre l’anti-codon de l’ARNt et 

le codon de l’ARNm. Lorsqu’un ARNt arrive au niveau du ribosome, il se trouve en attente au 

niveau du site A (pour Aminoacyl-ARNt) puis, il est transloqué dans le site P (pour Peptidyl-

ARNt) où leur acide aminé est lié à la chaîne peptidique grâce à la grande sous-unité 60S et, il 

est enfin libéré par le site E (pour Exit) de la grande sous-unité du ribosome. Le ribosome 

avance alors de 5’ vers 3’ et par tranche de 3 nucléotides sur l’ARNm pour lire un nouveau 

codon et l’apparier avec l’anti-codon d’un nouvel ARNt, procédant ainsi à l’élongation de la 

traduction (Figure 5). 

 

Figure 5. Traduction chez les eucaryotes 

Le ribosome se déplace de 5’ vers 3’ sur l’ARNm où il sélectionne un ARNt grâce à 
l’appariement de son anti-codon avec le codon de l’ARNm. Le ribosome transfère l’acide aminé 
porté par l’ARNt vers la chaîne polypeptidique générant ainsi une nouvelle protéine. Image 
provenant de © Guillaume Bokiau, Wikimedia, Licence GFDL. 
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1.4.1.1. Initiation de la traduction à un codon AUG 

L’initiation de la traduction fait intervenir des facteurs d’initiation eucaryotes (eIF) et comprend 

2 étapes : la formation du complexe d’initiation 48S du ribosome puis, l’assemblage des sous-

unités 48S et 60S du ribosome. 

Tout d’abord, le complexe ternaire (TC) se forme : eIF2-GTP se lie à l’ARNt initiateur chargé 

de l’acide aminé méthionine (Met-ARNtMet). Puis, le TC interagit avec la sous-unité 40S du 

ribosome associée à des facteurs d’initiation eucaryotes dont eIF1, eIF1A, eIF5 et le complexe 

eIF3 pour ainsi former le complexe de pré-initiation 43S (PIC-43S). 

En parallèle, l’ARNm est activé et circularisé via son interaction avec eIF4B, une protéines de 

liaison à l’ARN, et le complexe eIF4F qui est composé d’eIF4A, une hélicase DEAD-box, 

d’eIF4E, une protéine liant la coiffe 7-méthyl-guanosine (m7G) située à l’extrémité 5’ de 

l’ARNm et eIF4G, une protéine qui lie la protéine de liaison au polyA (PABP) située à 

l’extrémité 3’ de l’ARNm. Cette étape nécessite de l’énergie par l’hydrolyse d’ATP afin 

d’aplanir les structures secondaires de l’ARNm par l’hélicase eIF4A. Le complexe eIF4F 

recrute alors le PIC-43S au niveau de l’ARNm pour former le PIC-48S (Figure 6). 

Dépendamment de l’hydrolyse d’ATP, le PIC-48S scanne alors l’ARNm de 5’ vers 3’ à la 

recherche d’un codon d’initiation, le plus souvent un codon AUG, situé dans une séquence 

Kozak. Chez les mammifères, la séquence Kozak consensus est C(A/G)CCAUGG (Kozak et 

al., 1989), où la purine en position -3 et la guanosine en position +4 (en gras) sont 

particulièrement importantes pour la stabilisation de l’interaction du PIC-48S avec l’ARNm 

(Peabody, 1987 ; Pisarev et al., 2006). Une fois l’anticodon du Met-ARNtMet porté par eIF2-

GTP apparié au codon initiateur sélectionné au niveau du site P du PIC-48S, eIF5 facilite 

l’hydrolyse du GTP de eIF2 en GDP + un phosphate qui est relâché. S’en suit le départ des 

facteurs eIF1, eIF1A, eIF2-GDP, eIF3 et eIF5, ce qui permet le recrutement de la sous-unité 

60S du ribosome, formant ainsi le ribosome 80S nécessaire à l’élongation (Figure 6 ; pour 

revues, Jackson et al., 2010 ; Kearse et Wilusz, 2017). 
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Figure 6. Initiation de la traduction chez les eucaryotes 

Etapes et facteurs intervenant dans l’initiation de la traduction. Image de Jackson et al., 2010. 
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1.4.1.2. Initiation de la traduction à des codons ressemblant à des AUG 

Depuis les années 1980, il est connu que l’initiation de la traduction ne se fait pas uniquement 

à des codons AUG. En effet, des codons ne différant que d’un nucléotide par rapport au codon 

AUG comme des codons CUG, GUG, UUG, ACG, etc. sont capables d’initier, par 

mésappariement avec l’ARNt initiateur Met-ARNtMet, la traduction mais avec une efficacité 

moindre de 1 à 20% par rapport à un codon canonique AUG (Tableau 2 ; Peabody, 1987 ; 

Clements et al, 1988 ; Peabody, 1989 ; Ivanov et al., 2010). 

 

Tableau 2. Efficacité de l’initiation de la traduction selon le codon initiateur  
Les codons non-AUG permettent d’initier la traduction mais à plus faible niveau que le codon 
AUG. Cette efficacité varie selon le modèle cellulaire. Tableau de Kearse et Wilusz, 2017. 

Ce mésappariement de l’anticodon de l’ARNt initiateur avec un codon ressemblant à un AUG 

sur l’ARNm dépend notamment de la séquence Kozak entourant ce codon. Si cette séquence 

est défavorable, par l‘absence d’une guanosine en +4 par exemple, le taux d’initiation sera plus 

faible qu’avec la séquence Kozak consensus. De plus, l’utilisation de codons non-canoniques 

pour l’initiation de la traduction est un mécanisme finement régulé notamment par eIF1, eIF2 

et eIF5. En effet, des mutations dans eIF1, eIF1A et / ou eIF5, conduisant à l’hydrolyse 

prématurée d’eIF2-GTP, augmentent l’initiation de la traduction à des codons non-AUG 

(Huang et al., 1997). De plus, la surexpression d’eIF5 et eIF5B augmente l’utilisation de codons 

non-AUG alors que la surexpression d’eIF1 et eIF1A diminue l’utilisation de codons non-AUG 

(Barth-Baus et al., 2013). Enfin, la structure des ARNm influe également sur l’utilisation des 

codons non-AUG. Par exemple, la présence de structures en quadruplexe-G ou en épingle à 

cheveux situées en aval des codons non-AUG ralentit la vitesse de scan du ribosome, 

augmentant donc le temps de pause sur ces codons favorisant ainsi leur utilisation pour 

l’initiation de la traduction (Kozak, 1989 ; Kearse et al., 2016). 
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assurer son activité GEF auprès d’eIF2, diminuant donc la quantité de eIF2-GTP disponible. 

Comme précédemment, le ribosome initie à la première uORF mais ne peut pas réinitier à la 

seconde uORF car la petite sous-unité ribosomique n’a pas pu se lier à temps à un nouvel eIF2-

GTP. Il en résulte que le ribosome continue à scanner l’ARNm et s’arrête au niveau de l’ATG 

de l’ORF principale, permettant alors la traduction des protéines ATF4 et ATF5 (Figure 8 ; 

Vattem et Wek, 2004 ; Zhou et al., 2008). 

 

1.4.1.3. Initiation de la traduction au niveau de séquences IRES 

Les séquences IRES, pour « Internal Ribosome Entry Site », sont des structures formées par les 

ARN permettant le recrutement du ribosome directement à l’intérieur des ARN qui ne sont pas 

coiffés en 5’, et donc indépendamment du scan du ribosome. Ce type d’initiation de la 

traduction, majoritairement utilisé par les virus à ARN monocaténaire, est basé sur des 

interactions non-canoniques entre l’ARN viral et le ribosome et / ou les facteurs eIF (pour revue, 

Jackson et al., 2010). Selon les structures de l’ARN viral, on dénombre 4 types d’IRES 

principales (Figure 9) : 

- Types 1 et 2 où l’ARN recrute directement les facteurs eIF4A et eIF4G (mais pas 

eIF4E), conduisant ainsi au recrutement du complexe PIC-43S pour former le complexe 

PIC-48S. Ce type d’initiation de la traduction est notamment utilisé par les picornavirus 

comme le poliovirus causant la poliomyélite ou le virus de l’encéphalomyocardite 

(EMCV). 

- Type 3 où l’ARN interagit directement avec le facteur eIF3 et le sous-unité 40S du 

ribosome du complexe PIC-43S. Cette stratégie est utilisée par les virus de type VHC 

responsables de l’hépatite C. 

- Type 4 où l’ARN recrute directement la sous-unité 40S du ribosome. Par sa structure, 

l’ARN mime la présence de l’ARNt initiateur Met-ARNtMet au niveau du site P du 

ribosome, lançant ainsi directement l’élongation de la traduction. Ce type d’IRES est 

utilisé par les dicistrovirus comme le virus de la paralysie du criquet (Figure 9). 

Outre leur présence chez certains virus, des éléments IRES ont aussi été identifiés dans 

certains ARNm eucaryotiques. Par exemple, lorsque des cellules HeLa sont infectées par 

un picornavirus, elles ne sont plus capables d’utiliser le mécanisme d’initiation de la 

traduction traditionnelle. Or, il a été montré que la protéine liant les chaines lourdes de 
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l’immunoglobuline (BiP) était toujours traduite lors d’une infection virale, suggérant que 

certains ARNm cellulaires peuvent être traduits via un mécanisme de type IRES (Macejak 

et Sarnow, 1991). Par la suite, plusieurs ARNm ont été décrits comme comportant une 

séquence IRES putative, notamment des gènes impliqués dans le développement, la 

différenciation cellulaire, le cycle cellulaire ou encore l’apoptose (pour revue, Komar et 

Hatzoglou, 2005). 

 

Figure 9. Les 4 principales types d’IRES 

Suivant le virus à ARN monocaténaire considéré, les séquences IRES utilisées pour recruter le 
ribosome diffèrent. Image de Jackson et al., 2010. 
 

1.4.1.4. Traduction « RAN » des répétitions non associées à un codon AUG 

La traduction « RAN » pour « Repeat Associated Non-AUG translation » est un mécanisme qui 

a été décrit pour la première fois en 2011 lors de l’étude de la traduction des expansions de 

répétitions de nucléotides dans la dystrophie de type 1 (DM1) et l’ataxie spinocérébelleuse de 

type 8 (SCA8) (Zu et al., 2011). Concernant SCA8, il a été montré dans un travail antérieur 

qu’une expansion de répétitions CAG dans le gène ATXN8 était traduite en une protéine 

polyGlutamine (polyQ) grâce à un codon ATG situé en amont de ces répétitions (Moseley et 

al., 2006). Néanmoins, Zu et al., en ôtant ce codon ATG, a pu mettre en évidence que ces 
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D’un point de vue génétique, plus l’expansion de répétitions CAG est grande, plus la maladie 

est sévère et plus les premiers symptômes de ces pathologies se développent tôt chez les 

patients. De plus, on observe un mécanisme d’anticipation où les enfants d’un individu malade 

présentent généralement un nombre de répétitions plus élevé et, par conséquent, développent 

des manifestations cliniques plus précocement (pour revue, Lieberman et al., 2019). D’un point 

de vue histopathologique, les patients porteurs de ces répétitions CAG dans la phase codante 

des gènes présentent des inclusions typiques de protéines composées de polyQ (Figure 11E et 

11F). Bien qu’aujourd’hui le gain de fonction toxique des protéines composées de polyQ soit 

admis, les mécanismes moléculaires entraînant la mort neuronale sont complexes. 

 

1.4.2.1.  Les protéines à polyQ sont-elles toxiques d’elles-mêmes ? 

Le développement des premiers modèles murins exprimant des polyQ ont permis de mettre en 

évidence la toxicité de ces protéines. En effet, des souris exprimant l’exon 1 de la Huntingtin 

(HTT) avec une expansion de polyQ est suffisante pour provoquer une neuropathologie 

regroupant une partie des symptômes de la maladie de Huntington (HD), comme des 

mouvements stéréotypiques involontaires et des tremblements (Mangiarini et al., 1996). De 

manière similaire, l’expression chez la souris d’une expansion de polyQ, dérivée du gène muté 

de l’ataxie spinocérebelleuse de type 3 (SCA3), uniquement dans les cellules de Purkinje 

provoque une ataxie chez ces souris (Ikeda et al., 1996). De façon intéressante, l’insertion d’une 

expansion de 146 tri-nucléotides CAG dans le gène HPRT, non-impliqué dans ces différentes 

pathologies, conduit aussi à un phénotype neurodégénératif sévère chez la souris, confirmant 

une toxicité intrinsèque des polyQ (Ordway et al., 1997). 

Depuis, de nombreux autres modèles animaux ont été développé ce qui a permis de mettre en 

évidence, par exemple, une plus forte toxicité des polyQ dans des protéines tronquées par 

rapport aux protéines entières. En effet, l’insertion de répétitions CAG par Knock In (KI) dans 

le gène de HTT chez la souris conduit à de faibles altérations comportementales (Wheeler et al., 

2000) en comparaison à la seule expression de l’exon 1 contenant les polyQ (Mangiarini et al., 

1996). Des résultats similaires ont été rapporté dans l’étude de modèles murins modélisant des 

ataxies spinocérébelleuses où une forme tronquée de l’ATXN3-polyQ développe rapidement 

une sévère atrophie du cervelet (Ikeda et al., 1996), alors que des souris exprimant la protéine 
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entière ATXN3-polyQ ne développe des altérations neurologiques qu’à partir de 10 mois 

(Switonski et al., 2015). 

De plus, la mutation de certains acides aminés proches des répétitions de polyGlutamine semble 

moduler leur toxicité. Par exemple, la mutation de résidus sérines pour mimer une 

phosphorylation constitutive (S -> D), localisés proches des polyQ dans la HTT permet 

d’améliorer nettement le phénotype des souris HD (Gu et al., 2009). De manière similaire, la 

mutation S776A de l’ATXN1 dans un modèle murin de SCA1 permet une moindre agrégation 

de l’ATXN1 et une meilleure survie des souris (Emamian et al., 2003). Enfin, dans SCA8, les 

répétitions CAG peuvent être interrompues par des codons CGG codant pour une arginine et, 

plus le nombre de résidus arginine est élevé, plus l’âge d’apparition de la pathologie est faible, 

suggérant que les acides aminés arginines augmentent la toxicité des polyQ (Perez et al., 2021). 

Ces données ont ainsi permis de mettre en évidence une toxicité intrinsèque des polyQ, mais 

dont la toxicité est modulée par la taille et / ou la composition en acides aminés des séquences 

entourant les polyQ.  

 

1.4.2.2. Toxicité nucléaire ou cytoplasmique des protéines à polyQ ? 

Une similarité entre les patients atteints de HD, DRPLA, SBMA et plusieurs SCA est la 

présence caractéristique d’inclusions intranucléaires formées par les protéines composées de 

polyGlutamine (Trottier et al., 1995). Il est toutefois à noter que des agrégats cytoplasmiques 

dans les neurones ont également été observés (DiFiglia et al., 1997). Le fait que ces agrégats 

soient majoritairement nucléaires est un résultat surprenant dans le cas de HD, car la protéine 

hôte des polyQ, la Huntingtin, est une protéine cytoplasmique. Ces données ont poussé les 

scientifiques à investiguer la contribution d’une toxicité nucléaire vs cytoplasmique de ces 

protéines. 

La SBMA, une maladie caractérisée par une atrophie et une faiblesse musculaire, est causée par 

une expansion de répétitions CAG dans le gène AR codant pour le récepteur aux androgènes 

(La Spada et al, 1991). Les androgènes sont des hormones sexuelles masculines, dont la 

principale chez l’Homme est la testostérone, produite dans les testicules par les cellules de 

Leydig. La testostérone, lorsqu’elle entre dans une cellule cible, se lie au récepteur aux 

androgènes (RA) situé dans le cytoplasme, conduisant à la translocation de ce facteur de 

transcription dans le noyau des cellules, où il va se lier à l’ADN et stimuler la transcription de 
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ses gènes cibles (Figure 12 ; pour revue, Centenera et al., 2008). Comme chez l’Homme, 

uniquement les souris mâles porteuses de l’expansion de CAG dans le gène AR développent la 

pathologie. De manière intéressante, l’administration de testostérone chez des souris femelles, 

induisant la localisation nucléaire du RA-polyQ, conduit au développement de la maladie ; alors 

que la castration des mâles en empêche le développement, puisque le récepteur aux androgènes 

avec une expansion de polyQ reste cytoplasmique (Katsuno et al. 2002). 

 

Figure 12. Fonctionnement du récepteur aux androgènes (RA) 

Lorsque la testostérone se lie au RA, il est transloqué dans le noyau où il active la transcription 
de ses gènes cibles. Image de prost8blog.com. 

De manière similaire, la protéine ATXN1, mutée dans SCA1, est un facteur de transcription 

nucléaire dont la localisation dépend d’une séquence de localisation nucléaire (NLS). De façon 

intéressante, la génération de souris transgéniques exprimant l’ATXN1-polyQ dépourvue de 

cette séquence NLS montre que ces animaux ne développent pas d’ataxie, suggérant ainsi que 

la localisation nucléaire est nécessaire pour la pathogénicité des protéines polyQ (Klement et 

al., 1998). Enfin, il a été montré dans HD que la délétion des 17 premiers acides aminés de la 

protéine HTT-polyQ module sa capacité d’agrégation et sa localisation. In vitro, la délétion de 

ces 17 acides aminés conduit à l’export du noyau vers le cytoplasmique de la HTT-polyQ et à 

une moindre toxicité (Zheng et al., 2013). Cependant, in vivo, la délétion de cette région 

accélère la migration de la HTT-polyQ dans le noyau et, les souris exprimant ce mutant 

présentent un phénotype plus sévère que les souris exprimant la protéine HTT-polyQ entière 

(Gu et al., 2015). Ces résultats indiquent que dans le cas des maladies SBMA, HD, SCA1, etc. 

les protéines à polyQ sont toxiques principalement lorsqu’elles sont nucléaires. 

Néanmoins, dans les ataxies spinocérébelleuses de type 2 et 6 (SCA2 et SCA6), les inclusions 

de protéines à polyQ sont principalement cytoplasmiques chez les patients (Ishikawa et al., 

1999 ; Huynh et al., 2000), suggérant qu’une localisation nucléaire des polyQ nucléaire n’est 

pas systématiquement nécessaire à leur toxicité.  
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1.4.2.3. L’agrégation des protéines à polyQ est-elle nécessaire pour leur toxicité ? 

Comme nous venons de le voir, toutes les maladies à polyQ sont caractérisées par la présence 

d’agrégats protéiques, nucléaires et / ou cytoplasmiques. Toutefois, ces inclusions ne sont pas 

systématiquement retrouvées dans les tissus atteints chez les patients. En effet, bien que dans 

HD, les inclusions protéiques soient majoritairement localisées dans les zones atteintes ; ce 

n’est pas le cas par exemple dans l’ataxie spinocérébelleuse de type 7 (SCA7), où les inclusions 

sont retrouvées dans de nombreuses régions du cerveau et non uniquement dans le cervelet 

(Holmberger et al., 1998). Ces observations soulèvent donc l’hypothèse que ces agrégats ne 

sont pas forcément responsables de la neurodégénérescence. 

Grâce à la génération de cultures primaires de neurones de striatum de rats pour l’étude de HD, 

il a été démontré que l’expression de la HTT-polyQ conduisait bien à une mort neuronale, mais 

qui ne corrèle pas avec la dynamique d’agrégation de cette protéine. En effet, les neurones ne 

développant pas d’agrégats meurent prématurément alors que les neurones présentant des 

agrégats voient leur temps de survie augmenté (Arrasate et al., 2004). De plus, l’utilisation d’un 

mutant de la HTT-polyQ ne s’agrégeant pas conduit à une mort des cultures neuronales plus 

importante, suggérant un effet protecteur de l’agrégation (Saudou et al., 1998). 

De même, dans SCA1, un modèle murin exprimant un mutant de la protéine ATXN1-polyQ 

incapable de s’agréger (par la suppression de sa région d’auto-association), révèle une toxicité 

aussi élevée de ce mutant que celle observée avec l’expression de la protéine ATXN1-polyQ 

WT, confirmant que le développement de la pathologie n’est pas dépendant de l’agrégation des 

protéines à polyQ (Klement et al., 1998). De plus, l’expression de l’ATXN1-polyQ chez un 

modèle animal déficient pour l’ubiquitine ligase E6-AP (Ube3A), une protéine impliquée dans 

la dégradation des protéines par le protéasome, permet la solubilisation de l’ATXN1-polyQ. 

Néanmoins, ces souris présentent une dégénération exacerbée des cellules de Purkinje 

(Cummings et al., 1999). 

En conclusion, ces expériences démontrent une toxicité particulièrement forte des protéines à 

polyQ sous leur forme soluble et suggèrent un effet protecteur de l’agrégation. 
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1.4.2.4. Gain de fonction et / ou perte de fonction ? 

Outre SCA8 et HDL2, les expansions de répétitions de nucléotides CAG sont localisées dans 

la phase codante de protéines bien décrites, un mécanisme de perte de fonction ou d’altération 

de la fonction normale de ces protéines n’est donc pas à exclure. Ainsi, la protéine mutée dans 

HD, la Huntingtin (HTT), joue un rôle dans le trafic vésiculaire et son KO est léthal à l’état 

embryonnaire chez la souris (Duyao et al., 1995 ; Nasir et al., 1995 ; Zeitlin et al., 1995). 

Récemment, il a été montré que la HTT était impliquée dans le neurodéveloppement humain et 

que, la présence de la HTT-polyQ altérait le développement cortical embryonnaire, apportant 

ainsi une composante neurodéveloppementale à la maladie de Huntington (Barnat et al., 2020). 

En ce qui concerne SCA1, il est décrit que la protéine ATXN1, native ou avec une expansion 

de polyQ, forme un complexe avec la protéine Capicua (CIC). Ce complexe agit comme un 

répresseur transcriptionnel (Lam et al., 2006). L’identification du site de liaison entre l’ATXN1 

et la CIC a permis de générer un mutant ATXN1 incapable de lier CIC. La surexpression de ce 

mutant ATXN1-polyQ n’est plus toxique chez la souris, suggérant un gain de fonction toxique 

du complexe ATXN1-polyQ-CIC dans les cellules de Purkinje (Figure 13 ; Rousseaux et al., 

2018). Ces résultats expliquent d’ailleurs la plus faible toxicité du mutant ATXN1 S776A (cf 

Introduction 1.4.2.2) qui perd en partie sa capacité de liaison à CIC (Emamian et al., 2003 ; 

Lam et al., 2006). Enfin, la perte de la protéine CIC conduit des à une déficience intellectuelle 

associée à un spectre autistique chez l’Homme et à des altérations de l’apprentissage et de la 

mémoire en modèle murin, soulignant ainsi l’importance de ces protéines pour le 

fonctionnement neuronal (Lu et al., 2017).  

 

Figure 13. La toxicité de l’ATXN1-polyQ dépend de sa liaison à la protéine CIC 

La neurodégénérescence du cervelet provoquée par l’ATXN1-polyQ est abolie lorsque cette 
protéine est incapable de lier la protéine CIC. Image de Rousseaux et al., 2018. 
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Pour terminer, SCA6 est due à une courte expansion de nucléotides CAG dans le gène 

CACNA1A, codant pour un canal calcique voltage-dépendant. La présence d’une expansion de 

polyQ dans cette protéine n’altère pas systématiquement sa localisation, mais altère les 

propriétés calciques de ce canal pouvant expliquer la mort des cellules de Purkinje (Restituito 

et al., 2000). 

 

1.4.2.5. Conclusion 

Ces nombreux travaux mettent en lumière la complexité des différents mécanismes pouvant 

intervenir dans les maladies à polyQ. En effet, bien qu’une toxicité intrinsèque des polyQ soit 

admise, cette toxicité peut être modulée par les séquences entourant ces polyQ. Ces séquences 

bordant cette expansion peuvent également influer sur la localisation et / ou sur la capacité 

d’agrégation des protéines à polyQ. A ce titre, l’agrégation de ces protéines semble avoir un 

effet protecteur ; les formes solubles des protéines à polyQ étant particulièrement toxiques. De 

plus, selon la pathologie considérée, la toxicité des protéines à polyQ dépend de leur localisation 

cellulaire, nucléaire ou cytoplasmique. Enfin, une perte de fonction partielle des protéines ou 

un gain de fonction toxique des protéines à polyQ peuvent jouer un rôle plus ou moins important 

dans le développement des différentes pathologies. 

  



 

-42- 

 

1.4.3. Les maladies à polyAlanine (polyA) 

A ce jour, on dénombre 9 maladies à polyA : la dystrophie musculaire oculo-pharyngée 

(OPMD) due à une expansion de répétitions des tri-nucléotides GCG dans le gène PABPN1 ; et 

8 maladies développementales dues à des expansions GCN dans les gènes ARX, FOXL2, 

HOXA13, HOXD13, PHOX2B, RUNX2, SOX3 et ZIC2 codant tous pour des facteurs de 

transcription et responsables respectivement de la déficience intellectuelle non-syndromique 

liée à l’X (NS-XLID), le syndrome de blépharophimosis-ptosis-épicanthus inversus (BPES), le 

syndrome main-pied-génital (HFGS), la syndactilie de type 1 et 5 (SPD), le syndrome 

d’hypoventilation alvéolaire central congénital (CCHS), la brachydactylie, l’hypopituitarisme 

lié à l’X (XH) et l’holoprosencéphalie de type 5 (HPE5). Ces maladies sont dues à un court 

allongement, de 5 à 17 répétitions GCN, de séquences de microsatellites préexistantes de 3 à 

20 nucléotides GCN. Toutefois, il est important de noter que les 8 maladies développementales 

citées précédemment ne sont pas uniquement dues à des expansions GCN. En effet, de 

nombreuses mutations perte de fonction de type faux-sens, non-sens, décalage du cadre de 

lecture, etc. sont également décrites comme provoquant ces pathologies. De ce fait, il est 

probable que le mécanisme de toxicité sous-jacent à ces expansions de polyAlanine consiste en 

la perte de fonction de ces facteurs de transcription et / ou, pour les expansions les plus longues, 

en la naissance de protéine ayant un effet dominant négatif sur la transcription de gènes 

impliqués dans le développement. Enfin, ces protéines avec les expansions les plus longues ont 

tendance à former des agrégats cytoplasmiques et / ou nucléaires (pour revue, Messaed et 

Rouleau, 2009). 

Enfin, je vais m’attacher à décrire plus en avant l’OPMD, car cette maladie présente des 

similitudes cliniques avec les myopathies oculo-pharyngo-distales (OPDM), abordées dans ce 

travail de thèse. Les personnes affectées par l’OPMD présentent une faiblesse musculaire des 

membres distaux, un ptosis, c’est-à-dire un abaissement des paupières, et une dysphagie. D’un 

point de vue histopathologique, les patients présentent dans leurs fibres musculaires des 

vacuoles ainsi que des inclusions intranucléaires caractéristiques (Figure 14 ; Tomé et Fardeau, 

1980). 

L’OPMD est due à l’allongement à l’état hétérozygote de 2 à 8 répétitions ou, à l’état 

homozygote d’une seule répétition, de tri-nucléotides GCG dans le premier exon du gène 

PABPN1 ; la population générale présentant 10 répétitions GCG (Brais et al., 1998). Ce gène 
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1.4.4. Les maladies à polyGlycine (polyG) 

Lorsque j’ai commencé ma thèse, les maladies à polyG étaient au nombre de 2 : le syndrome 

de tremblement et d’ataxie lié à l’X fragile (FXTAS) et, de manière incertaine, l’insuffisance 

ovarienne prémature liée à l’X (FXPOI). Ces 2 pathologies sont causées par la même mutation, 

une expansion de 55 à 200 répétitions de tri-nucléotides CGG dans la région 5’UTR du gène 

FMR1 (Murray et al., 1998 ; Hagerman et al., 2001). 

 

1.4.4.1. Le syndrome de tremblement et d’ataxie lié à l’X fragile (FXTAS) 

Le syndrome de tremblement et d’ataxie lié à l’X fragile (FXTAS) a été décrit pour la première 

fois en 2001 par la Professeure Randi Hagerman (Hagerman et al., 2001). Il s’agit d’une maladie 

neurodégénérative caractérisée par une démarche ataxique et / ou un tremblement intentionnel ; 

les patients peuvent également présenter des altérations neuropsychiatriques et cognitifs ainsi 

que des symptômes parkinsoniens (Jacquemont et al., 2003). Cette maladie touche 

principalement les hommes et apparait généralement entre 60 et 65 ans avec une espérance de 

vie comprise entre 5 et 25 ans. Des analyses d’IRM cérébrales de patients FXTAS ont révélé 

une hyper-intensité en T2 des pédoncules cérébelleux moyens et de la matière blanche adjacente 

(Figure 15 ; Jacquemont et al., 2003 ; Leehey et al., 2003). 

 

Figure 15. Hyper-intensité en T2 des pédoncules cérébelleux dans FXTAS 

(a, b, c) IRM de cervelets (a) d’un individu contrôle et (b, c) d’un patient FXTAS présentant 
une hyper-intensité en T2 des pédoncules cérébelleux. Images de Jacquemont et al. 2003. 

D’un point de vue histopathologique, l’analyse des cerveaux de patients FXTAS montrent une 

diminution du nombre de cellules de Purkinje, une gliose des cellules de Bergmann (Greco et 

al., 2002) ainsi qu’une spongiose de la substance blanche des pédoncules moyens du cervelet 

(Greco et al., 2006). De plus, des inclusions intranucléaires éosinophiliques et positives à 

l’ubiquitine et p62 sont retrouvées dans les neurones et les astrocytes (Figure 16 ; Greco et al., 
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cellulaire ont ainsi montré que ces répétitions CGG pouvaient être traduites en protéines 

composées de polyAlanine (polyA) ou de polyGlycine (polyG) (Todd et al., 2013), et ceci en 

absence de codon d’initiation de la traduction ATG. Grâce au développement d’anticorps 

dirigés spécifiquement contre ces protéines à polyA ou à polyG et au développement de 

modèles de drosophiles, il a alors été montré que les inclusions des patients FXTAS sont 

majoritairement composées de protéines à polyG, appelées alors FMRpolyG ; l’expression de 

FMRpolyA étant très faible et cette protéine étant détectée uniquement après sa surexpression 

en modèles cellulaires (Figure 17 ; Buijsen et al., 2014 ; Sellier et al. 2017 ; Krans et al., 2019). 

 

Figure 17. FMRpolyG dans les inclusions intranucléaires chez les patients FXTAS 

(a, b, c, d, e, f, g, h) IHC dirigée contre la protéine FMRpolyG révélant de nombreuses 
inclusions intranucléaires chez les patients FXTAS dans (a) l’hippocampe, (b) le cervelet, (c) 
les glomérules et (d) les tubes distaux des reins, (e) la zone glomérulaire et (f) la zone réticulaire 
des glandes surrénales, (g) les cardiomyocytes et (h) la thyroïde. Echelle 50 µm. Images de 
Buijsen et al., 2014. 
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2017) ou encore diminuer la production des micro-ARN mitochondriaux (Gohel et al. 2021). 

La protéine FMRpolyG, quant à elle, est décrite pour altérer la structure de l’enveloppe 

nucléaire via son interaction avec Lap2β (Sellier et al., 2017), le système ubiquitine-protéasome 

(Oh et al., 2015) ou encore l’intégrité mitochondriale via l’assemblage des complexes de la 

chaîne respiratoire (Gohel et al., 2019). Il reste donc à déterminer les causes précises de la mort 

neuronale dans FXTAS, et quelles sont les voies moléculaires directement affectées par la 

protéine FMRpolyG. 

 

1.4.4.2. L’insuffisance ovarienne prématurée liée à l’X (FXPOI) 

L’insuffisance ovarienne prémature liée à l’X (FXPOI) est caractérisée par une ménopause 

précoce et fait partie d’un syndrome plus vaste, les insuffisances ovariennes primaires (POF). 

Les causes génétiques de FXPOI sont multiples et, parmi elles, une expansion de 55 à 200 

répétitions CGG dans la région 5’UTR du gène FMR1 est responsable de 20% des cas (Man et 

al., 2017). Les cellules ovariennes de patientes FXPOI, et plus spécifiquement celles de la 

granulosa, montrent des inclusions intranucléaires positives pour FMRpolyG (Buijsen et al., 

2016 ; Friedman-Gohas et al., 2020). De plus, un modèle murin surexprimant la protéine 

FMRpolyG présente un arrêt précoce de leur capacité reproductive dû à une cessation de 

l’ovulation (Shelly et al., 2021). Il est à noter que la seule expression de l’ARN contenant les 

répétitions CGG conduit également à des altérations de la réponse ovulatoire face à des 

stimulations hormonales. Toutefois, il s’agit d’anomalies mineures comparées au modèle 

exprimant la protéine FMRpolyG (Shelly et al., 2021). 

Ces résultats suggèrent que FXTAS, et peut-être FXPOI, sont causés par une traduction des 

expansions de répétitions CGG en une protéine composée de polyGlycine toxique. 
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1.5. Les maladies complexes 

Les différents mécanismes de toxicité (au niveau ADN, ARN ou protéique) proposés pour 

expliquer la pathogénicité des expansions de répétitions ne sont pas exclusifs. Par exemple, 

l’ataxie spinocérébelleuse de type 31 (SCA31) est causée par une expansion intronique de 

répétitions de penta-nucléotides soit TGGAA dans le gène BEAN1, soit TTCCA dans le gène 

TK2, selon le brin d’ADN considéré (Figure 19 ; Sato et al., 2009). L’impact de la transcription 

des répétitions TTCCA localisées dans le gène TK2 reste à éclaircir mais, dans le sens de lecture 

du gène BEAN1, la transcription de ces répétitions produit des ARN contenant des répétitions 

UGGAA qui forment des foci d’ARN nucléaires dans les cellules de Purkinje des patients 

(Niimi et al., 2013). Plusieurs protéines liant l’ARN sont associées à ces ARN dont TDP-43, 

FUS et hnRNPA2. De plus, il a été montré que ces ARN étaient traduits en protéines composées 

de polyWNGME présentes chez les patients (Figure 19). De manière intéressante, la 

surexpression de FUS et hnRNPA2, deux protéines liant l’ARN, diminue le nombre de foci 

d’ARN et d’agrégats protéiques polyWNGME, suggérant un effet protecteur de certaines 

protéines chaperonnes face à la toxicité des expansions de répétitions (Ishiguro et al., 2017).  

 

Figure 19. Mécanisme de toxicité proposé pour SCA31 

Les répétitions TGGAA dans le gène BEAN1 sont transcrites en ARN formant des foci 
séquestrant des protéines de liaison à l’ARN, qui sont traduits en protéines composées de 
polyWNGME toxiques. L’impact de répétitions ACCTT dans le gène TK2 reste à éclaircir. 
Image de Ishiguro et al., 2021. 
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De manière similaire, il a été montré dans la DM2 qu’en plus d’une toxicité au niveau ARN, 

les répétitions sens CCTG et antisens CAGG peuvent être traduites grâce au mécanisme de 

traduction « RAN » en protéines toxiques composées de polyLPAC et polyQAGR 

respectivement. Il est important de noter que la présence des foci d’ARN est inversement 

corrélée à la présence des agrégats protéiques, suggérant que les protéines MBNL liant l’ARN 

permettent la rétention dans le noyau des ARN contenant les répétitions et préviennent ainsi 

leur traduction (Zu et al., 2017). 

Un troisième exemple de maladie à mécanisme complexe que je développerais plus en détail 

par la suite (cf Introduction 3) est l’expansion de répétitions GGGGCC située dans le premier 

intron du gène C9ORF72 comme première cause de sclérose latérale amyotrophique (SLA) et 

de démence fronto-temporale (DFT). 
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1.6. Les maladies à mécanisme encore inconnu 

Ces dernières années, de nouvelles expansions de répétitions ont été identifiées dans différentes 

pathologies, dont le syndrome d’ataxie cérébelleuse avec neuropathie et aréflexie vestibulaire 

bilatérale (CANVAS) ou encore les épilepsies myocloniques familiales de l’adulte (FAME). 

CANVAS est une maladie autosomale récessive causée par une expansion de 400 à 2000 

répétitions de nucléotides AAGGG dans l’intron 2 du gène RFC1 (Cortese et al., 2019 ; Rafehi 

et al., 2019). De manière intéressante, ces expansions AAGGG sont pathogènes à l’état 

homozygote et remplacent une expansion de microsatellites existante dans le gène composée 

de AAAAG11x / AAAGGnx chez les individus contrôles. La présence de cette expansion ne 

modifie pas le niveau d’expression de l’ARN RFC1, écartant ainsi une possible perte de 

fonction de la protéine RFC1 (Cortese et al., 2019). De plus, l’absence d’inclusions protéiques 

dans le cerveau des patients CANVAS pourrait laisser penser à un gain de fonction au niveau 

ARN, sans exclure la possibilité d’un nouveau mécanisme de toxicité de cette expansion. 

Les épilepsies myocloniques familiales de l’adulte (FAME, également appelée BAFME, 

ADCME et FMCTE) sont des maladies autosomales dominantes caractérisées par des 

épilepsies et des tremblements des muscles (myoclonus). On distingue 6 types de FAME selon 

le gène muté : SAMD12 dans FAME1, STARD7 dans FAME2, MARCHF6 dans FAME3, 

YEATS2 dans FAME4, TNRC6A dans FAME6 et RAPGEF2 dans FAME7 (Ishiura et al., 2018 ; 

Corbett et al., 2019 ; Florian et al., 2019 ; Yeetong et al., 2019). Toutefois, la mutation 

responsable de ces FAME est identique ; il s’agit d’une expansion de plusieurs centaines à 

plusieurs milliers de répétitions ATTTC situées dans les régions introniques de ces gènes. La 

taille (plusieurs milliers de répétitions), la localisation intronique ainsi que la diversité des gènes 

mutés suggèrent un mécanisme de toxicité commun indépendant du gène hôte, rendant la perte 

de fonction de ces protéines peu probable. En revanche, ces grandes expansions situées dans 

des régions non-codantes rappellent celles observées dans les DM, suggérant peut-être un 

mécanisme toxique commun au niveau ARN. De manière intéressante, bien que certains gènes 

comme STARD7 et MARCHF6 soient exprimés de manière ubiquitaire, les patients présentent 

uniquement des altérations neuronales. Ces données suggèrent une toxicité des expansions 

ATTTC seulement dans le système nerveux central, via, peut-être, l’altération de la fonction 

d’une protéine spécifiquement neuronale. De plus, des expansions proches dans SCA10 

(ATTCT dans le gène ATXN10), SCA31 (ATTCC dans le gène TK2) et SCA37 (ATTTC dans 

le gène DAB1) pourrait laisser penser à un mécanisme de toxicité similaire aux FAME. 
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Enfin, parmi les maladies à mécanisme encore inconnu, plusieurs expansions comprises entre 

50 et 200 répétitions de tri-nucléotides CGG localisées dans les régions 5’UTR de différents 

gènes (LRP12, GIPC1, NOTCH2NLC, etc.) ont récemment été identifiées et, ces différentes 

pathologies sont présentées dans le chapitre suivant (Deng et al., 2019 ; Ishiura et al., 2019 ; 

Sone et al., 2019 ; Tian et al., 2019 ; Deng et al., 2020 ; Yu et al., 2021). 
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2. MALADIES A EXPANSIONS CGG DANS LES REGIONS 5’UTR 

Après la découverte en 2001 d’une expansion de 50 à 200 répétitions CGG dans la région 

5’UTR du gène FMR1 comme cause de FXTAS (cf Introduction 1.4.4.1), d’autres expansions 

similaires ont été reportées, notamment dans la maladie neuronale à inclusions intranucléaires 

(NIID), la myopathie oculo-pharyngo-distale (OPDM) et la myopathie oculo-pharyngée avec 

leucodystrophie (OPML). La pathologie FXTAS ayant été décrite précédemment (cf 

Introduction 1.4.4), je vais maintenant décrire les maladies NIID, OPDM et OPML. Cette 

description a fait l’objet d’une revue présentée à la suite de ce chapitre. 

 

2.1.  La maladie à inclusions intranucléaires neuronaux (NIID) 

2.1.1. Epidémiologie et clinique 

La maladie à inclusions intranucléaires neuronaux (NIID, « Neuronal Intranuclear Inclusion 

Disease ») est une pathologie d’origine génétique à transmission autosomale dominante. Cette 

maladie neurodégénérative et neuromusculaire présente des manifestations cliniques 

nombreuses et diverses : démence, neuropathie périphérique, dystonie neurovégétative, ataxie 

cérébelleuse, parkinsonisme, tremblement essentiel, convulsions, accident vasculaire cérébral, 

trouble de la conscience, encéphalopathie, faiblesse des muscles squelettiques, etc., qui peuvent 

varier grandement d’un patient à l’autre (Sone et al., 2016). De même, l’âge d’apparition des 

premiers symptômes varie grandement et des formes infantiles, juvéniles et adultes sont 

décrites. Une classification a été envisagée selon le symptôme initial majeur et l’âge 

d’apparition des symptômes où la pathologie apparaît (Sone et al., 2016) :  

- Chez l’adolescent ou le jeune adulte où le symptôme prédominant est une faiblesse 

musculaire des membres distaux ;  

- Chez l’adulte où les symptômes principaux sont un parkinsonisme et / ou un 

tremblement essentiel ; 

- Chez l’adulte où le symptôme prédominant est une démence. 
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2.1.2. Histopathologie 

Des analyses d’IRM cérébrales de patients NIID montrent que cette pathologie est caractérisée, 

tout comme FXTAS, par des lésions hyper-intenses en T2 des pédoncules cérébelleux moyens 

et de la substance blanche (leuco-encéphalopathie) (Figure 20 ; Sasaki et al., 2015 ; Morimoto 

et al., 2017 ; Takumida et al, 2017). 

 

 

 

Figure 20. IRM de patients FXTAS et NIID 

IRM d’un patient FXTAS (à gauche) et NIID (à 
droite) où une hyper-intensité en T2 dans les 
jonctions cortico-médullaires est visible par DWI 
et T2WI. Images de Ishiura et al., 2019. 

 

 

Enfin, comme son nom l’indique, cette maladie est caractérisée par la présence caractéristique 

d’inclusions intranucléaires éosinophiliques positives à l’ubiquitine et à p62. De façon 

intéressant, ces inclusions sont strictement identiques à celles décrites dans FXTAS (Figure 21, 

Gelpi et al., 2017 ; Lim et al., 2020 ; Toko et al., 2021). Ces agrégats sont présents dans les 

neurones et astrocytes des systèmes nerveux central, périphérique et autonome ainsi que dans 

les cellules des organes viscéraux (pour revue, Kimber et al., 1998). Toutefois, il est aussi 

possible d’observer ces inclusions dans les fibroblastes, les adipocytes et les glandes sébacées, 

permettant ainsi de confirmer le diagnostic de ce syndrome par biopsie cutanée (Sone et al., 

2011). Cette observation a permis de mieux diagnostiquer la maladie. En effet, le premier 

patient atteint de NIID a été décrit en 1968 (Lindenberg et al., 1968) et seulement une 

quarantaine de cas, à la fois sporadiques et familiaux, ont été répertoriés jusqu’en 2011. Depuis, 

le diagnostic de la maladie grâce aux inclusions intranucléaires présentes dans la peau des 

patients puis, l’identification de la mutation responsable de NIID, ont permis de révéler la 

présence de plusieurs centaines de cas à travers le monde. 
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2.2.  Les myopathies oculo-pharyngo-distales (OPDM) 

2.2.1. Epidémiologie et clinique 

Les myopathies oculo-pharyngo-distales (OPDM) sont des maladies génétiques autosomales 

dominantes affectant les muscles squelettiques et se manifestant à l’âge adulte. Depuis la 

première description de cette maladie en 1977, environ 300 patients atteints d'OPDM ont été 

recensés dans le monde, essentiellement en Chine, au Japon, en Europe et aux Etats-Unis 

(Satoyoshi et Kinoshita, 1977 ; Deng et al., 2020). D’un point de vue clinique, les OPDM sont 

caractérisées par un ptosis progressif (abaissement des paupières), une ophtalmoplégie ainsi 

qu'une faiblesse des muscles faciaux, pharyngés et des membres distaux (Figure 23). Cet 

affaiblissement musculaire est associé à une augmentation modérée du taux de créatine kinase 

sérique, une insuffisance respiratoire précoce et des risques de problèmes cardiovasculaires sur 

le long terme. L'âge moyen d'apparition de la maladie est estimé à 28 ans, plus ou moins 11 ans, 

et le phénotype complet de l'OPDM se développe généralement sur une dizaine d'années 

(Durmus et al., 2011). 

 

Figure 23. Evolution d’un patient atteint d’OPDM 

(A) A 16 ans, ptosis bilatéral comme premier symptôme.  (B) A 20 ans, ptosis et atrophie de la 
face. (C-E) A 43 ans, sévère atrophie des muscles faciaux et distaux des brase et des jambes 
(durée de la maladie : 27 ans). Images de Durmus et al., 2011. 
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2.2.3. Mutations responsables de l’OPDM 

Les progrès du séquençage du génome humain ont récemment permis d'identifier les causes 

génétiques de l'OPDM. Tout d'abord, en 2019, une expansion anormale de répétitions CGG 

dans la région 5'UTR du gène LRP12 a été identifiée chez 22 patients OPDM japonais (Ischiura 

et al., 2019). Le gène LRP12 code pour la protéine reliée aux récepteurs de lipoprotéines de 

basse densité 12 (LRP12), une protéine portant les caractéristiques d’un récepteur membranaire 

et qui serait impliquer dans la transduction des signaux par l’endocytose de molécules lipophiles 

(Battle et al., 2003). La déplétion de LRP12 lors du développement conduit à un retard de la 

migration neuronale, à une plus faible arborisation neuronale et à des altérations de la 

lamination corticale (Schneider et al., 2011 ; Grotte et al., 2016). Cependant, il est à noter que 

cette expansion dans le gène LRP12 n'a été retrouvée que dans ~40% des cas d’OPDM, 

suggérant l’existence d'autres causes génétiques responsables de cette maladie. 

Effectivement, en 2020, Deng et ses collaborateurs ont montré qu'une expansion anormale de 

répétitions CGG dans le 5'UTR du gène GIPC1 était associée à l'OPDM chez 12 patients chinois 

(Deng et al., 2020). Cette découverte a ensuite été confirmée par une seconde étude réalisée sur 

une cohorte plus grande de patients atteints d'OPDM (Xi et al., 2021). La protéine GIPC1 

contient un domaine PDZ et interagit avec la Myosine-6 qui est nécessaire au recrutement des 

vésicules d’endocytose non-coatées (Naccache et al., 2006). 

Enfin, une expansion de répétitions CGG a été très récemment identifiée dans le 5'UTR du gène 

NOTCH2NLC chez des patients atteints d'OPDM (Yu et al., 2021). 

Quel que soit le gène hôte, un nombre de répétitions CGG inférieur à 30 a été observé chez les 

individus non atteints, tandis que les individus atteints d'OPDM présentaient une expansion de 

répétitions comprise entre 60 et 200 (Xi et al., 2021). À la suite de ces découvertes, l'OPDM a 

donc été divisée en 3 sous-types : l’OPDM1 due à une expansion de répétitions CGG dans le 

5’UTR du gène LRP12, l’OPDM2 causée par une expansion de répétitions CGG dans le 5’UTR 

du gène GIPC1, et désormais l’OPDM3 due à une expansion de répétitions CGG dans le 5’UTR 

du gène NOTCH2NLC. Il est à noter qu’une étude publiée sur MedRxiv rapporte une expansion 

de répétitions CGG dans le 5’UTR du gène RILPL1 chez des patients atteints d’OPDM (Yang 

et al., 2021). Ces 3 (voire 4) sous-types sont cliniquement et histologiquement identiques, ils 

sont causés par des mutations similaires en taille et en séquence (expansions de 60 à 200 

répétitions CGG) mais localisées dans des gènes différents. Ces données suggèrent donc que 
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les expansions de répétitions CGG jouent un rôle essentiel dans la pathogénèse de l'OPDM, 

indépendamment des gènes dans lesquels ces répétitions sont situées. 

Enfin, dans l’OPDM3, l’expansion de répétitions CGG retrouvée dans la région 5’UTR du gène 

NOTCH2NLC est identique à celle observée dans NIID (cf Introduction 2.1.3). Ceci suggère 

qu’une même mutation peut causer 2 maladies différentes, l’OPDM et NIID, soulignant un 

continuum entre ces 2 pathologies neuromusculaires. L’hypothèse d’un continuum est 

renforcée par la découverte d’un autre syndrome, la myopathie oculo-pharyngée avec 

leucodystrophie (OPML), affectant à la fois les muscles et le système nerveux central qui est 

décrite ci-dessous. 

Mon travail de thèse a tenté de déterminer par quel mécanisme ces expansions de répétitions 

CGG, notamment dans les régions 5’UTR des gènes GIPC1 et NOTCH2NLC, peuvent se 

révéler toxiques pour les muscles. 
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ABSTRACT 

Microsatellites are repeated DNA sequences of 3 to 6 nucleotides highly variable in size 

and sequence and that have important roles in genomes regulation and evolution. 

However, expansion of a subset of these microsatellites over a threshold size is 

responsible of more than 50 human genetic diseases. Interestingly, some of these 

disorders are caused by expansions of similar sequences, sizes and localizations and 

present striking similarities in clinical manifestations and histopathological features, 

which suggest a common mechanism of disease. Notably, five identical CGG repeat 

expansions, but located in different genes, are the genetic causes of fragile X-

associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS), neuronal intranuclear inclusion disease 

(NIID), oculopharyngodistal myopathy type 1 to 3 (OPDM1-3) and oculopharyngeal 

myopathy with leukoencephalopathy (OPML), which are neuromuscular and 

neurodegenerative syndromes with overlapping symptoms and similar 

histopathological features, including the presence of characteristic eosinophilic 

ubiquitin-positive intranuclear inclusions. In this review we summarize recent finding in 

NIID and FXTAS, where the causing CGG expansions were found to be embedded within 

small upstream ORFs (uORFs), resulting in their translation into novel proteins 

containing a stretch of polyglycine (polyG). Importantly, expression of these polyG 

proteins is toxic in animal models and is sufficient to reproduce the formation of 

ubiquitin-positive intranuclear inclusions. These data suggest the existence of a novel 

class of human genetic pathology, the polyG diseases, and question whether a similar 

mechanism may exist in other diseases, notably OPDM and OPML.  
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Introduction 

DNA short tandem repeats (STR), also known as 
microsatellites, are short sequences of 3 to 6 
nucleotides repeated multiple time so that they occupy 
as much as 2 to 3 % of the human genome. These 
microsatellites are highly variable in size and sequence 
and have important roles in genomes regulation and 
evolution. However, expansion of a subset of these 
microsatellite sequences over a threshold size can also 
be the leading cause of human genetic diseases, and 
2021 celebrates the 30th anniversary of the discovery 
of the two first pathogenic trinucleotide expansions, 
namely CGG and CAG repeats located in the fragile X 
mental retardation (FMR1) and androgen receptor (AR) 
genes and that cause fragile X syndrome (FXS) and 
spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA), 
respectively (Fu et al., 1991; Oberlé et al., 1991; 
Verkerk et al., 1991; Kremer et al., 1991; La Spada et 
al., 1991). Since then, expansion of tri-, tetra-, penta- 
and hexa-nucleotide sequences were identified in more 
than 50 neuro developmental, neuromuscular and 
neuro degenerative genetic disorders (review in Malik et 
al., 2021; Depienne and Mandel 2021; table 1). As a 
consequence of their inherent variability, these 
microsatellite mutations are instable and dynamic with 
expansion lengths changing among populations, 
generation and individuals, and even according to 
tissues, cells and/or age. Thus, in a subgroup of 
microsatellite diseases where clinical manifestations 
correlate with expansion sizes, symptoms may greatly 
diverge between individuals and/or between 
generations, resulting in atypical heritability such as 
anticipation (increased disease severity and/or 
decreased age of onset with increased repeat size 
among generations) or its opposite mechanism, 
contraction where the expansion may shrink below its 
pathogenic threshold size from one generation to 
another. Moreover, instability at a given microsatellite 
locus is a rare event, which may result in a profound 
genetic founder effect, restricting observation of some 
of these mutations to specific human populations. For 
example, the G4C2 repeat expansion in the C9ORF72 
gene, which causes amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 
and frontotemporal dementia (FTD), is amply observed 
in North Europe and North America but rare in other 
populations; while a CGG repeat expansion in the 
NOTCH2NLC gene that causes the neuronal 
intranuclear inclusion disease (NIID) is increasingly 
reported in Asian populations, but rare in Europe. These 
microsatellite expansions can be located in either non-
transcribed and non-coding sequences, transcribed but 
untranslated regions, or within translated sequences, 
and thirty years of researches have now unveiled that 
these expansions are pathogenic by both loss and/or 
gain of function mechanisms at the DNA, RNA and 
protein levels (review in Malik et al., 2021; Depienne 
and Mandel 2021; table 1).  

 

First, repeat expansions located within or close to 
promoters can promote DNA epigenetic changes that 
inhibit transcription, resulting in haploinsufficiency of the 
allele carrying the repeats. As indication that these 
expansions are pathogenic through a loss of function 
mechanism, identical clinical manifestations can be 
observed in individuals carrying genetic deletions 
and/or loss of function coding mutations in the gene 

hosting these microsatellites. Archetype of 
microsatellite expansions shutting down gene 
expression are the GGC, CGG and GAA repeat 
expansions located within the promoter, 5’UTR and first 
intron of the XYLT1, FMR1 and frataxin genes and 
associated with Baratela-Scott syndrome (BBS), fragile 
X syndrome (FXS) and Friedreich ataxia, respectively 
(Fu et al., 1991; Oberlé et al., 1991; Verkerk et al., 1991; 
Kremer et al., 1991; Campuzano et al. 1996; laCroix et 
al., 2019; table 1).  

 

Second, these expansions can be pathogenic at the 
RNA level through a toxic RNA gain of function 
mechanism, which depend of the expression, but is 
relatively independent of the protein functions, of the 
gene hosting the repeats. In these disorders, large 
repeat expansions are transcribed into pathogenic RNA 
that accumulate into nuclear RNA foci, which recruit and 
consequently alter the localization and function of 
specific RNA binding proteins, ultimately resulting in 
multiple RNA processing defects that are responsible of 
the diverse clinical manifestations observed in these 
diseases. This RNA gain of function mechanism is best 
exemplified by the titration of the muscleblind (MBNL) 
RNA binding proteins by expanded CUG or CCUG RNA 
repeats in myotonic dystrophy type 1 and 2 (DM1 & 2), 
as well as in Fuchs endothelial corneal dystrophy 
(FECD), which are caused by large expansions of CTG, 
CCTG and CTG repeats embedded within the 3’UTR of 
DMPK or within introns of the CNBP and TCF4 genes, 
respectively (Brook et al. 1992; Fu et al. 1992; Harley et 
al. 1992; Mahadevan et al. 1992; Liquori et al., 2001; 
Wieben et al., 2012; Mootha et al., 2014; Miller et al., 
2000; Fardaei et al., 2002; Wieben et al., 2017; Rong et 
al., 2019; review in Wheeler and Thornton, 2007; 
Morriss and Cooper, 2017; Sznajder  and Swanson, 
2019; table 1). 

 
Third, these repeat expansions can be translated into 
pathogenic proteins containing a stretch of repeated 
amino acids, resulting in a toxic gain of function, a loss 
of function, a dominant negative effect and/or a mix of 
these mechanisms for the protein hosting the 
expansion. Importantly, translation of these repeat 
expansions can occur through two main mechanisms. 
The first one is based on classical translation initiation 
at a canonical AUG, or alternatively at a near-cognate 
(CUG, GUG, UUG or ACG), start codon, and thus 
results in expression of a pathogenic protein encoded 
by one predominant coding frame. The second 
mechanism, named repeat-associated non-AUG (RAN) 
translation, uses unconventional translation initiation 
that starts directly within the repeat expansion, resulting 
in expression of diverse proteins encoded in the three 
possible frames (Zu et al., 2011; review in Gao et al., 
2017; Cleary et al., 2018; Nguyen et al., 2019). 
Archetype of this protein gain of function mechanism is 
the polyglutamine (polyQ) group of diseases, where 
expansions of CAG repeats, embedded within the main 
ORF of various genes (Huntingtin, Androgen receptor, 
Atrophin-1, ATXN1 to 3, 6, 7 and 17) (review in 
Lieberman et al., 2019), or alternatively within small 
ATG-driven ORFs located in ill-defined transcribed 
genetic regions (JPH3AS, ATXN8) (Moseley et al., 
2006;    Wilburn    et    al.,    2011),    are   translated   in  
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full mutation promotes DNA epigenetic changes leading 
to transcriptional silencing of the FMR1 promoter and 
thus, loss of expression of the FMR1-encoded protein, 
FMRP, ultimately resulting in autism and intellectual 
disability in male. In female, FMRP haploinsufficiency is 
less marked due to expression by the second 
unmethylated FMR1 allele. In contrast to the fragile X 
situation, in FXTAS the premutation allele, carrying 60 
to 200 CGG repeats, enhances transcription, resulting 
in 2 to 8-fold increased levels of FMR1 mRNA and near-
normal to slightly reduced expression of FMRP 
(Tassone et al., 2000; Kenneson et al., 2001; Tassone 
et al., 2007). Importantly, the sole expression of 
expanded CGG repeats, embedded in the 5’UTR of 
FMR1, in cell or animal models is sufficient to cause 
neuronal cell dysfunctions and to induce formation of 
the typical FXTAS intranuclear inclusions (Willemsen et 
al., 2003; Jin et al., 2003; Arocena et al., 2005; Entezam 
et al., 2007; Hashem et al. 2009; Todd et al., 2013; 
Hukema et al., 2015). These pioneering studies indicate 
that FXTAS, in contrary to the fragile X syndrome, is not 
due to a reduce expression of FMRP and to a loss of 
function mechanism, but is more likely caused by an 
RNA and/or protein gain of function mechanism.  

 
About a toxic RNA gain of function mechanism in 
FXTAS, in vitro assays revealed that multiple RNA 
binding proteins bind to CGG RNA repeats, including 
Pura, hnRNP A2, SAM68, CUGBP1, TDP43 and 
Drosha/DGCR8, among others (Iwahashi et al., 2006; 
Sofola et al., 2007; Jin et al., 2007; Sellier et al., 2010; 
Sellier et al., 2013; Cid-Samper et al., 2018). However, 
whether CGG expansions are toxic at the RNA level in 
FXTAS is unclear. It notably remains to clarify whether 
these CGG RNA repeats deplete a sufficient amount of 
these RNA binding proteins, so that they loss their 
mobility and functions below a pathological threshold. 
As a further note of caution, many studies, including 
ours, were performed with CGG repeats deleted of any 
natural FMR1 sequence and that consequently 
accumulate artificially in nuclei in some cell models, 
potentially titrating RNA binding proteins in nuclear RNA 
foci (Sellier et al., 2010). However, expanded CGG 
repeats embedded in their natural FMR1 5’UTR are 
exported into the cytoplasm and thus may not 
accumulate sufficiently into the nucleus to drive an RNA 
gain of function toxicity mechanism (Sellier et al., 2017). 
Interestingly and notwithstanding their level of titration, 
these RNA binding proteins may also chaperone CGG 
RNA repeats to modulate their stability, localization and 
translation, resulting in diminished toxicity, thus 
illuminating potential therapeutic strategies for FXTAS 
(Sofola et al., 2007; Jin et al., 2007; Sellier et al., 2010; 
Qurashi et al., 2011; He et al., 2014; Malik et al., 2021). 

 

Concerning a pathogenic protein gain of function in 
FXTAS, studies of cell and animal models coupled to 
mass spectrometry analyses revealed that the FMR1 
CGG expansion is translated into a novel protein, where 
each GGC triplet encodes for a glycine, resulting in a 
small polyglycine-containing protein (polyG), which was 
named FMRpolyG (Todd et al., 2013). Of interest, 
translation of the FMR1 CGG repeats occurs in one 
principal frame (glycine) among the three possible 
(alanine, glycine and arginine), but in absence of any 
ATG start codon. Instead, translation initiation takes 

place at an ACG near-cognate codon located 36 
nucleotides upstream of the CGG repeats and in the 
glycine frame (Kearse et al., 2016; Sellier et al., 2017, 
figure 2). Near-cognate initiation codons are codons 
differing from the cognate AUG start codon by one 
nucleotide, but that can still initiate translation through 
mispairing with the initiator methionine-tRNA. In vitro 
experiments and large-scale ribosome profiling 
revealed that predominantly four near-cognate start 
codons (CUG, GUG, UUG and ACG) are tolerated and 
can initiate translation, despite fidelity control, notably 
by the eIF1 protein (Clements et al., 1988; Kozac, 1989; 
Peabody, 1989, Ingolia et al., 2011; Lee et al., 2012; 
review in Kearse and wilusz, 2017). However, 
translation initiation at near-cognate codons is 5 to 10-
fold less efficient compared to initiation at an AUG start 
codon, and is decisively dependent of surrounding 
secondary RNA structures and sequences, notably the 
Kozac sequence (G/ACCAUGG) that borders the start 
codon (Kozac et al., 1981; Kozac et al., 1990). Further 
experiments revealed that FMRpolyG translation 
follows a classical m7G cap-dependent ribosome 
scanning mechanism, and that the CGG repeat 
expansion is located within a small upstream ORF 
overlapping and negatively-regulating translation of the 
main FMR1 ORF, FMRP (Kearse et al., 2016; Sellier et 
al., 2017; Rodriguez et al., 2020; figure 2). Upstream 
ORFs (uORFs) are short open reading frames located 
upstream of the main protein-encoding ORF, and are 
thus embedded in the 5’UTR sequence of gene. Whole 
genome analyses revealed that most mammalian genes 
contain uORFs, with their majority (>75%) initiating at 
near-cognate codons (Ingolia et al., 2011; Lee et al., 
2012; Fields et al., 2015; Johnstone et al., 2016). As a 
consequence of the 5’ to 3’ ribosome scanning 
mechanism, a ribosome translating an uORF and 
dissociating at its stop codon may not re-initiate to a 
nearby downstream ORF, even initiated by a canonical 
AUG start codon. Thus, presence of upstream ORFs 
may negatively regulate, yet not systematically, 
translation of downstream ORFs. However, due to the 
low efficiency of translation initiation at near-cognate 
start codons, ribosome may bypass an uORF and 
instead initiate at the main downstream ORF start 
codon, a process known as leaky scanning translation 
(review in Hinnebusch et al., 2016; Kearse et al., 2017; 
Gao et al., 2017). As uORFs act predominantly as 
translation negative cis-regulatory RNA elements, they 
are rarely expressing functional proteins and the vast 
majority of uORFs encode for small and instable 
peptides that are hardly detectable. Consistent with this 
notion, in control condition with no repeat expansions 
(~30 CGG) the FMR1 uORF encodes for a small protein 
of 83 amino acids (~7 kDa), hardly detectable without 
inhibition of the proteasomal degradation pathway 
(Sellier et al., 2017). In contrast, expansions over 60-70 
CGG repeats in FXTAS lengthen this uORF, resulting in 
expression of a stable FMRpolyG protein (Todd et al., 
2013; Kearse et al., 2016; Sellier et al., 2017, figure 2). 
Of interest, FMRpolyG with expansion over ~30 glycine 
repeats is prone to aggregation and expression of 
FMRpolyG in various cell and animal models leads to 
the formation of cytoplasmic and intranuclear 
aggregates, positives for ubiquitin and p62 (Todd et al., 
2013; Hukema et al., 2015; Sellier et al., 2017; Derbis 
et al., 2018; Wenzel et al., 2019; Hoem et al., 2019). 
Furthermore, various mouse or rabbit antibodies 
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importance of the NOTCH2NL proteins for neuronal 
progenitor proliferation and brain size expansion in 
human evolution, but question how a CGG repeat 
expansion embedded within the 5’UTR of NOTCHNLC 
can be pathogenic. First, a loss of function of the 
NOTCH2NLC (abbreviated N2C) protein is unlikely as 
the CGG repeats are located 140 nucleotides ahead of 
the ATG start site of this protein, and as NOTCH2NLC 
mRNA levels are found unaltered, or even increased, in 
blood, brain, fibroblasts and muscle samples of 
individuals with NIID or OPDM3 (Sone et al., 2019; 
Ishiura et al., 2019; Tian et al., 2019; Yu et al., 2021). 
Moreover, the NOTCHNLC protein is most likely 
expressed at very low level due to the presence of six 
ATG-driven upstream ORFs inhibiting its translation 
initiation, questioning the physiological expression and 
importance of this protein (Zhong et al., 2021). Second, 
an RNA gain of function mechanism has been 
considered for NIID, with some evidence of CGG RNA 
accumulation in RNA foci, however, mostly upon 
overexpression of CGG repeats in cell models and with 
unclear pathological consequences (Yu et al., 2021; 
Deng et al., 2021; Zhong et al., 2021). Third, translation 
of these CGG repeats into a potentially toxic protein has 
been recently observed in two independent reports 
(Boivin et al., 2021; Zhong et al., 2021; figure 2). 
Importantly, these studies revealed that the 
NOTCH2NLC CGG repeats are embedded into a small 
upstream ORF, which is translated from a canonical 
ATG start site located 15 nucleotides upstream of the 
CGG repeats. This uORF was hence named uN2C for 
upstream of the NOTCH2NLC ORF. As a results of this 
ATG translation initiation, each GGC triplet encodes a 
glycine, resulting in expression of a polyglycine-
containing protein, which was named either uN2CpolyG 
(Boivin et al., 2021) or N2NLCpolyG (Zhong et al., 
2021). Despite different names and independent 
identification, these two proteins are strictly identical 
(figure 2). As with the majority of upstream ORFs, in 
control condition the N2C uORF with no expansion (~12 
CGG) encodes for a small protein (56 amino acids, ~6 
kDa), which is unstable and hardly detectable without 
inhibiting degradation pathways (Boivin et al., 2021). In 
contrast, CGG repeat expansion increases the length of 
this uORF, resulting in expression of a stable 
polyglycine-containing protein in NIID. Importantly, 
mouse monoclonal antibodies directed against two 
different amino acid sequences, both located in the C-
terminal part, of uN2CpolyG revealed presence of this 
protein in the typical ubiquitin- and p62-positive 
intranuclear inclusions in skin and brain sections of 
individuals with NIID (Boivin et al., 2021). These results 
were recently confirmed using an independently-
developed rabbit polyclonal antibody directed against a 
stretch of 12 glycine followed by 11 amino acids from 
the uN2C sequence (Zhong et al., 2021). Furthermore, 
expression of this polyG protein in cell and animal 
models drives the formation of cytoplasmic and 
intranuclear inclusions, positive for ubiquitin, sumo and 
p62. Finally, expression of uN2CpolyG in mice is toxic, 
resulting in locomotor alterations, neuronal cell loss and 
reduced lifespan (Boivin et al., 2021). However, by 
which mechanism this polyG protein is toxic is unclear. 
Immunoprecipitation followed by mass spectrometry 
analyze indicate that the normal uN2C protein with a 
normal stretch of polyglycine (~12 repeats) interacts 
with the Ku70 and Ku80 proteins, which form a scaffold 

for the non-homologous end joining (NHEJ) repair of 
DNA double-strand breaks. Interestingly, expression of 
uN2C (with a control number of CGG repeats) boosts 
the repair of DNA double strand breaks (Boivin et al., 
2021). These results indicate that the small uN2C 
protein is potentially a novel regulator of DNA damage 
response, suggesting that the NOTCH2NL genes may 
encode different proteins with complementary functions 
for human brain development. In this model, the 
NOTCH2NLB gene, encoding the NOTCH2NLB 
protein, would regulate Notch signaling to promote 
extensive neural progenitor proliferation (Fiddes et al., 
2018; Suzuki et al., 2018), but at the cost of potentially 
generating multiple DNA damages. In contrast, the 
NOTCH2NLC gene contains six ATG-driven upstream 
ORFs that reduce expression of the NOTCH2NLC 
protein (Zhong et al., 2021), but the first of these uORFs 
encodes for a small uN2C protein that may protect 
neuronal cells from DNA damages by stimulating the 
NHEJ repair mechanism. Of interest, NOTCH2, 
NOTCH2NLA and B also contains 1, 5 and 2 potential 
ATG-driven uORFs, respectively, but with protein 
sequences different from uN2C and are thus unable to 
interacts with the Ku70 and 80 proteins (Boivin et al., 
2021; figure 2). Note that alike NOTCH2NLC, 
NOTCH2NLA contains multiple ATG-driven uORFs that 
may reduce expression of the downstream 
NOTCH2NLA ORF, questioning the expression and 
relevance of this protein in physiological conditions.   

 

In NIID, the polyglycine expansion alters the interaction 
of uN2C with the Ku proteins and reduces its DNA repair 
activity. However, this reduced function is likely 
compensated by the second NOTCH2NLC allele and is 
not sufficient to drive overt DNA repair alterations, as no 
clear evidence of DNA damage accumulation was 
observed in mice expressing the uN2CpolyG protein or 
in in brain sections of NIID individuals (Boivin et al., 
2021). Interestingly, expression of this polyG protein 
promotes alterations of the nucleocytoplasmic transport 
(Zhong et al., 2021), which is reminiscent of the 
pathogenicity described for FMRpolyG in FXTAS 
(Sellier et al., 2017), as well as for DPR proteins 
expressed from the G4C2 repeats in the C9ORF72 
gene in ALS/FTD (Jovičić et al., 2016; Hayes et al., 
2020). In this aspect, the molecular mechanisms by 
which the uN2CpolyG and FMRpolyG proteins may 
dysregulate nucleocytoplasmic traffic remain to be 
investigated. Furthermore, it also remains to determine 
whether RAN translation of the NOTCH2NLC repeats, 
with initiation within the CGG expansion and protein 
expression in all three frames, may occur and contribute 
to the pathogenicity in NIID. 

 

Overall, these studies suggest the existence of a novel 
class of human genetic disorder, the polyG diseases, 
where expanded CGG repeats are embedded in small 
upstream ORFs and consequently, are translated into 
novel polyglycine-containing proteins that are toxic and 
forms ubiquitin-positive inclusions (Todd et al., 2013; 
Sellier et al., 2017; Boivin et al., 2021; Zhong et al., 
2021). However, it remains to determine whether this 
group of disease is limited to NIID and FXTAS, or 
whether it may include other pathologies with related 
symptoms and/or similar histopathological features. 
Candidate pathologies may include mutations, yet to be 



 9

identified, in NIID cases negative for the NOTCH2NLC 
mutation, but that nevertheless present the typical 
clinical and histopathological features of that syndrome 
(Chen et al., 2020). Similarly, it remains to explore 
whether translation of expanded CGG repeats, yet to be 
identified, may underlie the presence of nuclear 
inclusions (NIs) of unknown origins (review in JM 
Woulfe, 2007), notably Marinesco bodies, which are 
eosinophilic ubiquitin-positive intranuclear inclusions 
found in pigmented neurons of the substantia nigra and 
locus ceruleus in aged human brain (Yuen and Baxter 
1963; Odagiri et al., 2011). Finally, the recent 
identification of CGG repeat expansions in the OPDM 
and OPML neuromuscular disorders, which are 
characterized by the presence of eosinophilic ubiquitin-
positive intranuclear inclusions, may potentially 
represent novel examples of polyG diseases. 

 

Oculopharyngodistal myopathies  

Oculopharyngodistal myopathy (OPDM, OMIM: 
164310) is a rare adult-onset and slowly progressive 
autosomal dominant disease characterized by ptosis, 
external ophthalmoplegia, dysphagia and dysarthria, 
associated to facial and distal limb muscle weakness 
(Satoyoshi and Kinoshita 1977; Uyama et al., 1998; van 
der Sluijs et al., 2004; Lu et al., 2008; Durmus et al., 
2011; Minami et al., 2011; Zhao et al., 2015). Serum 
creatine kinase levels are usually normal or mildly 
increased in individuals with OPDM, and skeletal 
muscles shows moderate fibrosis and small angular 
fibers. Besides these non-specific myopathic changes, 
OPDM histopathology is characterized by the presence 
of cytoplasmic rimmed vacuoles (RVs) and typical 
eosinophilic nuclear inclusions (NIs), which are both 
p62- and ubiquitin-positive (Zhao et al., 2015; Deng et 
al., 2020; Saito et al., 2020; Xi et al., 2021; Matsubara 
et al., 2021; Kumutpongpanich et al., 2021). Of interest, 
these intranuclear inclusions are also observed in skin 
sections of individuals with OPDM cases (Ogasawara et 
al., 2021), and are reminiscent of the typical eosinophilic 
ubiquitin-positive inclusions observed in FXTAS and 
NIID. Importantly, the mutation causing OPDM was 
recently identified as an expansion of ~70 to 200-300 
CGG repeats, but located within the 5’UTR of two 
different genes, LRP12 and GIPC1 (Ishiura et al., 2019; 
Deng et al., 2020; Kumutpongpanich et al., 2021; Xi et 
al., 2021). Furthermore, an expansion of CGG repeats 
in the 5’UTR of the NOTCH2NLC gene was identified in 
OPDM cases with variable neurological manifestations 
(Ogasawara et al., 2020; Yu et al., 2021), and an 
expansion of CGG repeats within the 5’UTR of the 
RILPL1 gene was recently reported in medRxiv in 
affected individuals of a large Chinese family with 
OPDM (Yang et al., 2021). Thus, OPDM is now 
distinguished by its genetic cause with 
oculopharyngodistal myopathy type 1 (OPDM1) caused 
by CGG repeat expansions in LRP12, OPDM type 2 
associated with CGG expansions in GIPC1, 
OPDM3/NIID1 caused by CGG repeats in 
NOTCH2NLC and OPDM4 potentially associated to a 
CGG repeat expansion in RILPL1. Of further interest, 
CGG repeats in LRP12 are mostly found in Japan 
cases, while CGG expansions in GIPC1 are mostly 
reported in Chinese individuals, suggesting a founder 
effect for these mutations. 

The mechanism of toxicity in OPDM is yet to be 
identified but a loss of function is unlikely as the CGG 
repeat expansions are located ahead of the ATG start 
sites of the GIPC1, LRP12, NOTCH2NLC and RILPL1 
proteins. Furthermore, expression of the GIPC1 protein 
is unaltered in tissue samples from individuals with 
OPDM2 (Deng et al., 2020). A mechanism of CGG RNA 
gain of function and/or of translation into pathogenic 
proteins remains to be explored, but it is noteworthy that 
oculopharyngeal muscular dystrophy, a neuromuscular 
disease with clinical manifestations related to OPDM, is 
also caused by a GC-rich repeat expansion. 
Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD, OMIM: 
164300) is a late-onset and slowly progressive 
autosomal dominant neuromuscular disease 
characterized by proximal muscle weakness, ptosis, 
and swallowing difficulty. OPMD is caused by extension 
of 1 to 8 repeats of a GCG trinucleotide stretch located 
in the main ORF of the PABPN1 gene, which encodes 
for the polyadenylate-binding protein 2 (PABP2). The N-
terminal part of this protein contains a short polyalanine 
tract (Met-(Ala)10x-Gly-(Ala)2x…), and in OPMD a 
small GCG expansion adding 1 to 8 alanine, or a 
missense mutation of the +12 glycine into an alanine 
resulting in a contiguous stretch of 13 alanine, leads to 
a modified PABP2 protein that interfere with the cellular 
traffic of polyadenylated RNA (Brais et al., 1998; 
Robinson et al., 2006). This is reminiscent of other 
polyalanine diseases (table 1), which are systematically 
caused by GCN repeat expansions of relatively small 
size (<35 repeats) that are proposed to cause loss of 
function and/or dominant negative effect of the 
transcription factors hosting these elongated 
polyalanine stretches, ultimately leading to 
developmental disorders. Of interest, similar 
developmental aetiologies are observed in individuals 
with deletion and/or loss of function mutations in the 
genes coding for these transcription factors, 
strengthening the hypothesis that these polyalanine 
tracts results in a loss of function mechanism (review in 
Albrecht and Mundlos, 2005; Shoubridge and Geez, 
2012). In contrast, the CGG repeat expansions in 
OPDM1 to 4 are longer and localized in the 5’UTR, and 
not in the coding sequences of the GIPC1, LRP12, 
NOTCH2NLC, and RILPL1 proteins. Thus, expansions 
of ~70 to 200-300 CGG repeats in OPDM are likely to 
be pathogenic by a different mechanism than the small 
(11 to 18) polyalanine tract that alters PABP2 protein 
functions in OPMD.  

 

Oculopharyngodistal myopathy with 
leukoencephalopathy: the missing piece of a 
disease continuum?  

Overall, it is striking to note that the OPDM, FXTAS and 
NIID diseases share overlapping clinical manifestations 
and identical histopathological features, with the 
presence of characteristic eosinophilic ubiquitin-positive 
nuclear inclusions (NIs). Furthermore, these diseases 
are caused by similar genetic causes, namely 
microsatellite expansions of identical sequence and 
size (60-70 to 200-300 CGG repeats). These data 
suggest that these disorders may belong to a continuum 
of neuromuscular and neurodegenerative diseases 
(figure 1). Importantly, this hypothesis is reinforced by 
the recent discovery that both NIID and OPDM3 can be 
caused by an identical CGG repeat expansion in 
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NOTCH2NLC (Sone et al., 2019; Ishiura et al., 2019; 
Deng et al., 2019; Ogasawara et al., 2020; Yu et al., 
2021), as well as by the identification of a novel and rare 
clinical entity with clinical features of both NIID and 
OPDM, and that was consequently named 
oculopharyngodistal myopathy with 
leukoencephalopathy (OPML, OMIM: 618637) (Ishiura 
et al., 2019). OPML is characterized by muscle 
dystrophy and weakness, especially of the ocular, 
pharyngeal, facial and distal limb muscles, associated 
with leukoencephalopathy, brain atrophy and T2 
hyperintensity signals in the white matter and sign of 
tremor and ataxia in some individuals. Interestingly, 
OPML is caused by an expansion of CGG repeats 
located within the ill-defined LOC642361/NUTM2B-AS1 
genetic region, which is transcribed but predicted as 
non-coding (Ishiura et al., 2019). Thus OPML, alike 
FXTAS, OPDM and NIID, is caused by a CGG repeat 
expansion embedded in a genetic region predicted as 
non-coding, questioning the pathogenic mechanisms 
underlying these diseases. In that aspect, it was 
recently unveiled that CGG repeat expansions located 
in the 5’UTR of FMR1 or NOTCH2NLC, or G4C2 and 
G3C2T repeat expansions localized within the first 
intron of the C9ORF72 and NOP56 genes, respectively, 
are translated into toxic proteins through canonical 
translation initiation at canonical AUG, or near-cognate, 
start codons (Todd et al., 2013; Sellier et al., 2017; 
Green et al., 2017; Tabet et al., 2018; Sonobe et al., 
2018; Almeida et al., 2019; Boivin et al., 2020; 
McEachin et al., 2020; Sonobe et al., 2021; Boivin et al., 
2021; Zhong et al., 2021; figure 3). These results are 
reminiscent of pioneering studies showing that CAG 
expanded repeats located within the ATXN8 and 
JPH3AS RNAs, which were initially considered as long 
non-coding RNAs but were later on found to be carrying 
small ORFs, are translated through canonical ATG-
initiated translation into toxic polyglutamine proteins in 
SCA8 and HDL2 (Moseley et al., 2006; Wilburn et al., 
2011; figure 3). Finally, it is consistently reported that 
various repeat expansions can be RAN translated into 
toxic proteins through initiation directly within the 
repeats and in all three frames (Zu et al., 2011; review 
in Cleary et al., 2018; Nguyen et al., 2019). Thus, 
whether the CGG repeat expansions causing OPML 
and OPDM pathologies and located in genetic 
sequences predicted as non-coding are nonetheless 
translated into potentially toxic proteins, which would 
accumulate into ubiquitin-positive inclusions, is an 
exciting question that remains to be addressed. 

 
Expansion without anticipation in NIID and 
OPDM? 

In contrast to familial anticipation and correlation 
between expansion lengths and disease severity and/or 
age of onset observed in various microsatellite diseases 
(FXS, polyQ disorders, myotonic dystrophy type 1, etc.), 
there are only few examples of anticipation reported in 
NIID and OPDM families, and a limited correlation 
between the size of CGG expansions and the age of 
onset in OPDM1 and OPDM2, with a r2 of 0.188 and 
0.158, respectively (Kumutpongpanich et al., 2021; Xi et 
al., 2021). On the contrary, there are increasing reports 
of individuals carrying large CGG expansions (> 200-
300 repeats) in the NOTCH2NLC, GIPC1 and LRP12 
genes and who are free of overt clinical manifestations 

(Deng et al., 2020; Ogasawara et al., 2020; Deng et al., 
2021; Kumutpongpanich et al., 2021; Fukuda et al., 
2021; Yu et al., 2021). Molecular analyses indicate that 
these individuals present DNA hypermethylation 
associated to promoter silencing and loss of expression 
of the allele carrying these large CGG expansions. 
These results have important consequences. First, they 
indicate that a partial reduction in expression and/or 
haploinsufficiency of the NOTCH2NLC, LRP12 and 
GIPC1 proteins are not associated with overt clinical 
manifestations, dismissing the hypothesis of a loss of 
function mechanism in OPDM and NIID. Second, these 
data also provide some molecular bases to the complex 
pedigree observed in these diseases, with increasing 
reports of asymptomatic ascendants who nevertheless 
carry the causative mutation, but of longer size (over 
200-300 CGG repeats). Interestingly, of the ~10 
currently reported examples of asymptomatic 
individuals with large expansions and who have 
transmitted shorter repeats to their NIID or OPDM-
affected descendants, all were father to infant 
transmission cases, suggesting a bias of expansions 
contraction in male germinal cells (Deng et al., 2020; 
Deng et al., 2021; Kumutpongpanich et al., 2021; 
Fukuda et al., 2021; Yu et al., 2021). Of interest, a 
similar bias of transmission was observed in carriers of 
the FMR1 CGG repeat premutation where contraction 
occurred more often in paternal than in maternal 
transmission (Nolin et al., 2019). Moreover, it is 
noteworthy that a difference in parental gender 
transmission is observed in other microsatellite 
diseases, such as myotonic dystrophy type 1 where 
large expansions of CTG repeats occurs mainly through 
maternal transmission (review in Lanni and Pearson, 
2019), while in Huntington disease, maternal 
transmission mainly results in CAG repeat contraction, 
whereas paternal transmission is associated with CAG 
repeat expansion (Aziz et al., 2011).  

 

Overall, these studies suggest that in NIID and OPDM, 
the causing CGG expansions are pathogenic in a 
narrow range of size, with a lower limit of 60 to 70 
repeats, below which they are likely not long enough to 
be expressed in stable and toxic proteins, and a 
“protective” threshold around 200 to 300 CGG repeats, 
over which carriers of large expansions benefit from the 
silencing of the toxic allele (figure 4). However, these 
intriguing observations are currently limited to a small 
number of clinical cases, and larger studies will be 
required to refine the correlation between CGG 
expansion sizes and age of onset and/or clinical severity 
in these disorders. 

 

Putative mechanisms of polyG proteins 
toxicity  

FXTAS and NIID are characterized by the translation of 
CGG repeats into pathogenic FMRpolyG and 
uN2CpolyG proteins, respectively. These two proteins 
form protein inclusions, are toxic in cell and animal 
models and possess an identical polyglycine stretch, 
suggesting a common mechanism of toxicity. However, 
this raises numerous questions, notably it is unclear 
whether these polyG proteins are toxic under their 
aggregated or soluble forms. Similarly, it remains to 
explore whether their cellular localization, notably their 
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2.4. Hypothèses et objectifs 

Ces dernières années, grâce au progrès en termes de séquençage, de nouvelles mutations dont 

de « courtes » (< 200) expansions de répétitions de tri-nucléotides CGG situées dans des régions 

dites non-codantes, notamment dans les régions 5’UTR, de différents gènes ont été identifiées 

dans différentes pathologies : NIID, OPDM et OPML. Cependant, le mécanisme de toxicité de 

ces expansions reste à élucider. Mon travail de thèse a consisté à éclaircir par quel mécanisme 

ces répétitions CGG pouvaient être toxiques. Trois mécanismes sont actuellement proposés 

pour expliquer la toxicité des expansions de répétitions. Nous avons écarté l’hypothèse d’une 

toxicité au niveau ADN puisque ces maladies ont des symptômes communs ainsi que des 

caractéristiques histopathologiques similaires, bien que les répétitions de nucléotides CGG 

soient situées dans des gènes différents. De plus, ces « courtes » expansions, toutes situées dans 

la région 5’UTR des gènes, ne sont pas suffisantes pour induire des modifications épigénétiques 

conduisant à la perte d’expression du gène. En effet, aucune diminution de l’expression au 

niveau ARN et protéique de ces différents gènes n’a pas été observée chez les patients. 

Au vu de la taille de ces expansions, nous avons supposé que ce nombre de répétitions (< 200) 

n’était pas suffisant pour titrer de manière suffisante des protéines de liaison à l’ARN, éliminant 

donc également un mécanisme de toxicité au niveau ARN. Cette supposition est soutenue par 

l’absence de foci d’ARN dans les noyaux cellulaires chez ces patients. Dans FXTAS, les 

répétitions CGG dans la région 5’UTR du gène FMR1 sont traduites en une protéine composée 

de polyGlycine, qui forme des inclusions intranucléaires et dont l’expression est toxique dans 

différents modèles. Nous avons alors fait l’hypothèse que les expansions CGG dans les gènes 

NOTCH2NLC et GIPC1 étaient, elles aussi, potentiellement traduites en protéines formant des 

inclusions nucléaires typiques de ces maladies. En effet, les similitudes de séquence (CGG), de 

taille (50 à 200), de localisation (5’UTR) des expansions de répétitions ainsi que 

caractéristiques histopathologiques communes (agrégats intranucléaires positifs à l’ubiquitine 

et p62) entre FXTAS, NIID et l’OPDM suggèrent un mécanisme pathogénique commun entre 

ces différentes maladies. 

Cette question a fait l’objet de mon travail de thèse et les résultats sont présentés sous forme de 

publication (Publication 1) et de résultats. Enfin, après m’être intéressée à des expansions de 

répétitions CGG situées dans des régions non-codantes, je vais maintenant présenter une autre 

pathologie causée, elle, par des expansions GGGGCC localisées dans une région intronique : 

la sclérose latérale amyotrophique (SLA) associée à la démence fronto-temporale (DFT). 
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3. LA SCLEROSE LATERALE AMYOTROPHIQUE (SLA) ET LA 

DEMENCE FRONTO-TEMPORALE (DFT) 

3.1.  Epidémiologie et clinique 

3.1.1. La sclérose latérale amyotrophique (SLA) 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), également appelée maladie de Charcot ou encore 

maladie de Lou Gherig, est la troisième maladie neurodégénérative la plus commune après les 

maladies d’Alzheimer et de Parkinson. Son incidence est de 2,16 cas pour 100 000 personnes 

par an pour une prévalence d’environ 1 / 20 000 personnes (Logroscino et al.,2010). La SLA 

touche environ 1,5 homme pour 1 femme et apparaît généralement entre 55 et 65 ans, et très 

rarement au-delà de 80 ans. Bien que la majorité des cas de SLA soient sporadiques (SLAS), 

environ 10% des patients présentent une forme familiale (SLAF), généralement avec une 

transmission autosomale dominante (Hanby et al., 2011). 

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 mène la majorité 

des patients à la paralysie, puis à la mort par déficience respiratoire en moyenne 3 à 5 ans après 

le diagnostic. Cliniquement, on distingue 2 formes distinctes de SLA, qui peuvent se succéder 

ou survenir simultanément (Figure 26 ; Swash et al., 2000 ; Swinnen et Robberecht, 2014) :  

- La forme spinale concerne 2/3 des cas et commence par l’atteinte des membres, 

inférieurs ou supérieurs. Elle est caractérisée par une dégénérescence des motoneurones 

inférieurs conduisant à des sensations de faiblesse musculaire, des crampes et des 

sensations de raideur ; 

- La forme bulbaire concerne 1/3 des cas et débute par des problèmes de déglutition, de 

phonation et d’élocution. Elle est due à la dégénérescence des motoneurones supérieurs. 

A l’exception du Riluzole qui peut prolonger la vie des patients de quelques mois (Shaw et 

Ince, 1997), il n’existe actuellement aucun traitement pour cette maladie. 
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Figure 26. Les 2 formes de SLA 

La SLA est une maladie affectant les 
neurones moteurs du cortex moteur et 
du tronc cérébral conduisant à la forme 
« bulbaire » caractérisée par des 
problèmes de déglutition, etc. ou ; de la 
moelle épinière conduisant à la forme 
« spinale » caractérisée par de la 
faiblesse musculaire des membres. 
Image du journal Le Figaro. 

 

 

 

 

 

3.1.2. La démence fronto-temporale (DFT) 

Après la maladie d’Alzheimer et les démences à corps de Lewy, la démence fronto-temporale 

(DFT) est la troisième forme de démence la plus fréquente (Vieira et al., 2013). Son incidence 

est d’environ 1,6 cas pour 100 000 personnes par an, pour une prévalence de 15 à 22 cas pour 

100 000 personnes (Coyle-Gilchrist et al., 2016). Cette pathologie touche autant les hommes 

que les femmes et apparaît généralement entre 55 et 70 ans, avec environ 13% des patients 

développant la maladie avant l’âge de 50 ans (Mercy et al., 2008). Entre 30 à 50% des cas de 

DFT auraient une origine génétique. 

La DFT est causée par une atrophie progressive des lobes frontaux et temporaux du cerveau, 

engendrant des troubles cliniquement variés (Figure 27). Ceux-ci peuvent être classifiés en 2 

catégories majeures basées soit sur une altération comportement, soit sur une altération du 

langage (pour revue, Olney et al., 2017) :  
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- Le variant comportemental se caractérise par des changements dans le comportement, 

la personnalité et le contrôle émotionnel comme des altérations de la conduite en société, 

une désinhibition, une apathie affective, etc. ; 

- L’aphasie progressive primaire se caractérise par des difficultés de langage comme des 

difficultés articulatoires, une élocution lente, la perte de la connaissance de certains 

mots, etc. 

 

Figure 27. Zones du cerveau atteintes chez les 

patients DFT 

Les neurones des lobes frontaux et temporaux du 
cortex dégénèrent chez les patients atteints de DFT. 
Image adaptée de wilkesadultdaycare.org. 

 

 

 

 

3.1.3. SLA et DFT : un continuum 

La SLA et la DFT peuvent exister sous des formes dites « pures », mais aussi appartenir à un 

même continuum. En effet, au niveau clinique, environ 15 % des patients atteints de SLA 

présentent aussi une DFT et, de même, 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, de nombreuses similitudes au niveau histopathologique ont été identifiées, ainsi que 

des causes génétiques communes, qui sont décrites ci-dessous (cf Introduction 3.2 et 

Introduction 3.3). 
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peu ou pas affectées par la pathologie, contrairement aux inclusions de TDP-43 (Mackenzie et 

al., 2015). 

Outre la présence d’agrégats protéiques, l’examen post-mortem des tissus des patients atteints 

de SLA révèle une perte des motoneurones dans la corne ventrale de la moëlle épinière et dans 

le cortex moteur (Figure 29), cette mort neuronale étant associée à une réaction inflammatoire 

dont une hyper-prolifération des astrocytes (astrogliose) et de la microglie ainsi qu’une 

dénervation des muscles (pour revue, Philips et Robberecht, 2011). Enfin, l’analyse par IRM 

des patients atteints de DFT révèle, à un stade tardif de l’évolution de la pathologie, une 

atrophie corticale sévère des circonvolutions des lobes temporaux et frontaux. 

 

Figure 29. Perte des neurones moteurs chez un patient atteint de SLA 

Perte des motoneurones de (A) la corne antérieure de la moelle épinière et (B) du cortex moteur 
chez des patients de SLA en comparaison à (B, D) un individu contrôle. Images de Saberi et 
al., 2015. 
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3.4.  Expansion d’hexa-nucléotides GGGGCC dans le gène C9ORF72 

En 2011, la cause génétique principale de SLA et de DFT a été identifiée ; il s’agit d’une 

expansion de répétitions d’hexa-nucléotides GGGGCC dans le premier intron du gène 

C9ORF72 (DeJesus-Hernandez et al., 2011 ; Renton et al., 2011). En effet, en Europe et en 

Amérique du Nord, cette expansion de répétitions est retrouvée dans 80 à 90% des cas de 

SLA/DFT familiaux, 20 à 50% des cas de SLA familiaux, 10 à 30% des cas de DFT familiaux 

et en moindre proportion, de 5 à 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/DFT, l’expansion peut s’étendre des centaines 

voire des milliers de fois (DeJesus-Hernandez et al., 2011 ; Benussi et al., 2014 ; Xi et al., 

2015). 

La sévérité des symptômes et le phénomène d’anticipation observé dans d’autres pathologies 

dues à des expansions de répétitions ne semblent pas se produire dans la SLA/DFT. En effet, 

les différentes études tentant de mettre en corrélation la taille de l’expansion et les symptômes 

de la maladie sont en désaccord (Benussi et al., 2014 ; Suh et al., 2015 ; Gijsenlinck et al., 

2016). Les variations entre ces différentes études peuvent peut-être s’expliquer par la grande 

instabilité de l’expansion de répétitions GGGGCC entre les différents tissus et même entre les 

différentes zones du cerveau au sein d’un même individu (Beck et al., 2013). Néanmoins, il a 

été démontré que la toxicité des expansions de répétitions GGGGCC augmente avec l’âge des 

patients et la pénétrance chez les patients porteurs de la mutation est de 0% à l’âge de 35 ans, 

de 50% à 58 ans et une pénétrance quasi complète à plus de 90% à 80 ans (Majounie et al., 

2012 ; Benussi et al., 2013). 

A ce jour, le mécanisme par lequel l’expansion de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72 

est toxique reste controversé et une contribution des 3 mécanismes, à savoir une toxicité au 

niveau ADN, ARN et protéique, ont été proposés et sont présentés ci-dessous (Figure 32). 

 

 

 

 



 

-71- 

 

 

 

 

Figure 32. Mécanismes de toxicité de l’expansion GGGGCC dans le gène C9ORF72 

L’expansion de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72 inhiberait l’expression de la 
protéine C9ORF72 conduisant à sa perte de fonction partielle. Ces répétitions seraient 
également transcrites en ARN séquestrant des protéines spécifiques et ; ces ARN contenant les 
répétitions seraient traduits en protéines DPR. Gitler et Tsuji., 2016. 
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et al., 2013). La diminution d’expression de C9ORF72 a été confirmée au niveau protéique, 

puisque les patients présentent une diminution d’environ 50% de l’expression de la protéine 

C9ORF72 spécifiquement dans les zones atteintes par la DFT, à savoir le cortex frontal (Waite 

et al., 2014 ; Xiao et al., 2015 ; Saberi et al., 2018), mais également dans des zones non-atteintes 

comme le cortex occipital (Saberi et al., 2018) ou le cervelet (Frick et al., 2018). Néanmoins, 

la seule perte de fonction de la protéine C9ORF72 ne parait pas suffisante pour expliquer le 

développement de la SLA/DFT car aucune mutation perte de fonction dans le gène C9ORF72 

n’a été reportée chez des patients, exceptée une mutation non-sens, c’est-à-dire l’insertion d’un 

codon stop prématurée chez un seul patient (Liu et al., 2016a). 

Enfin, bien que la diminution d’expression de la protéine C9orf72 conduit à des altérations 

locomotrices chez le poisson zèbre (Ciura et al., 2013 ; Butti et al., 2021) et que la surexpression 

de C9ORF72 dans des motoneurones différenciés à partir de cellules iPS de patients abolit la 

mort neuronale observée de ces cellules (Shi et al., 2018), la déplétion de C9orf72 chez les 

souris ne provoque pas de SLA/DFT mais conduit à un phénotype inflammatoire (Atanasio et 

al., 2016 ; Burberry et al., 2016 ; Jiang et al., 2016 ; O’Rourke et al., 2016 ; Sudria-Lopez et al., 

2016). 

 

3.4.1.1. Fonction de la protéine C9ORF72 

Des analyses bio-informatiques basées sur l’alignement de séquences permettant des 

prédictions structurales ont permis de mettre en évidence que la protéine C9ORF72 contient 

des domaines DENN pour « Differentially Expressed in Normal and Neoplastic cells » 

caractéristiques des facteurs d’échange GFP/GTP (GEF) pour les protéines Rab GTPases 

(Zhang et al., 2012 ; Levine et al., 2013). Ces domaines sont composés de 400 à 500 acides 

aminés et forment 2 lobes pouvant se lier l’un à l’autre ainsi qu’aux Rab GTPases. De plus, 

différentes études basées sur les interactions protéine-protéine ont permis d’établir que la 

protéine C9ORF72 forme un complexe avec deux autres protéines : SMCR8 et WDR41, qui 

sera appelé par la suite complexe CSW (Amick et al., 2016 ; Sellier et al., 2016 ; Sullivan et al., 

2016 ; Ugolino et al., 2016 ; Yang et al., 2016). WDR41 (« WD repeat containing protein 41 ») 

est une protéine de 52 kDa composée de 6 domaines WD40. SMCR8 (« Smith Magenis 

syndrome Chromosome Region candidate 8 ») est une protéine de 105 kDa qui contient, tout 
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comme C9ORF72, deux domaines DENN (Zhang et al., 2012). La fonction de WDR41 et de 

SMCR8 sont inconnues. 

Les protéines C9ORF72 et SMCR8 pourraient intervenir dans la régulation des Rab (« Ras-

related proteins in brain »), qui font partie de la superfamille des petites GTPases Ras, 

comprenant également les protéines des familles Ras, Rho, Arf, Arl et Ran (Figure 34). Les Arf 

GTPases au nombre de 6, les Arl GTPases au nombre de 18 et les Rab GTPases forment une 

famille d’environ 80 protéines chez l’Homme. Ces protéines Arf, Arl et Rab sont localisées sur 

la face cytosolique des membranes et sont impliquées dans de nombreuses étapes du trafic 

vésiculaire comme la formation de vésicules, leur migration le long des réseaux d’actine et de 

tubuline ainsi que leur fusion à une vésicule ou une membrane cible. Comme toutes les petites 

GTPases Ras, les protéines Rab, Arl et Arf existent sous 2 conformations distinctes, une forme 

où elles sont liées au GTP et dites actives et ; une forme où elles sont liées au GDP et dites 

inactives. Le passage de l’état inactif à l’état actif est catalysé par les facteurs d’échange 

GDP/GTP (GEF) alors que l’inactivation des Rab, Arl et Arf est accélérée par des protéines 

GAP (« GTPase-activating protein ») (Figure 35 ; pour revue, Stenmark et Olkkonen, 2001). 

 

Figure 34. La superfamille des GTPases Ras 

La superfamille des Ras GTPases est composée des Ras, des Rho, des Arf, des Rab et des Ran. 
Image de Qu et al., 2019. 
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Figure 35. Conformation des petites GTPases 

Ras 

Les GTPases Ras sont sous forme inactives 
lorsqu’elles lient le GDP et sous forme actives 
lorsqu’elles lient le GTP, où elles interagissent 
avec des effecteurs spécifiques. Le passage d’un 
état à l’autre fait intervenir des facteurs GEF ou 
GAP. Image de mechanobio.info. 

A la suite de ces découvertes, le complexe C9ORF72-SMCR8-WDR41 a été décrit comme 

régulant de nombreuses Rab GTPases comme Rab8a et Rab39b (Sellier et al., 2016 ; Yang et 

al., 2016), Rab1a (Webster et al., 2016) et / ou Rab5 (Farg et al., 2014 ; Shi et al., 2018) afin de 

réguler l’autophagie ; Rab7 et Rab11 pour réguler l’endocytose (Farg et al., 2014) ; ou encore 

Rab3 pour réguler l’exocytose (Frick et al., 2018). Néanmoins, la résolution récente de la 

structure par Cryo-EM du complexe C9ORF72-SMCR8-WDR41 révèle que ce complexe n’agit 

non pas comme un facteur d’échange GDP/GTP (GEF) permettant d’activer les Rab GTPases, 

mais comme une protéine GAP accélérant leur activité GTPase, inactivant alors les Rab et les 

Arf GTPases (Figure 36A ; Su et al., 2020 ; Tang et al., 2020). En effet, ce complexe ressemble 

à un autre complexe, le complexe FLNC-FNIP2, qui agit comme une GAP pour des petites 

GTPases particulières régulant l’activité de mTOR au lysosome et qui existent uniquement sous 

forme de dimère : RagC/D ou RagB/D. La comparaison des structures de ces 2 complexes 

révèle que, tout comme FLNC-FNIP2, SMCR8 possède un résidu arginine (Arg147) critique 

pour son activité GTPasique envers Rab8a et Rab11 (Figure 36A, 36B) Tang et al., 2020) et / 

ou envers Arf1, Arf5 et Arf6 (Su et al., 2020 ; Su et al., 2021). 

 

Figure 36. Structure des complexes C9ORF72-SMCR7-WDR41 et FLNC-FNIP2 

(A) Structure résolue par cryo-EM du complexe C9ORF72-SMCR7-WDR41. (B) Comparaison 
des structures des complexes C9ORF72-SMCR7-WDR41 et FLNC-FNIP2. Images de Tang et 
al., 2020. 
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3.4.1.2. Implication de la protéine C9ORF72 dans l’autophagie 

La protéine C9ORF72 a été identifiée comme étant impliquée dans la régulation de 

l’autophagie, je vais décrire ce mécanisme de dégradation ci-dessous. 

 

3.4.1.2.1. L’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme catabolique intracellulaire permettant la dégradation des 

agrégats protéiques, des bactéries, des organelles dysfonctionnelles comme des mitochondries, 

des peroxysomes, etc., et qui sont des éléments trop massifs pour être dégradés par le 

protéasome (pour revue, Glick et al., 2010). Ce mécanisme est conservé de la levure à l’Homme 

et est essentiel pour éliminer des structures, des micro-organismes et des organelles 

dysfonctionnelles potentiellement toxiques, mais aussi pour fournir de l'énergie à la cellule en 

recyclant des composants cellulaires. Il existe 3 formes majeures d'autophagie (Figure 37) : 

- L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA) où la protéine chaperonne 

Hsc70 reconnaît et interagit avec une séquence KFERQ présente sur les protéines cibles 

à dégrader, conduisant au transport et au transfert de ces protéines dans la lumière du 

lysosome directement à travers sa membrane (pour revue, Tekirdag et Cuervo, 2018) ; 

- La micro-autophagie où le lysosome, via une invagination ou une protrusion, engloutit 

directement des composants présents dans le cytoplasme comme des protéines ou des 

organelles (pour revue, Li et al., 2012) ; 

- La macro-autophagie ou autophagie où une vésicule composée d’une double membrane 

enveloppe des protéines ou des organelles, formant alors l’autophagosome qui est 

transporté et fusionne avec le lysosome où le matériel est dégradé. Ce mécanisme est 

décrit plus en détail ci-dessous. 

Figure 37. Les 3 formes d’autophagie 

L’autophagie est classée en 3 mécanismes : 
l’autophagie médiée par les protéines 

chaperonnes qui dégrade spécifiquement les 
protéines contenant une séquence KFERQ ; la 
micro-autophagie où le lysosome dégrade 
directement des composants cytoplasmiques et ; 
la macro-autophagie faisant intervenir une 
double membrane appelée autophagosome qui 
englobe le matériel à dégrader puis, fusionne au 
lysosome. Image de Hazari et al., 2020. 
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Le déroulement de l’autophagie fait appel à plusieurs étapes successives dont l’initiation et la 

nucléation conduisant à la formation d’une membrane isolée appelée le phagophore. Lors de la 

maturation, ce phagophore s’allonge autour des éléments à dégrader pour former 

l’autophagosome, une vésicule close qui transporte ces éléments jusqu’aux lysosomes avec 

lesquels il fusionne. Les lysosomes sont des organelles contenant des hydrolases acides 

permettant la dégradation du matériel se trouvant dans l’autophagosome. Cette voie dépend 

d’une cascade de signalisation faisant intervenir de nombreuses protéines, présentées ci-

dessous. 

Un régulateur majeur de l’autophagie est le complexe mTORC1 composé de 5 protéines : 

mTOR, RAPTOR, PRAS40, DEPTOR et mLST8. En condition basale, le complexe mTORC1 

est actif et phosphoryle le complexe ULK1 qui est alors inactif. Lors d’une privation en acides 

aminés, le complexe mTORC1 est inactivé, ce qui aboutit à l’activation du complexe ULK, 

initiateur de l’autophagie (Figure 38 ; pour revue, Parzych et Klionsky, 2014). 

 

Figure 38. Protéines impliquées dans la cascade de signalisation dans l’autophagie 

L’initiation fait intervenir le complexe ULK1 qui phosphoryle et active le complexe PI3KC3 
qui permet la génération de PI3P. Ces PI3P recrutent les protéines DFCP1 et WIPI qui vont 
permettre, via l’intervention des systèmes de conjugaison, l’ancrage des protéines LC3 à 
l’autophagosome. Cet autophagosome mature fusionne alors aux lysosomes où son contenu est 
dégradé. Image de Hansen et al., 2018. 

Le complexe ULK est composé de 4 protéines : la protéine kinase ULK1 (ou ULK2), ATG13, 

FIP200 et ATG101. Le complexe ULK actif s’autophosphoryle et recrute le complexe PI3KC3 

(« class III phosphatidylinositol 3-kinase complex 3 ») composé de VPS15, VPS34, Beclin-1 

(BECN1) et ATG14L et l’active en phosphorylant BECN1 et VPS15 (Mercer et al., 2021). La 
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GABARAPL1 et GABARAPL2), appelées Atg8 chez la levure, à l’autophagosome en 

formation (pour revue, Parzych et Klionsky, 2014). Néanmoins, avant d’être incorporées à la 

double membrane de l’autophagosome, les protéines LC3 sont clivées à leur extrémité C-

terminale par la protéase ATG4 puis, sont transférées sur ATG7 puis ATG3, permettant alors 

la liaison au complexe ATG16L1. Enfin, les protéines LC3 sont lipidées (LC3-II) par leur 

liaison à une phosphatidyléthanolamine (PE) et ancrées à la double membrane de 

l’autophagosome (Figure 40). 

 

 

Figure 40. Systèmes de conjugaison impliqués 

dans le recrutement des protéines LC3 à 

l’autophagosome 

 LC3 est clivé par ATG4, transféré à ATG7 puis à 
ATG3. ATG7 et ATG10 permettent la liaison entre 
ATG12 et ATG5, qui vont alors se lier à ATG16L1. 
ATG3 liée à LC3 va alors intergir avec ATG12, 
conduisant à la lipidation de LC3 et à son ancrage à 
la double membrane de l’autophagosome. Schéma 
de Lystad et Simonsen, 2019. 

 

 

 

Une fois refermé, l’autophagosome est transporté par les microtubules grâce à différentes Rab 

GTPases dont Rab7, vers les lysosomes où ces deux types de vésicules fusionnent par l’action 

de plusieurs protéines SNARE, VAMP7/8, SNAP29 et STX17, formant alors l’auto-lysosome. 

Le contenu de l’autophagosome est alors dégradé par les protéases acides lysosomales et les 

acides aminés et autres produits obtenus après dégradation peuvent être réutilisés par la cellule 

(pour revue, Parzych et Klionsky, 2014). 

Il est à noter que lorsque l’autophagie est nécessaire pour dégrader spécifiquement une 

organelle, des agrégats protéiques ou des bactéries, on parle alors d’autophagie sélective. Ce 

mécanisme est induit par la poly-ubiquitinylation en lysine 63 du substrat à dégrader (pour 
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revue, Shaid et al., 2013). Les protéines ubiquitine sont alors reconnues par des protéines 

adaptatrices, appelées récepteurs autophagiques, qui font le lien entre les protéines 

ubiquitinylées et les protéines LC3-II ancrées à la double membrane de l’autophagosome. De 

multiples récepteurs autophagiques ont été décrits, dont p62, OPTN, NBR1, NDP52, 

TAX1BP1, etc. et sont relativement spécifiques au substrat à dégrader mais peuvent aussi être 

redondants entre eux. Par exemple, p62 et TAX1BP1 sont principalement impliquées dans la 

dégradation des agrégats protéiques. Enfin, l’autophagie sélective est activée par 

l’autophosphorylation de la protéine kinase TBK1 qui est recrutée au site de formation de 

l’autophagosome par l’OPTN où elle phosphoryle alors de nombreuses protéines comme Rab7 

mais aussi OPTN et p62, ce qui renforce leur interaction avec les substrats ubiquitinylés à 

dégrader et les protéines LC3-II (pour revue, Shaid et al., 2013). De manière intéressante, des 

mutations dans les gènes OPTN, UBQNL2, SQSTM1 (codant pour la protéine p62), et TBK1 

sont associées à la SLA et à la DFT (Maruyama et al., 2010 ; Deng et al., 2011 ; Fecto et al., 

2011 ; Cirulli et al., 2015 ; Freischmidt et al., 2015). 
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3.4.1.2.2. Rôle potentiel de C9ORF72 dans l’autophagie 

La protéine C9ORF72 a été identifiée comme pouvant jouer un rôle dans l’autophagie et ceci, 

à de nombreuses étapes, de l’initiation de l’autophagie à la fusion des autophagosomes aux 

lysosomes. 

Premièrement, plusieurs études montrent une fonction du complexe C9ORF72-SMCR8-

WDR41 (CSW) dans l’initiation dans l’autophagie. En effet, il a été démontré que la déplétion 

de C9ORF72 conduit à une accumulation de puncta du récepteur autophagique p62 en 

motoneurones différenciés à partir de cellules iPS de patients C9-SLA/DFT (Almeida et al., 

2013) et dans des lignées de cellules immortalisées (Sellier et al., 2016 ; Webster et al., 2016). 

De plus, l’absence de C9ORF72 altère le flux autophagique, induisant notamment avec une 

diminution de la lipidation de la protéine LC3b après induction de l’autophagie, suggérant que 

le complexe CSW participe à l’induction de l’autophagie (Sellier et al., 2016 ; Sullivan et al., 

2016 ; Ugolino et al., 2016 ; Webster et al., 2016 ; Jung et al., 2017). 

Deuxièmement, l’activité du complexe CSW semble régulée après l’initiation de l’autophagie, 

notamment par phosphorylation puisque la protéine SMCR8 est phosphorylée sur de nombreux 

acides aminés par diverses kinases impliquées dans l’autophagie dont ULK1 (Behrends et al., 

2010 ; Sellier et al., 2016), TBK1 (Sellier et al., 2016), mTOR (Hsu et al., 2011) et AMPK 

(Hoffman et al., 2015). De plus, il a été montré que ce complexe interagit avec le complexe 

ULK1 (Behrends et al., 2010 ; Sellier et al., 2016 ; Sullivan et al., 2016 ; Webster et al., 2016 ; 

Yang et al., 2016 ; Jung et al., 2017). Toutefois, les études ne sont pas en accord sur la sous-

unité du complexe ULK1 permettant l’interaction avec le complexe CSW ; il pourrait s’agir de 

FIP200 (Sullivan et al., 2016 ; Webster et al., 2016) ou de ATG101 (Yang et al., 2016). Des 

travaux supplémentaires suggèrent que la régulation par le complexe CSW de la protéine 

ULK1, ou inversement, n’est pas directe. En effet, le complexe CSW permettrait de faciliter 

l’interaction entre ULK1 et Rab1 pour induire l’initiation de la formation de l’autophagosome 

(Webster et al., 2016). De plus, la déplétion de FIP200 n’altère pas la relocalisation au lysosome 

du complexe CSW après induction de l’autophagie, suggérant que le complexe CSW agit en 

amont du complexe ULK1 (Amick et al., 2018). Ces données suggèrent une fonction du 

complexe CSW dans la régulation du complexe ULK1, potentiellement à la fois à l’initiation 

de l’autophagie, mais aussi au niveau du lysosome. 
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En effet, de manière intéressante, le complexe CSW est localisé au lysosome, notamment après 

induction de l’autophagie (Amick et al., 2016 ; Frick et al., 2018). Cette relocalisation du 

cytoplasme et de l’appareil de Golgi jusqu’au lysosome est dépendante de la liaison entre 

WDR41 et PQLC2, un transporteur lysosomal d’acides aminés cationiques (Amick et al., 2018 ; 

Amick et al., 2020 ; Talaia et al., 2021). De plus, de multiples altérations des lysosomes ont été 

décrites après une déplétion de C9ORF72, dont des altération de leur biogénèse dans des 

motoneurones différenciés à partir de cellules iPS de patients C9-SLA/DFT (Shi et al., 2018), 

des altérations de leur taille et de leur localisation en cellules HeLa (Amick et al., 2016), de leur 

nombre en MEF développé à partir de souris KO pour C9orf72 (Ugolino et al., 2016) et de leur 

acidification en macrophages purifiés à partir de souris KO C9orf72 ou Smcr8 (Shao et al., 

2020). 

La protéine mTOR est un régulateur majeur de l’autophagie et est localisée au lysosome, 

plusieurs études se sont donc penchées sur une possible régulation de mTOR par le complexe 

CSW (Amick et al., 2016). Ainsi, plusieurs études ont rapporté que la déplétion de C9ORF72 

ou de SMCR8 ne modifie pas la localisation de mTOR mais modifie son activité. En effet, le 

complexe CSW semble nécessaire pour l’activation de mTOR, suggérant que C9ORF72 est un 

régulateur négatif de l’autophagie (Ugolino et al., 2016 ; Jung et al., 2017 ; Amick et al., 2018 ; 

Wang et al., 2020), bien qu’une hyperactivation de mTOR ait été observée dans une étude 

portant sur des macrophages de souris KO pour C9orf72 ou Smcr8 (Shao et al., 2020). Une des 

cibles de mTOR est le facteur de transcription TFEB qui, lors de l’activation de l’autophagie, 

est transloqué dans le noyau où il active la transcription de nombreux gènes Atg (« Autophagy-

related gene »), impliqués dans l’autophagie ainsi que dans la biogénèse des lysosomes. Il est à 

noter que la déplétion de C9ORF72 conduit à une sous-activation de mTOR, ce qui aboutit à 

une moindre phosphorylation du facteur TFEB qui devient alors actif et nucléaire (Ugolino et 

al., 2016 ; Wang et al., 2020). 

En conclusion, il est désormais établi que la protéine C9ORF72 est impliqué dans l’autophagie. 

Toutefois, comment et à quelle étape le complexe CSW intervient reste encore discuté. 
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3.4.2. Hypothèse d’un gain de fonction de l’ARN 

Le deuxième mécanisme pouvant expliquer la toxicité des expansions de répétitions dans le 

gène C9ORF72 est leur transcription sens en ARN contenant des répétitions GGGGCC, ainsi 

que leur transcription antisens en ARN contenant des répétitions CCCCGG. Ces ARN 

s’accumulent sous forme de foci dans les noyaux et / ou le cytoplasme des cellules des patients 

SLA/DFT (Figure 41 ; DeJesus-Hernandez et al., 2011 ; Gendron et al., 2013 ; Lagier-Tourenne 

et al., 2013 ; Lee et al., 2013 ; Mori et al., 2013b ; Mizielinska et al., 2013 ; Zu et al., 2013) 

ainsi que des neurones différenciés partir de cellules iPS de patients (Almeida et al., 2013 ; 

Donnelly et al., 2013 ; Sareen et al., 2013). Des études in vitro sur la structure de ces ARN ont 

mis en évidence qu’ils étaient capables de former des quadruplexes-G (Reddy et al., 2013 ; 

Conlon et al., 2016) et lier de nombreuses protéines de liaison à l’ARN comme hnRNPA1, 

Purα, ADARB2, SRSF1, hnRNP-H, la nucléoline, SRSF2, ALYREF, hnRNPA3, SRSF1 et 

SFPQ (Donnelly et al., 2013 ; Lee et al., 2013 ; Reddy et al., 2013 ; Sareen et al., 2013 ; Xu et 

al., 2013 ; Cooper-Knock et al., 2014 ; Haeusler et al., 2014 ; Conlon et al., 2016 ; Davidson et 

al., 2017 ; Hautbergue et al., 2017 ; Bajc Česnik et al., 2019).  

 

Figure 41. Foci d’ARN compose de répétitions GGGGCC chez les patients SLA/DFT 

(A, B) Présence de foci d’ARN sens composés de répétitions GGGGCC chez un patient 

SLA/DFT dans des cellules de (A) cortex et (B) de moelle épinière. Images de DeJesus-

Hernandez et al., 2011. 

Toutefois, contrairement aux dystrophies myotoniques, la titration de ces protéines de liaison à 

l’ARN semble faible et ne conduit qu’à des altérations subtiles de l’épissage chez les patients 

atteints de SLA/DFT ; même si une contribution particulière du facteur d’épissage hnRNP-H 

soit suggérée chez les patients porteurs de la mutation dans le gène C9ORF72 ainsi que chez 

les patients sporadiques (Prudencio et al., 2015 ; Conlon et al., 2016 ; Conlon et al., 2018). 



 

-84- 

 

3.4.3. Hypothèse d’un gain de fonction de protéines composées de dipeptides répétés 

Le troisième mécanisme potentiel pour expliquer la toxicité de l’expansion de répétitions 

GGGGCC est la traduction des ARN sens et antisens en protéines composées de dipeptides 

répétés, également appelées protéines DPR. Cette traduction se ferait par le mécanisme 

« RAN » (cf Introduction 1.4.1.4) et permettrait de produire 5 protéines DPR différentes selon 

le cadre de lecture ouvert (Ash et al., 2013 ; Gendron et al., 2013 ; Mori et al., 2013a ; Zu et al., 

2013). Ainsi, les répétitions GGGGCC seraient potentiellement traduites en protéines 

composées de polyGlycine-Alanine (polyGA), polyGlycine-Proline (polyGP) et polyGlycine-

Arginine (polyGR). Les répétitions CCCCGG sont, elles, traduites en protéines composées de 

polyProline-Alanine (polyPA) et polyProline-Arginine (polyPR), le dernier cadre de lecture 

possible codant pour des protéines composées de polyProline-Glycine ayant la même 

composition en acides aminés que la protéines polyGlycine-Proline provenant de la traduction 

de l’ARN sens (Figure 42).  

 

Figure 42. Traduction des ARN sens et antisens en protéines DPR  

En fonction du cadre de lecture ouvert considéré, l’ARN sens composé de répétitions GGGGCC 
peut être traduit en protéines composées polyGA, polyGP et polyGR et ; l’ARN antisens peut 
être traduit en protéines composées de polyPR, polyGP et polyPA. Schéma de Gendron et al., 
2013. 

Une confirmation de la présence de ces protéines DPR fut le développement d’anticorps dirigés 

contre les parties répétées de ces protéines, qui ont alors permis d’observer la présence de ces 

différentes protéines DPR sous forme d’inclusions cytoplasmiques dans les neurones des 

patients C9-SLA/DFT (Figure 43), qui colocalisent avec des protéines impliquées dans 

l’autophagie, l’ubiquitine et p62 (Gendron et al., 2013 ; Mackenzie et al., 2013 ; Mori et al., 

2013b ; Zu et al., 2013). 
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Figure 43. Présence des différentes protéines DPR chez un patient C9-SLA/DFT 

IHC dirigées contre les protéines DPR (a-g) polyGA, (h-n) polyGP, (o-s) polyGR, (t-z) polyPA 
et (a’-e’) polyPR dans (a, b, c, d, e, h, i, j, k, o, p, q, t, u, v, w, x, a’, b’, c’) le cortex frontal, 
(f, m, r, y, d’) la moelle épinière où les inclusions sont rares et (g, n, s, z, e’) les cellules 
granulaires du cervelet où les inclusions sont nombreuses. Images de Mackenzie et al., 2015. 
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Enfin, la surexpression de certaines de ces protéines DPR se révèle toxique dans de nombreux 

modèles comme les motoneurones différenciés à partir de cellules iPS, les drosophiles (les 

poissons zèbres et les souris en altérant de nombreuses voies cellulaires (Figure 45 ; Mizielinska 

et al., 2014 ; Wen et al., 2014 ; Tran et al., 2015 ; Yang et al., 2015 ; Lee et al., 2016 ; Lopez-

Gonzalez et al., 2016 ; Westergard et al., 2016 ; Ohki et al., 2017 ; Schludi et al., 2017 ; Mordes 

et al., 2018 ; Swaminathan et al., 2018 ; Zhang et al., 2018 ; Hao et al., 2019 ; LaClair et al., 

2020 ; Li et al., 2020 ; Maor-Nof et al., 2021). Ces protéines DPR, notamment celles riches en 

acides aminés arginine (polyGR et polyPR), semblent particulièrement toxiques sont décrites 

plus en détail ci-dessous. 

 

Figure 45. Voies cellulaires altérées par les protéines DPR. 

L’expression des protéines DPR sont décrites comme altérant de nombreuses voies cellulaires 
et organelles comme les mitochondries, le réticulum, le protéasome, etc. Image de Balendra et 
Isaacs, 2018. 

Il a été montré que la traduction de ces différentes protéines DPR faisait appel au mécanisme 

« RAN » (Ash et al., 2013 ; Gendron et al., 2013 ; Mori et al., 2013a ; Zu et al., 2013). La nature 

de ce mécanisme de traduction étant encore incertain, l’étude du mécanisme de traduction de 

ces différentes protéines fait partie de mon travail de thèse. 
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3.4.3.1. Toxicité de la protéine DPR polyGlycine-Alanine (polyGA) 

La protéine polyGA est la protéine DPR retrouvée la plus abondamment chez les patients 

(Mackenzie et al., 2015). Cette protéine exprimée sous un ATG artificiel est moins toxique que 

les protéines DPR polyGR et polyPR. Elle est décrite pour former des fibres amyloïdes 

composées de feuillets β, éventuellement capables de se transmettre d’une cellule à une autre 

(Chang et al., 2016 ; Westergard et al., 2016 ; Brasseur et al., 2020 ; Khosvari et al., 2020). La 

protéine polyGA altérerait plusieurs mécanismes cellulaires. Tout d’abord, les agrégats de 

polyGA agissent sur l’import nucléaire de protéines en altérant la voie dépendante de 

l’importine-α/β, conduisant à la mauvaise localisation des protéines TDP-43 et PSCM4, une 

ATPase de la sous-unité du protéasome 26S (Khosvari et al., 2017 ; Khosvari et al., 2020). De 

plus, la séquestration de nombreuses sous-unités du protéasome a été rapportée dont Unc119, 

HR23 ou encore UBQLN2 (May et al., 2014 ; Schludi et al., 2015 ; Zhang et al., 2016 ; Schludi 

et al., 2017 ; Riemslagh et al., 2019 ; Zhang et al., 2021). Enfin, la résolution par Cryo-EM des 

agrégats cellulaires de polyGA confirme la présence de nombreuses sous-unités du protéasome 

26S dans ces inclusions (Figure 46 ; Guo et al., 2018). Ces résultats semblent indiquer que les 

agrégats de polyGA altèrent l’activité du protéasome, ce qui pourrait conduire à un stress du 

réticulum endoplasmique et à la mort neuronale (Zhang et al., 2014). De plus, il a été montré 

que les agrégats de polyGA affectent également le second mécanisme de dégradation, 

l’autophagie, via la séquestration de la protéine VCP (Božič et al., 2021). Enfin, il a récemment 

été suggéré que dans des cultures primaires de neurones corticaux et moteurs, la protéine 

polyGA forme des agrégats dans les axones et les dendrites. La présence de ces agrégats modifie 

l’influx calcique et donc l’exocytose des vésicules synaptiques, notamment via la diminution 

de l’expression de la protéine SV2 (« Synaptic vesicle-associated protein 2 ») (Jensen et al., 

2020). 

 

 

 

Figure 46. PolyGA séquestre le protéasome 

Cryo-EM montrant la protéine polyGA séquestre 
des sous-unités du protéasome. Image de Guo et 
al., 2018. 
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Afin de confirmer la toxicité de cette protéine polyGA en modèle animal, plusieurs équipes ont 

développé des modèles murins exprimant spécifiquement cette protéine polyGA. En 2016, un 

premier modèle murin a été développé par l’injection d’un virus AAV1 codant pour une 

protéine GFP-(GA)50x traduite grâce à un codon ATG. L’expression de la protéine polyGA 

conduit à une atrophie du cerveau due à une mort neuronale dans le cortex, dont le cortex 

moteur, l’hippocampe mais aussi à une perte des cellules de Purkinje (Zhang et al., 2016). De 

plus, cette neurodégénérescence est associée à une astrogliose, sans activation de la microglie. 

Enfin, ces souris présentent des anomalies comportementales comme une hyperactivité, une 

anxiété et des altérations locomotrices (Zhang et al., 2016). L’année suivante, une lignée 

transgénique exprimant une protéine ATG-(GA)150x-CFP sous le contrôle du promoteur Thy1 

spécifique des neurones a été développée. Ces souris présentent de nombreux agrégats de 

polyGA dans le tronc cérébral, le cervelet et la moelle épinière et ainsi qu’une hyper-

phosphorylation de la protéine TDP-43, un marqueur histopathologique de la SLA/DFT. 

L’expression de la protéine polyGA ne conduit pas à une mort neuronale, mais provoque une 

activation de la microglie sans astrogliose et, ces souris développent des anomalies 

locomotrices révélées par le test de la marche sur poutre (Schludi et al., 2017). La génération 

d’un autre modèle murin exprimant une protéine ATG-GFP-(GA)175x sous le contrôle d’un 

promoteur Nestin, permettant, là encore, une expression neuronale de la protéine, révèle que la 

protéine polyGA induit une mort des neurones de l’hippocampe associée à une infiltration de 

la microglie ; et des motoneurones de la moelle épinière, conduisant à une dénervation des 

muscles ainsi qu’à une mauvaise localisation de la protéine TDP-43 (LaClair et al., 2020). 

Il est à noter que toutes ces études ont été réalisées avec des répétitions GGGGCC traduites en 

protéine polyGA grâce à un codon ATG artificiel situé en amont de ces répétitions. En effet, la 

seule expression des répétitions GGGGCC ne conduit pas à l’expression d’une protéine polyGA 

détectable chez le poisson zèbre, ce qui n’est alors pas toxique. Néanmoins, l’expression de la 

protéine polyGA grâce à un codon ATG conduit à de la neurodégénérescence chez ces poissons 

zèbres (Ohki et al., 2017). Il reste donc à déterminer si la protéine polyGA exprimée sous sa 

séquence naturelle conduit à des altérations, identiques ou différentes, que celles observées 

lorsque cette protéine est exprimée sous un ATG artificiel sans séquence bordante, ainsi qu’à 

déterminer comment cette protéine peut-elle être traduite malgré l’absence de codon d’initiation 

canonique ATG. Ces questions ont fait l’objet de mon travail de thèse. 
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3.4.3.2. Les protéines DPR non-toxiques : polyGlycine-Proline et polyProline-Alanine 

La protéine polyGP est la seule protéine DPR pouvant être traduite à partir de l’ARN sens 

GGGGCC et de l’ARN antisens CCCCGG. Les protéines DPR polyGP et polyPA exprimées à 

partir d’un codon ATG artificiel ne sont pas toxiques en modèle de drosophile (Mizielinska et 

al., 2014, Wen et al., 2014 ; Freibaum et al., 2015 ; Lee et al., 2016). De plus, des expériences 

de transfection en culture de cellules immortalisées ont montré que la protéine polyGP s’agrège 

moins que les autres protéines DPR (Yamakawa et al., 2015). 

La protéine polyGP existant sous forme soluble, elle peut être dosée dans le liquide cérébro-

spinal ainsi que dans les cellules mononucléées périphériques du sang des patients C9-

SLA/DFT. Le niveau d’expression de la protéine polyGP permet de discriminer les patients 

atteints de SLA/DFT des individus sains, ainsi que de détecter des patients présymptomatiques. 

Toutefois, la quantité de polyGP n’évolue pas avec l’âge des patients et ne permet donc pas de 

déterminer l’avancement de la pathologie. Ainsi, le dosage de la protéine polyGP pourrait servir 

de biomarqueur précoce afin d’identifier de potentiels patients (Gendron et al., 2017 ; Lehmer 

et al., 2017 ; Meeter et al., 2018). 

 

3.4.3.3. Les protéines DPR toxiques : polyGlycine-Arginine et polyProline-Arginine 

Les protéines DPR riches en arginine, la protéine polyGR traduite à partir de l’ARN sens et la 

protéine polyPR traduite à partir de l’ARN antisens, partagent de nombreuses similarités. Tout 

d’abord, ces 2 protéines DPR sont chargées positivement et sont hautement polaires, dues à leur 

richesse en arginine, et sont moins sujettes à l’agrégation que la protéine polyGA (Kwon et al., 

2014). De plus, l’interactome de ces protéines révèle une grande similarité, avec plus de 40% 

d’interactants communs (Lee et al., 2016 ; Božič et al., 2021). Enfin, de toutes les protéines 

DPR, ce sont les plus toxiques lorsqu’elles sont exprimées sous un ATG artificiel en modèles 

cellulaires, de drosophile, de poisson zèbre ou murins (Mizielinska et al., 2014 ; Wen et al., 

2014 ; Freibaum et al., 2015 ; Tao et al., 2015 ; Boeynaems et al., 2016 ; Lee et al., 2016 ; Zhang 

et al., 2018 ; Corman et al., 2019 ; Hao et al., 2019 ; Cook et al., 2020 ; Li et al., 2020 ; Maor-

Nof et al., 2021 ; Riemslagh et al., 2021). En effet, les différents modèles de souris exprimant 

les protéines DPR riches en arginine présentent un phénotype sévère dont une forte 

neurodégénérescence conduisant à une atrophie du cerveau, de l’astrogliose, une activation de 
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3.4.4. Exemple de modèles exprimant les répétitions d’hexa-nucléotides GGGGCC 

De nombreux modèles, cellulaires et animaux, ont été développés dans le but d’attester de la 

toxicité des expansions de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72. Ces modèles sont plus 

proches de la situation des patients toutefois, ils ne permettent pas ou difficilement de 

discriminer le mécanisme (ADN, ARN ou protéique) responsable des altérations observées. 

Ainsi, des lignées de cellules iPS générées à partir de fibroblastes de patients C9-SLA/DFT 

puis, différenciées en neurones ou en motoneurones (iMN) présentent quasiment 

systématiquement des foci d’ARN nucléaires. Toutefois, selon les études et les lignées iPS 

utilisées, une forte variabilité du niveau d’expression de l’ARNm C9ORF72 est observée, 

suggérant que les modifications épigénétiques de l’ADN et l’haploinsuffisance ne sont pas 

systématiquement reproduites (Almeida et al., 2013 ; Donnelly et al., 2013 ; Sareen et al., 2014 ; 

Su et al., 2014 ; Freibaum et al., 2015 ; Dafinca et al., 2016 ; Shi et al., 2018 ; Simone et al., 

2018). De plus, les protéines DPR semblent difficilement détectables dans ces modèles 

cellulaires et leur présence, principalement la protéine polyGP, est révélée majoritairement par 

test Elisa et, éventuellement par dot blot (Almeida et al., 2013 ; Donnelly et al., 2013 ; Su et al., 

2014 ; Dafinca et al., 2016 ; Simone et al., 2018). Les différences entre ces différentes lignées 

iPS compliquent les analyses permettant d’incriminer les mécanismes perte de fonction et / ou 

gain de fonction. Ainsi, selon les études, les expansions GGGGCC dans le gène C9ORF72 ont 

été montré comme pouvant induire des altérations des mitochondries et du réticulum 

endoplasmique conduisant à des concentrations calciques anormales (Dafinca et al., 2016 ; 

Dafinca et al., 2020), de l’autophagie (Almeida et al., 2013 ; Shi et al., 2018), du transport 

nucléocytoplasmique (Zhang et al., 2015), de la formation des granules de stress (Dafinca et 

al., 2016) ou encore présentent une sensibilité accrue au glutamate (Donnelly et al., 2013) 

pouvant conduire à de la mort cellulaire (Shi et al., 2018). 

Concernant les modèles murins, deux approches distinctes ont été utilisées : l’approche virale 

et l’insertion d’un chromosome artificiel bactérien (BAC) codant pour les répétitions 

GGGGCC. A ce jour, 2 groupes ont réalisé des expériences basées sur l’injection de virus chez 

des souris naissantes. Toutes 2 ont utilisé des AAV2/9 porteurs de 66 répétitions (Chew et al., 

2015) ou 102 répétitions (Herranz-Martin et al., 2017) d’hexa-nucléotides GGGGCC. Ces 

expansions de répétitions sont transcrites en ARN formant des foci et sont aussi traduits en 

protéines DPR polyGA, polyGP et polyGR (Chew et al., 2015 ; Herranz-Martin et al., 2017). 

Seul le modèle de Chew et al. présente des agrégats de TDP-43, une astrogliose ainsi que des 
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altérations comportementales comme de l’hyperactivité, de l’anxiété et des déficits 

locomoteurs. Concernant les modèles transgéniques, 4 groupes ont généré des modèles murins 

par l’insertion du BAC contenant des répétitions GGGGCC entourés d’une séquence plus ou 

moins longue du gène C9ORF72 humain (O’Rourke et al., 2015 ; Peters et al., 2015 ; Jiang et 

al., 2016 ; Liu et al., 2016b). Tous ces modèles développent des foci d’ARN. Les 3 groupes 

ayant utilisé le fond génétique C57BL6 détectent la protéine polyGP ; seul un groupe détecte 

également les 2 autres protéines DPR provenant de l’ARN sens polyGA et polyGR (Jiang et 

al., 2016), mais ces souris ne développent ni altération locomotrice ni neurodégénérescence, 

suggérant que les foci d’ARN et les protéines DPR ne sont pas suffisants pour induire la 

SLA/DFT (O’Rourke et al., 2015 ; Peters et al., 2015 ; Jiang et al., 2016). L’équipe de Liu et 

al. a, elle, utilisé des souris de fond génétique FVB et, bien qu’aucune protéine DPR n’ait été 

détectée lors de cette première étude, des travaux supplémentaires sur ce modèle ont révélé la 

présence des protéines DPR polyGA, polyGP et polyGR (Nguyen et al., 2020). Ces souris 

affichent une longévité plus faible, une paralysie associée à une dénervation des muscles et une 

perte des motoneurones (Liu et al., 2016b). Ces résultats ont été récemment contesté par Mordes 

et al. qui n’a pas observé de telles altérations phénotypiques chez ces souris soulignant que les 

souris FVB présentent naturellement de l’épilepsie, une plus faible longévité ainsi que des 

dysfonctions locomotrices (Mordes et al., 2020). 

En conclusion, ces modèles iPS et murins soulignent la complexité des mécanismes sous-

jacents à l’expansion de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72 impliqués dans cette 

pathologie. 
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3.5.  Hypothèses et objectifs 

Une expansion de répétitions d’hexa-nucléotides GGGGCC située dans le premier intron du 

gène C9ORF72 est la première cause génétique de SLA, de DFT et de SLA/DFT. Différents 

mécanismes non-exclusifs sont proposés pour expliquer la pathogénicité de cette expansion, à 

savoir (1) la perte de fonction de la protéine C9ORF72 impliquée dans l’autophagie, (2) les foci 

d’ARN sens et antisens séquestrant des protéines spécifiques et (3) la traduction des ARN 

contenant ces répétitions par un mécanisme « RAN » en protéines DPR toxiques. 

Avant mon arrivée au laboratoire, au vu de la taille de l’expansion de répétitions GGGGCC 

(plusieurs centaines à plusieurs milliers), mon équipe a tout d’abord testé l’hypothèse d’un gain 

de fonction toxique de l’ARN. Pour ce faire, mon équipe a développé un ARN composé de 

répétitions GGGGCC synthétique et qui a été lié à une colonne. Puis, le passage de protéines 

extraites à partir de cerveaux de souris sur cette colonne a été réalisé, suivi de l’élution des 

protéines accrochées à l’ARN. L’analyse par spectrométrie de masse de ces protéines a permis 

d’identifier notamment la protéine hnRNP-H. Cette protéine colocalise avec les foci d’ARN 

composés de répétitions GGGGCC mais peu d’altérations d’épissage des ARN cibles de la 

protéine hnRNP-H ont été détectées (Almeida et al., 2013). C’est pourquoi par la suite, mon 

équipe s’est intéressée à la fonction de la protéine C9ORF72 et a mis en évidence que cette 

protéine interagit avec les protéines SMCR8 et WDR41, ce complexe jouant un rôle dans 

l’autophagie (Seillier et al., 2016). Mon travail de thèse a alors été de tester si la déplétion de la 

protéine C9ORF72, qui conduit à une autophagie sous-optimale, ne pouvait pas conduire à 

l’accumulation des protéines DPR. En effet, ces protéines forment des agrégats cytoplasmiques 

trop massifs pour être dégradées par le protéasome et sont donc éliminées par autophagie. 

En parallèle, nous nous sommes également intéressés au mécanisme de traduction de ces 

protéines DPR. En effet, la majeure partie des études portant sur la toxicité des protéines DPR 

utilise un codon artificiel ATG situé en amont des répétitions permettant de traduire les 

répétitions GGGGCC dans un cadre de lecture choisi et à un niveau élevé. Or, les 5 protéines 

DPR ne sont pas en observées en abondance égale chez les patients SLA/DFT, suggérant des 

mécanismes de traduction différents de ces protéines. Nous avons voulu comprendre pourquoi 

il existe cette variabilité d’expression entre les protéines DPR et, pour cela, nous nous sommes 

donc intéressés à leur mécanisme de traduction. Ces objectifs ont fait l’objet de mon travail de 

thèse et les résultats obtenus sont présentés sous forme de publication (Publication 2). 
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4. STRATEGIES THERAPEUTIQUES 

A l’heure actuelle, la SLA reste une maladie incurable. En effet, seul le riluzole, un inhibiteur 

de la libération du glutamate semble ralentir la mort des motoneurones, toutefois avec une 

efficacité clinique limitée ne permettant aux patients atteints de SLA de gagner, en moyenne, 

que 2 mois de vie. De même, les pathologies dues à des expansions de répétitions qui sont 

traduites (protéines à polyA, polyG et polyQ) sont à ce jour, comme la SLA, incurables. La 

recherche de molécules et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour ces 

maladies sont donc des domaines de recherche en pleine expansion. 

 

4.1.  Molécules liant l’ADN et / ou l’ARN 

Le point commun à toutes ces pathologies précédemment présentées est la présence 

d’expansion de répétitions de nucléotides CAG, CGN, CGG, GGGGCC, etc. qui présentent des 

similarités en termes de séquences mais pas forcément au niveau des structures formées par 

l’ADN et l’ARN. En effet, les ARN composés de CAG forment des hélices A-A (Kiliszek et 

al., 2010), alors que les ARN composés de CGG et de GGGGCC forment des quadruplexes-G 

(Darnell et al., 2001 ; Darnell et al., 2005 ; Didiot et al., 2008 ; Reddy et al., 2013 ; Conlon et 

al., 2016). Trouver des molécules liant spécifiquement ces structures et conduisant à la 

contraction des expansions de répétitions au niveau ADN, ou à la déstabilisation des ARN 

empêchant leur agrégation sous forme de foci d’ARN ou leur traduction s’avèrerait donc une 

approche de choix afin de soigner ces différentes pathologies, surtout qu’une même molécule 

pourrait éventuellement agir sur des répétitions similaires et donc cibler plusieurs maladies. 

Concernant les maladies à polyQ causées par des expansions de tri-nucléotides CAG, une 

molécule appelée naphthyridine-azaquinolone (NA) a été montrée comme se liant 

spécifiquement au niveau ADN aux expansions de répétitions CAG de taille intermédiaire ou 

longue, ne se fixant donc pas sur l’allèle non-muté. En modèle murin de la maladie de 

Huntington, l’injection intracérébrale de NA conduit à une diminution de la taille de l’expansion 

CAG, conduisant à une moindre agrégation de la protéine HTT-polyQ et à une meilleure survie 

des souris. La contraction de l’expansion de répétitions CAG par le NA ferait intervenir le 

système de reconnaissance et de réparation des mésappariements de l’ADN (Nakamori et al., 

2020). 
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Dans le cadre de l’étude des maladies FXS, FXTAS, C9-SLA/DFT, etc., des molécules ciblant 

spécifiquement les ARN riches en GC et pouvant moduler leur traduction sont activement 

recherchées. Par exemple, il a été montré que le composé 1a (9-hydroxy-5,11-dimethyl-2-(2-

(piperidin-1-yl)ethyl)-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-2-ium) diminuait le nombre de foci d’ARN 

composé de répétitions CGG ainsi que l’agrégation de la protéine FMRpolyG en culture 

primaire de neurones (Disney et al., 2012 ; Haify et al., 2021). Ce même composé semble 

également fonctionné dans la C9-SLA/DFT puisqu’il inhibe la formation de foci d’ARN et la 

génération de protéines DPR dans les iNeurones différenciés à partir de fibroblastes de patients 

(Su et al., 2014). 

De même, la porphyrine TMPyP4 lie et déstabilise les quadruplexes-G formés par les ARN 

composés de répétitions CGG, conduisant à une augmentation de la traduction de la protéine 

FMRP, l’absence de cette protéine conduisant à FXS (Ofer et al., 2009). Il a été montré par la 

suite que cette même molécule TMPyP4 est capable de lier également les répétitions GGGGCC 

de l’ARN de C9ORF72 impliquées dans la SLA/DFT et de déstructurer ces ARN, conduisant 

à une moindre séquestration des protéines liant cet ARN ainsi qu’à une plus faible traduction 

en protéines DPR (Zamiri et al., 2014 ; Mori et al., 2021). 

Au contraire de ces molécules qui déstabilisent les quadruplexes-G des ARN comportant des 

répétitions GGGGCC, un composé, le DB1273, stabilise ces structures secondaires diminuant 

ainsi l’export de ces ARN et leur traduction en protéines DPR dans des modèles de neurones 

différenciés à partir de cellules iPS de patients C9-SLA/DFT. Ce composé permet aussi une 

meilleure survie des drosophiles exprimant 36 motifs GGGGCC (Simone et al., 2018). 

Enfin, une stratégie récente basée sur l’attraction d’une ribonucléase, capable de dégrader les 

ARN, par une molécule reconnaissant et liant les expansions ARN GGGGCC conduit à une 

diminution d’expression des protéines DPR en motoneurones différenciés à partir de cellules 

iPS de patients C9-SLA/DFT ainsi que dans un modèle murin porteurs des expansions de 

répétitions GGGGCC (Bush et al., 2021). 

  





 

-98- 

 

Il serait intéressant de tester l’effet de la rapamycine chez un modèle murin C9-SLA/DFT même 

si les inhibiteurs de mTOR sont rarement utilisés en clinique car mTOR est une protéine kinase 

centrale du métabolisme cellulaire ne jouant pas uniquement un rôle dans l’autophagie, mais 

aussi dans la croissance, la prolifération, la mobilité et la survie cellulaires ainsi que dans la 

transcription et la traduction de nombreux gènes (pour revue, Saxton et Sabatini, 2017). De ce 

fait, ces composés provoquent de nombreux effets secondaires indésirables chez l’Homme 

comme des pneumopathies, de la toxicité pour les reins, une hypercholestérolémie, etc. 

(Buhaescu et al., 2006). Malgré ces effets secondaires, la rapamycine reste utilisée comme 

immunosuppresseur lors d’une transplantation rénale (Mahalati et Kahan, 2001) et l’évérolimus 

(RAD001) contre le cancer et la sclérose tubéreuse (Hasskarl, 2018). 

Concernant l’AMPK, cette kinase répond au niveau énergétique (AMP) de la cellule et permet 

d’induire l’autophagie lorsque le niveau en énergie est faible. La metformine, un stimulateur de 

l’AMPK, est utilisé comme antidiabétique et est décrite comme améliorant le phénotype des 

souris FXS et HD respectivement causées par des expansions de répétitions CGG et CAG (Ma 

et al., 2006 ; Gantois et al., 2017 ; Arnoux et al., 2018). L’ajout de metformine dans l’eau des 

souris exprimant des expansions de répétitions GGGGCC du gène C9ORF72 permet une 

diminution de l’expression des protéine DPR et une amélioration des capacités locomotrices de 

ces souris (Zu et al., 2020). Ces résultats ont conduit à tester la metformine chez les patients 

C9-SLA/DFT et, cette étude est actuellement en phase clinique II (NCT04220021). Un second 

stimulateur de l’AMPK, le bosutinib, approuvé par l’administration de la nourriture et des 

médicaments (FDA) et l’agence européenne de médecine pour le traitement de leucémie 

myéloïde chronique, augmente la survie des motoneurones différenciés à partir de cellules iPS 

de patients SLA sporadiques ou porteurs de mutations dans les gènes SOD1, TARDP et 

C9ORF72, suggérant que cette molécule pourrait être utilisée chez une majorité des patients 

SLA (Imamura et al., 2017 ; Osaki et al., 2018). Ce composé est actuellement à l’étude en phase 

clinique I au Japon. 

Enfin, de nombreux composés, activant l’autophagie indépendamment de mTOR ou d’AMPK 

ont également été testés. Dans la SLA/DFT, le lithium améliore le phénotype des souris porteurs 

d’une mutation dans le gène SOD1 (Fornai et al. 2008), ainsi que la durée de vie des patients 

SLA/DFT porteurs d’une mutation dans le gène UNC13A mais pas des patients porteurs de 

l’expansion de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72 (Van Eijk et al., 2017). 
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De plus, une étude réalisée en 2010 sur des cultures primaires de neurones d’hippocampe, de 

striatum et de cortex a permis de mettre en évidence que des composés de la classe des 

tricycliques permettaient d’activer l’autophagie dans ces cellules ; améliorant ainsi leur survie 

quand elles surexprimaient la protéine à polyQ impliquée dans HD (Figure 49 ; Tsvetkov et al., 

2010). Les tricycliques et ses dérivés sont approuvés par la FDA, notamment comme 

antidépresseurs. Ces composés, comme la trifluopérazine, la chlorpromazine, la mésoridazine, 

la thioridazine, le pimozide (5 antipsychotiques utilisés pour le traitement de schizophrénie), la 

promazine, la triflupromazine, (2 antipsychotiques avec de forts effets sédatifs, et donc peu 

utilisés en clinique), la prométhazine (un anti-histaminique utilisé dans le traitement de 

l’allergie et de l’insomnie) et dans une moindre mesure le 10-(4′-(N-diethylamino)butyl)-2-

chlorophenoxazine (NCP) pourraient être des candidats potentiels pour activer l’autophagie 

pour le traitement de nombreuses pathologies caractérisées par la présence d’agrégats 

protéiques (Figure 49). 

 

 

Figure 49. Composés de la 

classe des tricycles activant ou 

non l’autophagie 

Les composés de la classe des 
tricycles comme le NCP, la 
trifluopérazine, la promazine, la 
chlorpromazine, la 
triflupromazine et la 
prométhazine activent fortement 
l’autophagie en cultures 
primaires de neurones. Tsvetkov 
et al., 2010. 

 

 

Par exemple, il a été montré que le pimozide permet un meilleur maintien des jonctions 

neuromusculaires chez le poisson zèbre et la souris exprimant des formes mutées des protéines 

TDP-43 et SOD1 retrouvées dans la SLA (Patten et al., 2017). De plus, le traitement de cultures 

primaires de neurones avec de la prométhazine, mais également avec de la paroxétine, un 
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antidépresseur, diminue le nombre de granules de stress induites par des mutations dans la 

protéine FUS, impliquée dans la SLA (Marrone et al., 2018). Enfin, des cultures primaires de 

neurones et d’astrocytes exprimant, là encore, une protéine TDP-43 mutée traitée avec de la 

fluphénazine, utilisée comme antipsychotique aux propriétés anti-dopaminergiques, améliore 

la survie de ces cellules (Baramada et al., 2014). 

Il serait donc intéressant de tester ces molécules aux effets bénéfiques sur des modèles de HD 

et de SLA et / ou DFT causées par des mutations dans les gènes TARDBP, SOD1, FUS, etc., 

dans des modèles de SLA/DFT avec une expansion de répétitions GGGGCC dans le gène 

C9ORF72 mais aussi dans des modèles de FXTAS exprimant la protéine FMRpolyG. 
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4.3.  Anticorps dirigés contre les protéines toxiques 

La maladie d’Alzheimer (AD) est une démence caractérisée notamment par une perte de la 

mémoire causée par la dégénérescence des neurones de l’hippocampe qui s’étend par la suite 

au reste du cerveau. L’analyse histopathologique des cerveaux des patients AD révèle 

l’accumulation du peptide β-amyloïde sous forme de plaques séniles ainsi que l’agrégation et 

la phosphorylation anormale de la protéine Tau, la mutation de cette protéine Tau pouvant 

conduire à une DFT. Cette année, la FDA a autorisé l’utilisation de l’aducanumab, un anticorps 

dirigé contre le peptide β-amyloïde chez les patients AD atteints de forme précoce (Sevigny et 

al., 2016 ; Mullard, 2021). Toutefois, bien que cet anticorps aducanumab permet une réduction 

de la taille des plaques β-amyloïdes, le bénéfice de la destruction de ces plaques est encore 

discuté au sein de la communauté scientifique (Holmes et al., 2008). C’est pourquoi des essais 

cliniques utilisant des anticorps dirigés, cette fois, contre la protéine Tau mutée sont en cours 

(pour revue, Congdon et Sigurdsson, 2018). 

Les résultats plutôt encourageants obtenus sur les patients atteints par AD ainsi que 

l’observation de la transmission entre cellules des agrégats de protéines DPR, notamment de la 

protéine polyGA, codées à partir des expansions de répétitions GGGGCC dans le gène 

C9ORF72 ont conduit les chercheurs à s’intéresser à cette approche thérapeutique dans le cadre 

de la SLA/DFT (Chang et al., 2016 ; Westergard et al., 2016 ; Brasseur et al., 2020 ; Khosvari 

et al., 2020). De manière intéressante, un anticorps dirigé contre la protéine polyGA inhibe son 

agrégation et sa transmission d’une cellule à l’autre en cultures primaires de neurones (Zhou et 

al., 2017). Ces résultats ont été confirmé dans un souris modèle murin exprimant les répétitions 

GGGGCC où l’injection intra-péritonéale de l’anticorps α-GA1 glycosylé dirigé contre la 

protéine polyGA conduit à une diminution de l’expression des protéines DPR polyGA, mais 

aussi polyGP et polyGR, à une diminution de la neuro-inflammation et de la 

neurodégénérescence ainsi qu’à une augmentation de la survie de ces souris (Nguyen et al., 

2021).  
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4.4.  Oligonucléotides antisens (ASO) 

Les oligonucléotides antisens (ASO) sont des oligonucléotides mesurant de 12 à 30 nucléotides 

liant spécifiquement l’ARN et qui sont modifiés chimiquement. Les modifications les plus 

communes étant l’ajout d’un groupement 2’-O-méthyl sur le ribose et, d’un soufre sur le 

phosphate (phosphorothioate), qui augmentent sa stabilité et son affinité pour l’ARN cible ainsi 

que sa pénétrance dans les tissus et cellules. Il existe un mécanisme dit bloquant où l’ASO se 

fixe à l’ARN cible et agit par encombrement allostérique. Il peut alors modifier l’épissage 

alternatif ou inhiber la traduction en bloquant le passage du ribosomesur l’ARN cible (Figure 

50). Il existe également un mécanisme dit dégradant où des ASO, appelés gapmer, sont 

composés d’ARN modifiés chimiquement entourant une séquence d’ADN et, l’appariement 

entre l’ADN du gapmer et l’ARN cible induit le recrutement de la RNase H1 et donc la 

dégradation de l’ARN (Figure 50 ; pour revue, Bennet et al., 2019). 

 

Figure 50. Mécanismes d’action des ASO 

Les ASO de type gapmer se fixent sur l’ARN et le duplexe ADN/ARN est reconnu par la RNase 
H1 qui clive cet ARN. Les ASO de type bloquant se fixent à l’ARN et, par encombrement 
stérique, altère l’épissage ou diminue la traduction de cet ARN. Image de Bennet et al., 2019. 
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Ce type de stratégie par ASO a notamment permis d’améliorer considérablement les conditions 

de vie des patients atteints d’amyotrophie spinale proximale (SMA) liée à SMN1. Cette maladie 

neurodégénérative affecte les motoneurones et conduit à des altérations des capacités motrices 

et respiratoires chez l’enfant. Cette pathologie est due à une mutation perte de fonction du gène 

SMN1, conduisant donc à l’absence d’expression de la protéine SMN1 (Matthijs et al., 1996). 

Dans 95% de la population générale et chez tous les patients atteints de SMA, il existe un gène 

quasiment identique au gène SMN1, le gène SMN2. Toutefois, ce gène SMN2 présente une 

variation d’un nucléotide dans son exon 7 qui ne modifie pas sa séquence codant mais qui 

modifie son épissage. L’absence de cet exon conduit à la production d’une protéine instable ne 

pouvant pas alors compenser la perte de la protéine SMN1 (Campbell et al., 1997). Un ASO, 

appelé Nusinersen, permet de bloquer l’accès de la protéine hnRNP à un site intronique régulant 

l’épissage de l’ARN SMN2. La protéine hnRNP stimule normalement l’excision de l’exon 7, 

son absence permet ainsi le maintien de l’exon 7 dans la protéine SMN2 et la production d’une 

protéine fonctionnelle (Figure 51 ; Hua et al., 2008). En 2017, le Nusinersen a été approuvé par 

la FDA aux Etats-Unis et permet une amélioration notable des capacités motrices des enfants 

(Aartsma-Rus, 2017 ; Darras et al., 2019). 

 

Figure 51. Action du Nusinersen sur l'épissage de SMN2 

Le Nusinersen se fixe sur l’ARN SMN2 et empêche la fixation de la protéine hnRNP qui 
promeut l’éjection de l’exon 7, résultant en une protéine SMN2 similaire à la protéine SMN1. 
Image de Chiriboga et al., 2016. 

Toutefois, cette stratégie par ASO n’est pas toujours couronnée de succès. En effet, deux essais 

cliniques en phase III recourant à différents ASO (Tominersen, WVE-120101 et WVE-120102) 

sur des patients touchés par la maladie de Huntington ont été stoppés car sans bénéfice et avec 

plusieurs effets secondaires après 1 à 2 ans de traitement (Kingwell, 2021 ; Kwon, 2021). Le 
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Tominersen, un ASO de type gapmer, conduit à la dégradation de la HTT mutée mais également 

de la HTT non-mutée, conduisant donc à une abolition de l’expression de la protéine HTT. La 

perte d’expression de cette protéine pouvant peut-être conduire à des effets secondaires, de 

nouveaux ASO ciblant spécifiquement la HTT-polyQ sont en cours de développement (Kwon, 

2021). Néanmoins, les ASO WVE-120101 et WVE-120102 ciblent spécifiquement la forme 

mutée de la HTT et n’ont pas permis d’améliorer le phénotype des patients, peut-être à cause 

d’une mauvaise pénétrance des ASO dans les tissus. C’est pourquoi le développement de 

nouvelles modifications chimiques des ASO pour augmenter leur pénétrance dans les tissus est 

en cours. 

Dans le cas de la SLA/DFT due à une expansion d’hexa-nucléotides GGGGCC dans le gène 

C9ORF72, plusieurs ASO induisant la dégradation ou bloquant la traduction de l’ARN de 

C9ORF72 contenant les répétitions ont été décrits comme réduisant le nombre de foci d’ARN 

et / ou diminuant la traduction de ces ARN en protéines DPR en modèles cellulaires et murins 

(Donnelly et al. 2013, Gendron et al. 2017, Jiang et al. 2016, Lagier-Tourenne et al. 2013, 

Sareen et al. 2013 ; Tabet et al., 2018). Toutefois, la localisation de l’ASO induisant la 

dégradation des ARN par la RNase H1 peut influer sur l’expression de la protéine C9ORF72. 

En effet, lorsque les ASO sont dirigés contre la région en 3’ des répétitions GGGGCC, 

l’expression de la protéine C9ORF72 est diminuée (Donnelly et al. 2013 ; Sareen et al. 2013), 

ce qui n’est pas le cas lorsque l’ASO est situé en 5’ des répétitions GGGGCC (Lagier-Tourenne 

et al. 2013 ; Jiang et al., 2016). La perte de fonction de la protéine C9ORF72 pouvant jouer un 

rôle dans le développement de la SLA, un essai clinique utilisant un ASO dirigé contre la région 

en 5’ des répétitions GGGGCC est en cours (BIIB078 ; NCT03626012). Il est à noter que 

d’autres essais cliniques ciblant des mutations dans les gènes SOD1 (BIIB067 / Tofersen ; 

NCT02623699) et FUS (ION363 / Jacifusen ; NCT04768972) sont également en cours. 

FXTAS est causée par une expansion de répétitions CGG dans la région 5’UTR du gène FMR1 

qui est transcrite en ARN pouvant être ciblé par des ASO, puis traduite en une protéine toxique, 

FMRpolyG, En cultures primaires de neurones de souris FXTAS ainsi qu’en neurones 

différenciés à partir de cellules iPS de patients FXTAS, la transfection d’un ASO dirigé contre 

le codon d’initiation de la protéine FMRpolyG bloque sa traduction et permet ainsi une 

meilleure survie des cellules (Rodriguez et al., 2020). Cette stratégie d’ASO a également fait 

ses preuves en modèle murin puisque l’injection intraventriculaire d’un ASO dirigé directement 

contre les répétitions de nucléotides CGG diminue le nombre d’agrégats formés par la protéine 

FMRpolyG et améliore le phénotype locomoteur des souris (Derbis et al., 2021). Dans ces 2 
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études, le type d’ASO utilisé est de type bloquant, c’est-à-dire qu’il empêche la traduction de 

l’ARNm par le ribosome au niveau des structures doubles brins formées par l’ARNm et l’ASO. 

En conclusion, l’étude des mécanismes sous-jacents à ces différentes pathologies pourraient 

permettre le développement de thérapies ciblées, notamment par l’utilisation d’ASO et / ou 

d’anticorps dirigés contre les ARN ou les protéines toxiques, respectivement. 

Nous allons maintenant aborder la partie résultat, composée de 2 publications portant sur les 

mécanismes de toxicité des expansions de répétitions, soit CGG localisées dans la région 

5’UTR du gène NOTCH2NLC responsables de NIID (Publication 1), soit GGGGCC situées 

dans le premier intron du gène C9ORF72 causant la SLA/DFT (Publication 2) ainsi que d’une 

partie comprenant des résultats préliminaires sur les expansions de répétitions CGG localisées 

dans la région 5’UTR du gène GIPC1 responsables de l’OPDM2. 
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Article 1 

Translation of GGC repeat expansions into a toxic polyglycine 

protein in NIID defines a novel class of human genetic disorders: 

The polyG diseases 

 

Boivin M, Deng J, Pfister V, Grandgirard E, Oulad-Abdelghani M, Morlet B, Ruffenach F, 

Negroni L, Koebel P, Jacob H, Riet F, Dijkstra AA, McFadden K, Clayton WA, Hong D, 

Miyahara H, Iwasaki Y, Sone J, Wang Z, Charlet-Berguerand N. 
 

Publié dans Neuron 2021 Jun 2;109(11):1825-1835.e5. doi: 10.1016/j.neuron.2021.03.038 

 
 
La maladie à inclusion intranucléaire neuronale (NIID) est une maladie neurodégénérative rare 

causée par une expansion de répétitions de tri-nucléotides CGG dans la région 5’UTR du gène 

NOTCH2NLC. Cette pathologie est caractérisée par la présence d’inclusions intranucléaires 

d’origine inconnue Mon travail de thèse a porté sur le mécanisme de toxicité de cette mutation. 

Des expériences de transfection cellulaire ont permis de mettre en évidence que, malgré la 

localisation dans une région 5’UTR dite « non-codante », ces répétitions CGG étaient traduites 

dans un cadre de lecture unique, produisant alors une nouvelle protéine composée d’une suite 

de résidus glycines, que nous avons appelé uN2CpolyG. Des analyses de spectrométrie de 

masse ont alors montré que l’initiation de la traduction de cette protéine se fait à un codon ATG 

en amont des répétitions CGG.  

Afin d’attester de l’existence de cette nouvelle protéine uN2CpolyG chez les patients NIID, 

nous avons développé des anticorps dirigés contre sa partie C-terminale. Des 

immunofluorescences réalisées sur des lames de cerveaux ainsi que sur biopsies cutanées de 

patients NIID a révélé la présence de cette protéine polyGlycine dans les agrégats 

intranucléaires caractéristiques de cette pathologie. 

Enfin, l’expression de la protéine uN2CpolyG en culture primaire de neurones d’embryons de 

souris ou dans le système nerveux central de souris adulte conduit à la formation d’agrégats 

intranucléaires, à une mort cellulaire et provoque une hyperactivité, une ataxie ainsi qu’une 

mort prématurée des animaux. Ces résultats suggèrent que la seule expression de la protéine 

uN2CpolyG est suffisante pour récapituler les caractéristiques principales de NIID. 
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SUMMARY

Neuronal intranuclear inclusion disease (NIID) is a neurodegenerative disease characterized by the presence

of intranuclear inclusions of unknown origin. NIID is caused by an expansion of GGC repeats in the 50 UTR of

the NOTCH2NLC (N2C) gene. We found that these repeats are embedded in a small upstream open reading

frame (uORF) (uN2C), resulting in their translation into a polyglycine-containing protein, uN2CpolyG. This pro-

tein accumulates in intranuclear inclusions in cell andmousemodels and in tissue samples of individuals with

NIID. Furthermore, expression of uN2CpolyG in mice leads to locomotor alterations, neuronal cell loss, and

premature death of the animals. These results suggest that translation of expanded GGC repeats into a novel

and pathogenic polyglycine-containing protein underlies the presence of intranuclear inclusions and neuro-

degeneration in NIID.

INTRODUCTION

More than 40 inherited human diseases are caused by expan-

sion of microsatellites, short DNA tandem repeats variable in

size and sequences. These microsatellite expansions are patho-

genic by three main non-exclusive mechanisms (Nelson et al.,

2013; Gao and Richter, 2017; Rodriguez and Todd, 2019). First,

they can promote DNA epigenetic changes that inhibit transcrip-

tion, resulting in loss of function of the allele carrying the repeats.

Second, RNA transcripts containing the expanded repeats can

bind to specific RNA binding proteins, potentially altering their

localization and function. Third, expanded repeats can be trans-

lated by canonical initiation to AUGor near-cognate start codons

or by translation initiation directly within the repeat through a

novel mechanism called repeat-associated non-AUG (RAN)

translation (Zu et al., 2011), into proteins containing a pathogenic

stretch of repeated amino acids. Progress in long-read and

whole-genome sequencing has recently unveiled a dozen novel

microsatellite expansions located in the ‘‘non-coding’’ part of the

human genome as pathogenic causes, notably an intronic AG-

rich repeat expansion in the RFC1 gene in cerebellar ataxia

with neuropathy and bilateral vestibular areflexia syndrome

(CANVAS) (Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019); 6 similar in-

tronic AT-rich repeat expansions in benign adult familial

myoclonic epilepsy (BAFME) 1–6 and 5 similar 50 UTR-

embedded GC-rich repeat expansions in fragile X-associated

tremor/ataxia syndrome (FXTAS), neuronal intranuclear inclusion

disease (NIID), oculopharyngodistal myopathy (OPDM), and

oculopharyngeal myopathy with leukoencephalopathy (OPML),

neuromuscular and neurodegenerative syndromes with some

overlapping symptoms and similar histopathological features

(Hagerman et al., 2001; Ishiura et al., 2019; Sone et al., 2019;

Deng et al., 2019, 2020; Tian et al., 2019; Xi et al., 2021; review

in Ishiura and Tsuji, 2020).

Among these later disorders, NIID, also known as neuronal in-

tranuclear hyaline inclusion disease (NIHID) and intranuclear

Neuron 109, 1825–1835, June 2, 2021 ª 2021 The Author(s). Published by Elsevier Inc. 1825
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inclusion body disease (INIBD), is a rare genetic disease charac-

terized by the presence of intranuclear inclusions in the central

and peripheral nervous systems and in multiple other organs

(Lindenberg et al., 1968; Munoz-Garcia and Ludwin, 1986;

Sone et al., 2016). NIID age of onset is variable, and three sub-

groups (infant, juvenile, and adult) have been defined (Takaha-

shi-Fujigasaki, 2003). Clinically, NIID is also tentatively divided

in three subgroups: dementia dominant, parkinsonism domi-

nant, andmuscle weakness dominant. However, NIID symptoms

are highly heterogenous, and overlap between subgroups is

observed frequently, with variable muscle weakness associated

with various dysfunctions of the central and peripheral nervous

systems, which can include progressive dementia and cognitive

impairment, parkinsonism, cerebellar ataxia, sensory distur-

bance, autonomic dysfunction, and/or peripheral neuropathy

(Takahashi-Fujigasaki, 2003; Sone et al., 2016; Takahashi-Fuji-

gasaki et al., 2016). Moreover, individuals with NIID with atypical

presentation, such as essential tremors, multiple-systems atro-

phy, and amyotrophic lateral sclerosis, and various acute symp-

toms, including stroke-like episodes, epileptic seizures, and/or

encephalitic episodes, have also been reported (Sone et al.,

2016; Fang et al., 2020; Li et al., 2020; Sun et al., 2020; Yuan

et al., 2020). As a consequence of these diverse ages of onset

and clinical presentations, NIID diagnosis is most often

confirmed by the widespread presence of characteristic eosino-

philic intranuclear inclusions in neurons and glial cells in the cen-

tral and peripheral nervous systems and in various other tissues

(Chen et al., 2020a; Liu et al., 2008; Sone et al., 2005, 2011,

2014). These intranuclear inclusions are immunoreactive for

various markers of the proteasomal and autophagic degradation

pathways, including ubiquitin, sumo, and p62 (Pountney et al.,

2003; Mori et al., 2012; Nakamura et al., 2014; Sone et al.,

2016). Importantly, an expansion of GGC repeats located in

the 50 UTR of the NOTCH2NLC (Notch 2 N-terminal like C,

N2C) gene has been found recently to be associatedwith individ-

uals with familial and sporadic NIID, mostly in people of Asian

origin (Sone et al., 2019; Ishiura et al., 2019; Deng et al., 2019;

Tian et al., 2019). The NOTCH2NLA, NOTCH2NLB, and

NOTCH2NLC genes are human-specific paralogs of NOTCH2

exons 1–5, which encode Notch 2 N-terminal like (N2L) proteins

that regulate Notch signaling to expand human neuronal progen-

itors during brain development (Fiddes et al., 2018; Suzuki et al.,

2018). Alteration of NOTCH2NLC (N2C) protein function in NIID is

unlikely because GGC repeats are located more than 100 nt up-

stream of the ATG start codon initiating the N2C open reading

frame (ORF). Furthermore, NOTCH2NLC mRNA levels are unal-

tered in individuals with NIID (Sone et al., 2019; Ishiura et al.,

2019; Tian et al., 2019). Thus, it remains to be determined how

expansion of GGC repeats embedded in a predicted non-coding

genomic region can lead to formation of intranuclear inclusions

and cause neuronal cell death.

Here we find that the NOTCH2NLC GGC repeats are

embedded in a small upstream open reading frame (uORF)

located ahead of the main N2C ORF and encodes a small pro-

tein, uN2C. Of clinical importance is that GGC repeats

embedded into the uN2C ORF are translated into a polyglycine

stretch, resulting in expression of a uN2C polyglycine-containing

protein (uN2CpolyG) in NIID. Antibodies developed against

uN2CpolyG revealed its presence in the typical intranuclear in-

clusions in skin and brain sections of individuals with NIID.

Furthermore, expression of uN2CpolyG in cell and animal

models drives formation of p62-positive inclusions. Finally,

expression of uN2CpolyG in mice is toxic, resulting in locomotor

alterations, neuronal cell loss, and a reduced lifespan. These re-

sults are reminiscent of FXTAS, where an expansion of GGC re-

peats is embedded in a small upstreamORF, resulting in expres-

sion of a polyglycine-containing protein that, like uN2CpolyG,

forms intranuclear inclusions and is toxic in cell and animal

models (Hukema et al., 2015; Sellier et al., 2017; Todd et al.,

2013). These data suggest the existence of a novel class of hu-

man genetic diseases where expanded GCC repeats are trans-

lated into pathogenic polyglycine (polyG) proteins.

RESULTS

NOTCH2NLC GGC repeats are translated into a polyG-

containing protein

Because translation of expanded repeats into pathogenic

stretches of repeated amino acids is an established mechanism

of pathogenicity in microsatellite diseases, we investigated the

potential translation of GGC repeats in NIID. First we cloned

GGC repeats embedded in the human NOTCH2NLC exon 1

sequence and fused these repeats to GFP in the three possible

frames (Figures 1A and S1A). These frames were called polyG,

polyalanine (polyA), and polyarginine (polyR), according to the

stretch of amino acids potentially encoded by the repeats. Cell

transfection followed by immunoblotting against GFP or obser-

vation of GFP fluorescence indicated that NOTCH2NLCGGC re-

peats were translated predominantly in the glycine frame (Fig-

ures 1B and 1C). qRT-PCR quantification indicated that GGC

repeats cloned in the three frames are similarly transcribed (Fig-

ure S1B). Furthermore, cell transfection of expanded GGC re-

peats cloned downstream of an artificial ATG start codon in

the alanine or arginine frames and fused to GFP results in

expression of ATG-driven polyA and polyR GFP-tagged proteins

(Figures S1C and S1D). These controls indicate that the limited

expression of polyA or polyR from the NOTCH2NLC 50 UTR

cannot be accounted for by lack of their expression at the RNA

level or a technical bias impairing their detection and that the

NOTCH2NLC GGC repeats are mainly translated into a polyG-

containing protein, which was called uN2CpolyG (upstream of

N2C polyG-containing protein).

To better characterize this protein, GGC repeats embedded in

human NOTCH2NLC exon 1 and fused to GFP in the glycine

frame were expressed in HEK293 cells, GFP immunoprecipi-

tated, trypsin digested, and analyzed by mass spectrometry.

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/

MS) analysis confirmed that NOTCH2NLC GGC repeats are

translated into a glycine stretch (Figures 1D and S1E). As a

further control, treatment with lysostaphin, a glycylglycine endo-

peptidase, eliminated the N-terminal glycine stretch of uN2Cpo-

lyG-GFP, confirming its polyG nature (Figure 1E). Importantly,

MS also revealed that GGC repeats are translated through initi-

ation to a canonical AUG start codon located 15 nt before the re-

peats (Figures 1D and S1E). Deletion of this ATG codon abol-

ished uN2CpolyG expression (Figure 1F). These data suggest
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that the NOTCH2NLC 50 UTR contains a small upstream ORF,

uN2C, that spans exons 1 and 2 and ends 8 nt before the ATG

start site of the main NOTCH2NLC (N2C) ORF (Figures 1G and

S1F). Consequently, the uN2CpolyG protein is composed of a

short 5-amino-acid N terminus, a variable central glycine stretch

corresponding to the number of GGC repeats, and a 38-amino-

acid C-terminal part (Figure 1G).

The uN2polyG protein is present in NIID intranuclear

inclusions

To confirm that NOTCH2NLC GGC repeats are translated into a

polyG-containing protein in NIID, we developed two antibodies

(4D12 and 4C4) directed against the uN2C C terminus, whose

amino acid sequence differs from NOTCH2 and NOTCH2NLA

predicted upstream ORFs (Figures 2A and S2A). Antibody spec-

ificity was confirmed by immunoblot and immunofluorescence

(Figures S2B–S2D). Importantly, immunofluorescence using

A

C

D

F

G

B

E

Figure 1. NOTCH2NLC GGC repeats are

translated in a polyG-containing protein

(A) Schematic of NOTCH2NLC exon 1 with GGC

repeats fused to GFP in the glycine, alanine, or

arginine frame.

(B and C) Immunoblot against GFP (B) or direct

fluorescence (C) of HEK293 cells transfected for

24 hwithGGC repeats embedded in NOTCH2NLC

exon 1 and fused to GFP in the three possible

frames.

(D) Top panel: N-terminal sequence and corre-

sponding LC-MS/MS spectra of GFP-immuno-

precipitated and trypsin-digested protein ex-

pressed from uN2C-GFP-transfected HEK293

cells. Bottom panel: nucleotide and amino acid

sequences corresponding to the NOTCH2NLC

upstream ORF (uN2C) N terminus.

(E) Immunoblot against GFP or the glyceraldehyde

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) of lysos-

taphin-digested proteins extracted from uN2-

CpolyG-GFP-transfected HEK293 cells.

(F) Immunoblot against GFP or the GAPDH of

proteins extracted from wild-type or mutant

(DATG) uN2CpolyG-GFP-transfected HEK293

cells.

(G) Top panel: schematic of NOTCH2NLC exons 1

and 2. Bottom panel: amino acid sequence of the

NOTCH2NLC upstream ORF (uN2C).

See also Figure S1.

these antibodies revealed the presence

of uN2CpolyG in the characteristic p62-

and ubiquitin-positive intranuclear inclu-

sions in skin and brain sections of individ-

uals with NIID, carriers of an expansion of

GGC repeats in NOTCH2NLC (N2C-

NIID), but no staining in control age-

matched individuals (Figures 2B–2E

and S2E). As a control for uN2CpolyG

staining specificity, identical results

were observed with 4C4 and 4D12 anti-

bodies, which are directed against

different epitopes of the uN2C protein.

Moreover, neither 4D12 nor 4C4 antibodies labeled p62-positive

intranuclear inclusions of FMRpolyG in brain sections of FXTAS,

a neurodegenerative disease caused, like NIID, by expanded

GGC repeats translated into a polyG-containing protein (Fig-

ure S2F). Finally, quantification indicated quasi-complete co-

localization of uN2CpolyG with p62-positive intranuclear inclu-

sions in NIID (Figure S2G). These results demonstrate that

NOTCH2NLCGGC repeat expansions are translated into a novel

polyG-containing protein that is found in the typical intranuclear

inclusions in individuals with N2C NIID.

During this analysis, we noted that various European individ-

uals with NIID with typical p62-positive intranuclear inclusions

were nevertheless negative for uN2CpolyG staining (Figure S2H;

data are summarized in Table S1). Genetic analyses revealed

that these individuals are negative for the NOTCH2NLC GGC

expansion, which is consistent with a recent report showing

that most Europeans with NIID are negative for this mutation

ll
OPEN ACCESSReport

Neuron 109, 1825–1835, June 2, 2021 1827



A

B

D

C

E

(legend on next page)

ll
OPEN ACCESS Report

1828 Neuron 109, 1825–1835, June 2, 2021



(Chen et al., 2020b). These unexpected results suggest that NIID

is a heterogenous syndrome and that other mutations causing

subtypes of this disorder remain to be identified, notably in Euro-

pean individuals with NIID.

Expression of uN2CpolyG is pathogenic in cells

To further study the uN2CpolyG protein, we cloned the full

NOTCH2NLC uORF, from its ATG start codon in exon 1 to its

penultimate codon in exon 2, containing its 38 C-terminal amino

acids, with a control (123) or an expanded (1003) size of GGC

repeats, and fused this uN2C ORF to GFP or a hemagglutinin

(HA) tag (Figure S3A). Cell transfection of the GFP-tagged N2C

uORFwith 12 or 100GGC repeats indicated that their expression

occurs independent of repeat size (Figure S3B). In contrast,

fusion of the N2C uORF to a smaller HA tag (�1 kDa) resulted

in detection of uN2CpolyG with 100 GGC repeats but limited

expression with 12 repeats (Figures S3C and S3D). This is char-

acteristic of short upstream ORFs that are translated into small

and often unstable peptides that can be stabilized and detected

when fused with a large tag such as GFP (Aspden et al., 2014). In

support of this hypothesis, cell treatment with Bafilomycin A1,

which inhibits the autophagy degradation pathway, increased

expression of the small uN2C-HA protein with 12 GGC repeats

(Figure S3D). These results suggest that translation of the N2C

uORF occurs independent of the length of the GGC stretch.

However, in absence of an expansion, the uN2C protein, like

most uORF proteins, is small and unstable and, thus, expressed

at low levels in control individuals, whereas uN2C is stabilized by

the polyG expansion and accumulates in individuals with

N2C NIID.

Next we investigated whether the uN2CpolyG protein could be

responsible for the typical inclusions and the neuronal cell dys-

functions observed in NIID. Importantly, immunofluorescence

analyses indicated that sole expression of the uN2CpolyG pro-

tein in embryonic mouse cortical neuronal cell cultures was suf-

ficient to form cytoplasmic and intranuclear inclusions, which are

p62-positive (Figure 3A). Inclusions formation is likely driven by

the polyG expansion because expression of a pure polyG stretch

(ATG polyG-GFP), deleted of any uN2C sequence, also forms

p62-positive cellular inclusions (Figure 3A). Identical results

were obtained in immortalized cell lines (Figures S3E–S3G).

Further analyses indicated that accretion of uN2CpolyG into

cellular aggregates is progressive and parallels its accumulation

in the insoluble fraction of transfected cell lysates (Figures S3F

and S3G). Because protein aggregates can be degraded by

macroautophagy, we tested whether compounds known to acti-

vate this catabolic process may prevent accumulation of the

uN2CpolyG protein. Interestingly, inhibition of the mammalian

target of rapamycin (mTOR) kinase decreases uN2CpolyG accu-

mulation (Figure 3B). Finally, expression of the uN2CpolyG pro-

tein is toxic and leads to neuronal cell death in embryonic mouse

cortical neuronal cell cultures (Figure 3C) and in GT1-7 immortal-

ized neuronal cells (Figure S3H). Importantly, expression of the

uN2C protein with a control number of glycine repeats (GGC

12x) was not overtly toxic, whereas expression of a polyG stretch

in isolation and deleted of any uN2C sequence was sufficient to

cause cell death (Figures 3C and S3H). These data indicate that

expression of uN2CpolyG is pathogenic in cell culture, with its

polyG stretch driving aggregation and toxicity.

To further investigate the mechanism of uN2CpolyG toxicity,

we searched for potential proteins interacting with it. Cell trans-

fection of uN2CpolyG-GFP followed by GFP immunoprecipita-

tion and MS identified various associated proteins with clear

enrichment for the Ku70 and Ku80 proteins (Figure S4A; Table

S2). Ku70 and Ku80 form a heterodimeric ring that initiates

nonhomologous DNA end joining (NHEJ) repair at DNA double-

strand breaks (Grundy et al., 2014; Fell and Schild-Poulter,

2015). Co-immunoprecipitation confirmed that the control

uN2C and uN2CpolyG proteins interact with the endogenous

Ku proteins (Figure S4B). However, this interaction is indepen-

dent of the glycine stretch because ku70 and Ku80 interact

neither with the polyG-containing protein expressed in FXTAS

(FMRpolyG) nor with a pure polyG stretch (ATG polyG-GFP) (Fig-

ure S4B). Mutation analyses of the uN2C ORF revealed that a

central amino acid sequence that is absent from NOTCH2,

NOTCH2NLA, and NOTCH2NLB putative upstream ORFs is

essential for the interaction of uN2C with the Ku proteins (Fig-

ure S4C). Next we investigated localization of the uN2C and uN2-

CpolyG proteins upon induction of DNA damage. Interestingly,

most of uN2CpolyGwas immobilized in inclusions, with little pro-

tein recruited to sites of DNA damage (Figure S4D). In contrast,

the control uN2C protein was recruited within second to sites

of laser microirradiation-induced DNA damage. Mutation ana-

lyses indicated that this recruitment is dependent on the

uN2C amino acid sequence required to interact with the Ku

proteins (Figure S4D). These data suggest that the 50 UTR of

NOTCH2NLC contains an upstream ORF that encodes a small

protein, uN2C, which binds to the Ku proteins and is recruited

at DNA damage sites. In contrast, upon GGC repeat expansion,

uN2C encodes a mutant polyG-containing protein, uN2CpolyG,

which is immobilized in aggregates and, thus, cannot join DNA

damage. These data question whether uN2C or uN2polyG may

affect DNA repair. Immunoblotting and immunofluorescence

against phospho-Ser139 H2AX (gH2AX), a marker of DNA dou-

ble-strand breaks, indicated faster kinetics of DNA repair in irra-

diated cells expressing the uN2C control protein with 12 glycine

as compared to control cells (Figures S4E and S4F). In contrast,

the polyG expansion in uN2C leads to an inactive protein that is

unable to promote DNA repair (Figures S4E and S4F). We thus

tested whether this impaired activity may translate into any

Figure 2. The uN2polyG protein is present in NIID intranuclear inclusions

(A) Alignment of NOTCH2 and NOTCH2NLA, NOTCH2NLB, and NOTCH2NLC putative upstream ORFs. Brackets indicate the amino acid sequences against

which the 4D12 and 4C4 antibodies are directed.

(B–E) Immunofluorescence against uN2CpolyG using 4D12 (B and D) or 4C4 (C and E) antibody and p62 (B, D, and E) or ubiquitin (C) on skin (B and C) and brain (D

and E) sections of carriers of the NOTCH2NLC-GGC repeat expansion (N2C NIID) or age-matched control individuals. Scale bars, 10 mm. Nuclei were coun-

terstained with DAPI.

See also Figure S2 and Table S1.
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pathological consequences in NIID. However, immunofluores-

cence analyses revealed no overt mislocalization of the Ku pro-

teins or any evident accumulation of gH2AX-positive DNA dam-

age in uN2CpolyG-expressing cells or in skin and brain sections

of individuals with adult-onset N2C NIID. These results indicate

that the small uN2C protein is potentially a novel regulator of

DNA damage response, whereas in NIID, a polyG expansion al-

ters uN2C localization and DNA repair activity, but this reduced

function is likely compensated by the second NOTCH2NLC

allele and is not sufficient to drive overt DNA repair alterations

in individuals with NIID.

Expression of uN2CpolyG is pathogenic in animals

To evaluate the pathological consequences of uN2polyG expres-

sion in animals, we injected mice with adeno-associated virus

(AAV) particles expressing GFP-tagged uN2C with a control

(123) or pathogenic (1003) size of polyG. To target the central

nervous system, we used an AAV serotype (PHP.eB) that crosses

the blood-brain barrier upon intravenous injection. Furthermore,

to focus on polyG protein toxicity and exclude any potential

RNA gain-of-function mechanism, the GGC repeat sequence

A

B C

Figure 3. Expression of uN2CpolyG is toxic

in cell culture

(A) GFP fluorescence and immunofluorescence

against p62 and Map2 of cortical neuronal cell

cultures from mouse embryos transduced for 24 h

with GFP, uN2C-GFP (12 GGC), uN2CpolyG-GFP

(100 GGC), or ATG polyG-GFP (70 GGC) AAV2/

PHP.eB. Scale bars, 10 mm. Nuclei were coun-

terstained with DAPI.

(B) Immunoblot against GFP or the GAPDH of

proteins extracted from uN2CpolyG-GFP-trans-

fected HEK293 cells treated for 15 h with the

indicated drugs.

(C) Cell viability of cortical neuronal cell cultures

from mouse embryos transduced with GFP,

uN2C-GFP, uN2CpolyG-GFP, or ATG polyG-GFP

AAV2/PHP.eB. Error bars indicate SEM. Student’s

t test, ***p < 0.001.

See also Figures S3, S4, and Table S2.

was modified to include alternative co-

dons (GGA, GGT, and GGG) that also

encode for glycine and, thus, avoid pro-

duction of a pure GGC RNA hairpin.

qRT-PCR indicated similar levels of

expression between AAV GFP-, control

uN2C-GFP-, and uN2CpolyG-GFP-in-

jected mice (Figure S5A). To determine

the consequences of uN2CpolyG produc-

tion in mice, we conducted a series of lo-

comotor assays. Three months after AAV

injection, we noted a progressive alter-

ation ofmotor performance and coordina-

tion of uN2CpolyG-expressingmice. First,

AAV uN2CpolyG-injected mice were un-

able to sustain hindlimb extension under

tail suspension compared with control

AAV GFP- or uN2C-injected mice (Figure 4A). Furthermore,

uN2CpolyG-expressing mice had an increased likelihood of fall-

ing from a rotarod (Figure 4B), showing increased foot faults

and slips on a notched bar (Figure 4C; Videos S1, S2, and S3),

and were hyperactive in the open field arena (Figure 4C)

compared with control mice expressing the GFP or N2C uORF

with a normal size of GGC repeats. These alterations likely origi-

nate from specific neuronal dysfunction and not from global

health deterioration because animals expressing the uN2CpolyG

protein were overall healthy with normal grip strength and normal

weight (Figures S5B andS5C).We noted none of these locomotor

changes 1.5months after AAV injection, demonstrating that these

alterations are progressive. Finally, expression of the polyG pro-

tein is deleterious because mice expressing uN2CpolyG die

around 4–6 months after injection, whereas GFP- and control

uN2C-injected mice exhibit normal longevity and are indistin-

guishable fromcontrol non-injectedmice (Figure 4E). Importantly,

expression of uN2CpolyG in mice leads to widespread formation

of intranuclear inclusions, which are p62-, ubiquitin-, and sumo-

positives (Figures 4F, 4G, and S5D–S5F), reproducing the char-

acteristic histopathological features of NIID. Finally, we observed
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Figure 4. Expression of uN2CpolyG is pathogenic in animals

(A) 60-s tail suspension test shows hind limb clasping in uN2CpolyG-GFP-expressing mice compared with GFP or uN2C-GFP control animals.

(B–D) Time before falling from a rotating rod (B), numbers of paw slips and errors in the notched bar test (C), and maximal distance traveled during 30 min in an

open field (D) for AAV2/PHP.eBGFP-injected (n = 6), uN2C-GFP-injected (n = 6), and uN2CpolyG-GFP-injected (n = 11) malemice tested 3months after injection.

(E) Kaplan-Meier survival curve of AAV2/PHP.eB GFP-injected (n = 6), uN2C-GFP-injected (n = 6), and uN2CpolyG-GFP-injected (n = 8) male mice. Dates of AAV

injection and locomotor tests are indicated by arrows.

(F) Immunofluorescence against uN2CpolyG and p62 on cerebellum areas of uN2C-GFP- and uN2CpolyG-GFP-expressing mice sacrificed 2 months after AAV

injection. Scale bars, 10 mm.

(G) Quantification of p62- or uN2CpolyG-positive intranuclear inclusions in different brain regions of uN2CpolyG-GFP-expressing mice. Brackets indicate the

percentage of co-localization between p62- and uN2polyG-positive intranuclear inclusions. N = 3mice; at least 200 nuclei were counted per brain region and per

animal.

(legend continued on next page)
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neuronal cell death, notably loss of Purkinje cells, in mice ex-

pressing the uN2CpolyG protein (Figures 4H and S5G), which is

consistent with the progressive loss of motor balance and coor-

dination observed in these animals (Figures 4B and 4C; Videos

S1, S2, and S3). Consistent with neurodegeneration, Gfap stain-

ing indicated increased neuroinflammation in brain sections of

uN2CpolyG-injected mice (Figure S5H). Overall, these data sug-

gest that expression of the uN2CpolyG protein in animals is toxic

and is sufficient to generate the typical NIID intranuclear inclu-

sions (Figure S6).

DISCUSSION

NIID is a rare neurodegenerativedisorder causedbyanexpansion

of GGC repeats located in the 50 UTR of the NOTCH2NLC gene

(Sone et al., 2019; Ishiura et al., 2019; Deng et al., 2019; Tian

et al., 2019). The NOTCH2NLA, NOTCH2NLB, and NOTCH2NLC

genes reside in the1q21.1 locusand result frompartial duplication

of the NOTCH2 N-terminal part, which encodes six epidermal

growth factor (EGF)-like domains but excludes NOTCH2 peptide

signal, transmembrane, and cytoplasmic domains. Important for

hominid brain size evolution, NOTCH2NL proteins regulate Notch

signaling and expand human cortical progenitors (Fiddes et al.,

2018; Suzuki et al., 2018). Furthermore, genomic duplications or

deletions encompassing the NOTCH2NLA and/ or NOTCH2NLB

genes lead to neurodevelopmental syndromes, whereas a GGC

expansion in the NOTCH2NLC gene causes a neurodegenerative

disease. These results highlight the importanceof theNOTCH2NL

gene for neuronal cells in humans but question how a repeat

expansion embedded in a sequence predicted to be ‘‘non-cod-

ing’’ can be pathogenic.

Here we found that the NOTCH2NLC GGC repeats are

embedded in a small upstream ORF, resulting in their translation

into a polyG-containing protein that forms intranuclear inclusions

and is toxic in cell and animal models (Figure S6). Immunoblot-

ting and direct GFP observation indicate that NOTCH2NLC

GGC repeats are mainly translated in the glycine frame through

canonical initiation at an AUG start codon, but these assays

may not be sensitive enough to detect low levels of polyA or

polyR-containing proteins translated from non-canonical trans-

lation initiation in the repeats; thus, a contribution of RAN trans-

lation in NIID cannot be formally excluded. Translation of a small

upstream ORF containing an expansion of GGC repeats into a

toxic polyG protein is reminiscent of another neurodegenerative

disorder, FXTAS, which is caused by an expansion of 70–200

CGG repeats located in the 50 UTR of the FMR1 gene (Hagerman

et al., 2001). These repeats are embedded in a short upstream

ORF that is translated through canonical initiation at an ACG

near-cognate start codon into a polyG-containing protein,

FMRpolyG, which, like uN2CpolyG, forms p62-positive intranu-

clear inclusions and causes neuronal cell death in cell and animal

models (Todd et al., 2013; Hukema et al., 2015; Sellier et al.,

2017). NIID and FXTAS share some common clinical features

and quasi-indistinguishable histopathological characteristics

with remarkably similar intranuclear inclusions (Gelpi et al.,

2017; Lim et al., 2020). Thus, like neurodegenerative polyQ dis-

eases, which are caused by CAG repeat expansions embedded

in diverse ORFs that are translated into toxic polyglutamine-con-

taining proteins, we propose that NIID and FXTAS represent a

novel class of disorders, polyG diseases, where expansions of

GGC repeats embedded in diverse upstream ORFs are trans-

lated into toxic polyG-containing proteins (Figure S6). Of interest,

GGC repeat expansions located in the 50 UTRs of the LRP12,

GIPC1, and NUTM2E (also known as FAM22E) genes have

been recently identified as the cause of the OPDM and OPML

neuromuscular and neurodegenerative disorders (Ishiura et al.,

2019; Deng et al., 2020; Xi et al., 2021). OPDM and OPML share

some overlapping symptoms and similar histopathological fea-

tures with NIID and FXTAS. Furthermore, GGC repeat expan-

sions in NOTCH2NLC have been identified recently in individuals

with oculopharyngodistal myopathy with neurological symp-

toms, highlighting the overlap between these diseases (Ogasa-

wara et al., 2020; Yu et al., 2021). Whether these newly identified

diseases caused by GGC repeats are pathogenic through a

common mechanism, translation of ill-defined short upstream

ORFs into toxic polyG-containing proteins that form intranuclear

inclusions, is an exciting question for the future (Figure S6).

Another topic of discussion is the relationship between GGC

repeat length and clinical features. In polyQ diseases, a clear

correlation exists between the size of the CAG repeat expansion

and the age of onset and disease severity. In NIID, it is note-

worthy that intermediate sizes (40–80) of NOTCH2NLC GGC re-

peats increased the susceptibility to develop the parkinsonism-

dominant form of NIID andwere found recently in individuals with

Parkinson’s disease (Ma et al., 2020), whereas carriers of longer

GGC expansions are more at risk to develop the dementia- and

muscle weakness-dominant forms of NIID (Sone et al., 2019; Ish-

iura et al., 2019; Deng et al., 2019; Tian et al., 2019). However, an

unambiguous correlation between repeat size and clinical

severity might be limited to a narrow interval for 50 UTR-

embedded GGC repeat diseases because large expansions

may trigger a potential ‘‘protective’’ mechanism because of their

potential methylation and close proximity with promoters.

Indeed, expansions over 200 CGG repeats in the 50 UTR of the

X-linked FMR1 gene promote epigenetic DNA changes that

silence FMR1 promoter, resulting in decreased expression of

the uORF encoding the toxic FMRpolyG protein but also

in decreased expression of the main ORF encoding the synapti-

cally important FMRP protein, whose loss cannot be compen-

sated by a second allele in males, ultimately causing the

(H) Left panel: immunofluorescence against uN2CpolyG and calbindin on the cerebellum of uN2C-GFP- and uN2CpolyG-GFP-expressing mice sacrificed

4 months after AAV injection. Scale bars, 20 mm. Right panel: quantification of Purkinje cell numbers in GFP-expressing (n = 4), uN2C-GFP-expressing (n = 4), or

uN2CpolyG-GFP-expressing (n = 4) mice.

In box-and-whisker plots, box upper and lower limits represent the 25th and 75th percentiles, whiskers represent minimum andmaximum values, and a horizontal

line across the box represents the median. Bar graphs indicate standard error of the mean (SEM). Student’s t test, ***p < 0.001. Nuclei were counterstained

with DAPI.

See also Figures S5 and S6 and Videos S1, S2, and S3.
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neurodevelopmental fragile X syndrome (FXS). In NIID, if large

GGC repeat expansions promote similar epigenetic changes,

then this would result in silencing of the NOTCH2NLC allele car-

rying the GGC expansion, abolishing expression of the toxic

uN2CpolyG protein, whereas decreased expression of the

main ORF encoding the N2C protein would be likely non-patho-

genic, as compensated by the second NOTCH2NLC allele. In

short, because of a potential ‘‘protective’’ transcriptional

silencing mechanism promoted by a high number of repeats, it

is possible that 50 UTR-embedded GC-rich repeat diseases

(FXTAS, NIID, OPDM, and OPML) may not systematically follow

a classic autosomal dominant inheritance. This potential pro-

moter silencing mechanism may also explain why these dis-

eases do not show evident anticipation (increased severity

and/or younger age of onset with increased number of repeats)

over a certain threshold of repeats.

Regarding the potential mechanism of toxicity of these polyG

proteins, how they cause cell death is unclear. We found that

the control uN2C protein interacts with the Ku70 and Ku80 pro-

teins andactivatesDNA repair. Expansion of thepolyGstretch im-

pairs uN2C localization and interaction with the Ku proteins, re-

sulting in a NHEJ-inactive uN2CpolyG protein. Alterations of

DNA repair mechanisms can lead to various neurodegenerative

syndromes. However, potential haploinsufficiency of uN2C in

NIID is unlikely because NOTCH2NLCmRNA levels are unaltered

in NIID (Sone et al., 2019; Ishiura et al., 2019; Tian et al., 2019).

Furthermore, individuals with NIID lack the typical sensitivity to

ionizing radiation, immunodeficiency, and microcephaly

observed in individualswith radiosensitivitywith severecombined

immunodeficiency (RS-SCID),whoare carriers of loss-of-function

mutations in components of the NHEJ repair mechanism (Wood-

bine et al., 2014). Finally, we do not observe overt mislocalization

of the Ku proteins or accumulation of DNA damage in cell and an-

imalmodels of NIID, nor in skin and brain sections of adult individ-

ualswithNIID.Similarly,we foundneither alterationsof theKupro-

teins nor increased DNA damage in cells or mice expressing the

FXTAS polyG-containing protein FMRpolyG. Thus, we believe

that potential alteration of DNA repair is most likely not the main

cause of neuronal cell death in NIID. In contrast, uN2CpolyG

and FMRpolyG possess a common polyG stretch that, when ex-

pressed in isolation, is sufficient to form p62-positive inclusions

and causes neuronal cell death. Formation of cellular inclusions

is consistent with the known in vitro self-aggregation properties

of polyG homopolypeptides, which form amyloid-like fibrils (Lor-

usso et al., 2011; Plumley et al., 2011), but the molecular and

cellular mechanisms by which these polyG proteins move into

cell nuclei and drive neuronal cell dysfunctions remain unknown.

These results unveil a novel class of genetic disorders, polyG

diseases, in which expanded GGC repeats embedded in up-

streamORFs are translated into toxic polyG-containing proteins.

Pharmaceutical compounds modulating autophagy could be of

therapeutic interest to prevent toxic accumulation of these

proteins.
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STAR+METHODS

KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Anti-uN2CpolyG (SVEMAMNPV), Mouse Monoclonal Clone 4C4 This paper N/A

Anti-uN2CpolyG (AARPPRMH), Mouse Monoclonal Clone 4D12 This paper N/A

Anti-FLAG (DYKDDDDK) tag, Rabbit Polyclonal, Thermo Fisher Scientific Cat# PA1-984B; RRID: AB_347227

Anti-HA (YPYDVPDYA) tag, Mouse Monoclonal Clone 16B12 Abcam Cat# ab130275; RRID: AB_11156884

Anti-GFP, Rabbit Polyclonal, Abcam Cat# ab290; RRID: AB_303395

Anti-GAPDH, Mouse Monoclonal Clone GA1R Abcam Cat# ab125247; RRID: AB_11129118

Anti-Calbindin, Mouse Monoclonal Clone CB-955 Abcam Cat# ab82812; RRID: AB_1658451

Anti-Ubiquitin, Rabbit Monoclonal Recombinant EPR8830 Abcam Cat# ab134953; RRID: AB_2801561

Anti-Sumo 2 and 3, Rabbit Polyclonal Abcam Cat# ab3742; RRID: AB_304041

Anti-p62 (SQSTM1), Rabbit Monoclonal Recombinant EPR4844 Abcam Cat# ab109012; RRID: AB_2810880

Anti-MAP2, Mouse Monoclonal Clone MT-01 Abcam Cat# ab7756; RRID: AB_306050

Anti-Histone H2A.X phospho S139, Rabbit Monoclonal

Recombinant EP854(2)Y

Abcam Cat# ab81299; RRID: AB_1640564

Anti-Histone H2A.X, Rabbit Monoclonal Recombinant

EPR22820-23

Abcam Cat# ab229914

Anti-Ku80 (XRCC5), Mouse Monoclonal Clone 5C5 Abcam Cat# ab119935; RRID: AB_10899161

Anti-Ku-70 (XRCC6), Mouse Monoclonal Clone N3H10 Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-56129; RRID: AB_794205

Anti-GFAP, Rabbit Polyclonal, Proteintech Cat# 16825-1-AP; RRID: AB_2109646

Bacterial and virus strains

AAV2/PHP.eB CAG GFP This paper N/A

AAV2/PHP.eB CAG uN2C-GFP This paper N/A

AAV2/PHP.eB CAG uN2CpolyG-GFP This paper N/A

One Shot Stbl3 Chemically Competent E. coli Invitrogen Cat# C737303

One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli Invitrogen Cat# C404003

Biological samples

Human skin and brain tissues Described in Table S1 N/A

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Lysostaphin Enzyme Protein Recombinant ProSpec Cat# ENZ-269

Histosol Plus LifeScience Products Cat# HS-100-5GL

TO-PRO-3 Iodide (642/661) - 1 mM Solution in DMSO Fisher Scientific Cat# T-3605

Lipofectamine 2000 Transfection reagent Fisher Scientific Cat# 11668019

Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Roche Cat# 11836170001

Bafilomycin A1 Sigma Cat# B1793

MG132 Sigma Cat# M8699

Doxycycline hydrochloride Sigma Cat# D3447

Critical commercial assays

Anti-GFP Magnetic beads Abcam Cat# ab193983

Anti-HA Magnetic Beads Pierce Cat# 88837

EC Prime Western Blotting Detection Reagent Sigma Cat# GERPN2236

DAB Substrate Kit Abcam Cat# ab64238

TRI Reagent (Guanidine Thiocyanate & Phenol) Merck Cat# T9424-25ML

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Sigma Cat# 5081955001

LightCycler 480 SYBR Green I Master Roche Cat# 04707516001

(Continued on next page)
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RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Nicolas

Charlet-Berguerand (ncharlet@igbmc.fr).

Materials availability

All unique reagents (e.g., uN2CpolyG constructs, 4C4 and 4D12 antibodies, etc.) generated in this study are available from the Lead

Contact under MTA subject to restrictions from commercial source.

Data and code availability

Proteomics datasets related to Figure S4 in the paper are available in Table S2. Complete proteomics source data are available from

the corresponding author upon reasonable request. No further unique datasets or codes were generated in this study.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Human samples

Patient available information is described in Table S1. Human skin and brain samples were sampled with the informed consent of

individuals and families and approved by the Institutional Review Board of the Peking University First Hospital and Suzuka National

Hospital.

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Experimental models: Cell lines

Human: U2OS cells ATCC Cat# 300364/p489_U-2_OS;

RRID: CVCL_0042

Human: HEK293 cells ATCC Cat# 300192/p777_HEK293;

RRID: CVCL_0045

Mouse: GT1-7 cells ATCC Cat# SCC116; RRID: CVCL_0281

Human: U2OS T-REx TO-uN2C-GFP This paper N/A

Human: U2OS T-REx TO-uN2CpolyG-GFP This paper N/A

Experimental models: Organisms/strains

Wild type Mouse: C57BL/6J Mus musculus The Jackson, Laboratory JAX:000664, RRID: IMSR_JAX:000664

Oligonucleotides

Primer RT-qPCR GFP Forward ACGTAAACGGCCACAAGTTC This paper N/A

Primer RT-qPCR GFP Reverse AAGTCGTGCTGCTTCATGTG This paper N/A

Primer RT-qPCR RPLP0 Forward GAAGTCACTGTGCCAGCCCA This paper N/A

Primer RT-qPCR RPLP0 Reverse GAAGGTGTAATCCGTCTCCA This paper N/A

Recombinant DNA

Plasmid: pcDNA3-TetOn uN2C-GFP (12 GLY) This paper N/A

Plasmid: pcDNA3-TetOn uN2CpolyG-GFP (100 GLY) This paper N/A

Plasmid: pAAV2-CAG uN2C-GFP (12 GLY) This paper N/A

Plasmid: pAAV2-CAG uN2CpolyG-GFP (100 GLY) This paper N/A

Plasmid: pcDNA3 NOTCH2NLC Exon1-GFP Gly frame This paper N/A

Plasmid: pcDNA3 NOTCH2NLC Exon1-GFP Ala frame This paper N/A

Plasmid: pcDNA3 NOTCH2NLC Exon1-GFP Arg frame This paper N/A

Plasmid: pcDNA3 ATG GLY 70x-GFP This paper N/A

Plasmid: pcDNA3 ATG ALA 100x-GFP This paper N/A

Plasmid: pcDNA3 ATG ARG 100x-GFP This paper N/A

Software and algorithms

Fiji (ImageJ) NIH RRID: SCR_002285

Prism GraphPad RRID: SCR_005375
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Mice

All animal work was performed with approval from the IGBMC/ICS Animal Care Committee and of the French agency for research on

animal (DGRI) authorization number APAFIS#11459-2017092208308760. C57BL/6 wild-type male mice were retro-orbitally AAV-in-

jected at 2months and then housed for 6 to 8months in a temperature-controlled room (19–22�C) with a 12:12-hours light/dark cycle

and free access to food and water. Mice were sacrificed by cervical dislocation in order to dissect the brain and spinal cord which

were subsequently frozen for molecular biology or PFA-fixed and embedded in paraffin for histology.

Cell cultures and models

Mouse primary cortical neurons were prepared from E18 C57BL/6 wild-type mice embryos. Cortical regions were dissected and di-

gested in 1XHBSS (ThermoFisher) with 0.25% trypsin (ThermoFisher) at 37�C for 10minutes. Trypsin digestion was stopped by addi-

tion of DMEM (ThermoFisher), 10% horse serum (Life Technologies) and 1x GlutaMAX (ThermoFisher). Then, cortical neurons were

dissociated, centrifuged, resuspended and plated on 0.1 mg/ml poly L-lysine (Sigma) pre-coated 24-well plates in Neurobasal Me-

dium (ThermoFisher) supplemented with 1x B27, 0.5 mM L-glutamine and 100 IU/ml penicillin/streptomycin (ThermoFisher) at 37�C

with 5% CO2. Neuronal GT1-7 cells were grown in DMEM 4.5 g/l glucose with 10% fetal calf serum and 100 IU/ml penicillin/strep-

tomycin at 37�C in 5% CO2. U2OS and HEK293 cells were grown in DMEM 1 g/l glucose with 10% FCS and gentamycin at 37�C in

5% CO2. U2OS T-REx cells (ThermoFisher) stably expressing uN2C-GFP or uN2CpolyG-GFP were Lipofectamine-transfected with

Pci1-linearized pcDNA3-TetOn expressing uN2C with 12 or 100 optimized GGC fused to the GFP and sectioned for neomycin resis-

tance for two weeks.

METHOD DETAILS

Constructs

Human NOTCH2NLC exon 1 sequence containing 166 nts upstream of the GGC repeats was cloned into pcDNA3.1 fused to a the

GFP deleted of its ATG and in all three frames. Mutations of the repeats size, ATG start codon or within the uN2CORF were achieved

by inverse PCR or by oligonucleotide ligations. NOTCH2NLC upstream ORF fused to the GFP with either 12 or 100 optimized GGN

repeats was cloned into the pcDNA3-TetOn and pAAV2-CAG vector. To insure stability of repeat expansions, all GGC repeat-con-

taining plasmids were transformed into STBL3 bacterial strain (Invitrogen). All constructs were confirmed by sanger sequencing.

Cell transfection and treatments

For AAV transduction of mouse primary cortical neurons, 4 to 5 days differentiated mouse primary cortical neurons were incubated

with 5x10EXP10 vg/ml of AAV2/PHP.eB expressing the GFP, uN2C-GFP or uN2CpolyG-GFP, half of the media was changed every

48 hours and cells were let differentiated for 4 to 6 more days. For transient transfection, cells were plated in DMEM and 0.1% fetal

bovine serum and transfected for 24 hours using Lipofectamine 2000 (Fisher Scientific). After 1 to 6 days post transient transfection,

induction with 1 mg/mL doxycycline (Sigma) or AAV transduction, cells were analyzed by immunofluorescence or western blotting.

For cell viability, mouse cortical neurons primary cultures were incubated 10 min with 1 mg/ml of propidium iodide and analyzed by

microscopy. For GT1-7 cell viability, cells were detached by trypsin and resuspended in PBS with 20 nM TO-PRO-3 iodide (Fisher

scientific) and FACS analyzed. Cells were treated with 100 nM of Bafilomycin A1, 1 mMMG132 or the indicated concentration of drug

(Sigma) during 15 hours before analysis.

Mass spectrometry analysis

HEK293 cells were transfected with uN2C-GFP plasmid using Lipofectamine 2000 (Fisher Scientific) for 24 hours. Proteins were pu-

rified by GFP-immunoprecipitation, trypsin digested and the peptides were extracted twice with acetonitrile/water/formic acid-45/

45/10-v/v/v followed by a final extraction with acetonitrile /formic acid (FA)-95/05-v/v. Extracted peptides were then analyzed using

an Ultimate 3000 nano-RSLC (Thermo Scientific) coupled in line with an Orbitrap ELITE (Thermo Scientific). Peptides were separated

on a C18 nano-column with a linear gradient of acetonitrile and analyzed with in a Top 20 collision-induced dissociation data-depen-

dent mass spectrometry with an inclusion list. Data were processed by database searching using SequestHT (Thermo Fisher Scien-

tific) with Proteome Discoverer 1.4 software (Thermo Fisher Scientific) or against a homemade database of all potential three frames

translated proteins or peptides from the human NOTCH2NLC 5’UTR sequences. Precursor and fragment mass tolerance were set at

7 ppm and 0.5 Da respectively. Oxidation (M) and Nterminal Acetylation were set as variable modification, and Carbamidomethyla-

tion (C) as fixed modification. Peptides were filtered with the Fixed value node of Proteome Discoverer 1.4.

Antibody production

To generate monoclonal antibodies directed against uN2polyG, two months old female BALB/c mice were injected intraperitoneally

with KLH conjugated peptides (4D12: CAARPPRMH, 4C4: CSVEMAMNPV) with 200 ug of poly(I/C) as adjuvant. Three injectionswere

performed at 2 weeks intervals and four days prior to hybridoma fusion, mice with positively reacting sera were re-injected. Spleen

cells were fused with Sp2/0.Agl4 myeloma cells. Supernatants of hybridoma cultures were tested at day 10 by ELISA for cross-re-

action with peptides. Positive supernatants were then tested by Immunofluorescence and western blot on transfected HEK293 cells.

Specific cultures were cloned twice on soft agar. Specific hybridomaswere established and ascites fluid was prepared by injection of
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2x106 hybridoma cells into Freund adjuvant-primed BALB/c mice. All animal experimental procedures were performed according to

the French and European authority guidelines.

AAV production and retro-orbital injection

Recombinant AAV2/PHP.eB were generated by tri-transfection of HEK293 cells with pAAV2-GFP, -uN2C-GFP or -uN2CpolyG-GFP

with pUCmini-iCAP-PHP.eB and pAD-DELTA-F16. Recombinant vectors were purified by double cesium chloride ultracentrifugation

gradients from cell lysates, followed by dialysis and concentration against sterile PBS. Particles were quantified by real time PCR and

vector titers were expressed as viral genomes per ml (vg/ml). 2 months old C57BL/6 male mice were injected retro-orbitally with

100 mL of sterile PBS with 1.5x10EXP13 vg/kg of AAV2/PHP.eB.

Animal phenotyping

Rotarod test (Bioseb, Chaville, France) was performed with three testing trials during which the rotation speed accelerated from 4 to

40 rpm in 5 min. Trials were separated by 10-15 min interval. The average latency was used as index of motor coordination perfor-

mance. Grip test: this test measures the maximal muscle strength (g) using an isometric dynamometer connected to a grid (Bioseb).

Mice were allowed to grip the grid with all its paws then they were pulled backward until they released it. Each mouse was submitted

to 3 consecutive trials. The maximal strength developed by the mouse before releasing the grid was recorded and the average value

of the three trials adjusted to body weight. Notched bar test: mice were tested under 100-lux lighting on a 2 cm-wide and 50 cm-long

natural wooden piece notched bar comprising 12 platforms of 2 cm spaced by 13 gaps of 2 cm and bearing a 6 cm2 terminal platform.

Animals had to cross the notched bar twice for training and 3 times for the test. Every instance of a back paw going through the gap

was considered an error, and the global error percentage was calculated. Open field test: mice were tested in automated open fields

(Panlab, Barcelona, Spain), each virtually divided into central and peripheral regions. The open fields were placed in a room homo-

geneously illuminated at 120 Lux. Each mouse was placed in the periphery of the open field and allowed to explore freely the appa-

ratus for 30 min, with the experimenter out of the animal’s sight. The distance traveled, the number of rears, and time spent in the

central and peripheral regions were recorded over the test session. The number of entries and the percent time spent in center

area are used as index of emotionality/anxiety

X-ray and UVA-laser irradiation

U2OS cells expressing uN2Cwith 12 or 100 glycineGFP-taggedwere X-ray irradiated for 10minutes at 10Gy in aCellRad (Precision).

UV-laser micro-irradiation of U2OS cells expressing GFP-tagged U2C with 12 or 100 glycine seeded onto glass-bottom dishes was

performed with a spinning disk Yokogawa X1 equipped with a Nikon microscope. For scanning irradiation, we use UV laser 266 nm

pulse width < 1 ns power 15 mW and one repetition for each irradiation area. For GFP signal, we use time-lapse spinning disk acqui-

sition with 491 nm 100 mW diode laser, the complete system is customized by Gataga System (Massy-France) and controlled with

Metamorph Software.

Immunofluoresence and immunchemistry

For immunofluorescence, mouse or human brain sections were deparaffinized for 10 min in Histosol Plus (LifeScienceProducts) and

dehydrated as follows: ethanol 100% (10 min), ethanol 90% (5 min), ethanol 70% (5 min), and rinsed in water. Antigen retrieval was

performed in pressure cooker in 10 mM Tris PH9, 1 mM EDTA followed by blocking 1 h with PBS, 0,5% Triton X-100 and 5% Horse

Serum. Glass coverslips containing plated cells or brain sections treated as described above were fixed for 15 min in PBS with 4%

paraformaldehyde, washedwith PBS and incubated in PBS plus 0.5% Triton X-100 during 10min. The cells were washed three times

with PBS and the coverslips were incubated during one hour with primary antibody against Calbindin (Abcam ab82812, 1/200),

gH2AX (Abcam ab81299, 1/300), ubiquitin (Abcam ab134953, 1/100), Sumo2/3 (Abcam ab3742, 1/100), p62/Sqstm1 (Abcam

ab109012, 1/1000), GFAP (Proteintech 16825-1-AP, 1/250), MAP2 (Abcam ab7756, 1/200) and uN2C 4C4 or 4D12 (mouse mono-

clonal homemade, 1/100). After washing with PBS, the coverslips were incubated with goat anti mouse secondary antibody conju-

gated with Alexa 488 or CY3 (Interchim SA) for one hour, washed twice with PBS and incubated for 3 min in PBS/DAPI (1/10 000

dilution). Coverslips were rinsed twice before mounting in Pro-Long media (Molecular Probes) and were examined using a Leica mi-

croscope. For immunochemistry, mouse brain sections were deparaffinized 10 min in Histosol Plus (LifeScienceProducts) and de-

hydrated as follows: ethanol 100% (10 min), ethanol 90% (5 min), ethanol 70% (5 min), and rinsed in water. Antigen retrieval was

performed in pressure cooker in 10 mM Tris PH9, 1 mM EDTA followed with 10 mg/ml protein kinase treatment for 20 min at 37�c.

Endogenous peroxidase activity was blocked, and blocking 1 hwith PBS, 0,5%Triton X-100 and 5%Horse Serum and immunostain-

ingwas performed overnight at 4�Cusing antibody against Calbindin (Abcamab82812, 1/50), Gfap (Proteintech, 16825-1-AP, 1/100),

Sumo2/3 (Abcam ab3742, 1/100) and uN2C 4C4 or 4D12 (mousemonoclonal homemade, 1/100). Antigen–antibody complexes were

visualized by incubation with DAB substrate (Abcam) and slides were counterstained with hematoxylin and eosin.

Lysostaphin treatment

HEK293 cells transfectedwith a uN2CpolyGFP construct were scrapped in PBS 1X and centrifuged during 10min at 3000 rpm at 4�C.

The cell pellet was resuspended in 400 ml of RIPA and 16 ml of cell extract was incubated with 1 mg of lysostaphin (Prospec, ENZ-269)

during 5 to 15 minutes at 37�C. Laemmli buffer was add to the mix and proteins were analyze by western blot.
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Co-immunoprecipitation assay

24 h after transfection of HEK293 cells with 1 mg of uN2C-GFP constructs in Lipofectamine 2000 (Invitrogen), cells were lysed in RIPA

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M NaCl, 0.5% Triton X-100) supplemented with protease inhibitor cocktail (Roche) and clarified

by centrifugation at 14000 rpm for 10 min. Immunoprecipitations were performed at 4�C for 1 h using pre-washed Anti-GFP (Abcam

ab193983) or anti-HA (Pierce 88837) Magnetic Beads in RIPA buffer, washed three time, then bound proteins were eluted by 3 min

denaturation step at 95�C with Laemmli buffer followed by mass spectrometry or western blot.

Western blotting

Proteins were denatured 3 min at 95�C, separated on 4%–12% bis-Tris Gel (NuPAGE), transferred on nitrocellulose membranes

(Whatman Protan), blocked with 5% non-fat dry milk in Tris Buffer Saline buffer (TBS), incubated with anti-GFP (Abcam ab290),

HA (Abcam ab130275), FLAG (Thermofisher PA1-984B), gH2AX (Abcam ab81299), H2AX (Abcam ab229914), Ku70 (SantaCruz

sc-56129), Ku80 (Abcam ab 119935), GAPDH (Abcam ab125247) in TBS plus 5% non-fat dry milk, washed 3 times and incubated

with anti-rabbit or mouse Peroxidase antibody (1:10,000, Cell Signaling) 1 hour in TBS, followed by washing and ECL Prime chem-

iluminescence revelation kit (Sigma).

Quantitative real time RT-PCR

Total RNAs from mouse tissues or cells were isolated by TriReagent (Merck). cDNAs were generated using the Transcriptor High

Fidelity cDNA synthesis kit (Sigma) for quantification of mRNAs. qPCR were realized using the LightCycler 480 SYBR Green I Master

(Roche) in a Lightcycler 480 (Roche) with 15 min at 94�C followed by 50 cycles of 15 s at 94�C, 20 s at 58�C and 20 s at 72�C. RPLPO

mRNA was used as standard and data were analyzed using the Lightcycler 480 analysis software (2DCt method).

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

To eliminate bias, image or animal analyzes were either completely automated or blinded. All statistical analyses were performed

using Excel (Microsoft) and Prism (GraphPad). Experiments are represented as either mean value ± Standard Error of Mean

(SEM) or box-and-whisker plots with box upper and lower limits representing the 25th and 75th quartiles, respectively, the whiskers

depicting the lowest and highest data points and the horizontal line through the box represent the median. The statistical tests used

are two-tailed paired Student’s t test or ANOVA. Significance was set as *p < 0.05; **p < 0.005 and ***p < 0.001. Sample-sizes were

determined based on past experiments and to minimize the number of mice used. No statistical method was used to determine

whether data meet assumptions of the statistical approach. Detailed statistical information, including the statistical test, measures,

number ‘‘n’’ of animals, cells and/ or experiments are indicated in the figures and their respective legends.
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1 - Figure S1: NOTCH2NLC GGC repeats are translated into polyglycine.

2 - Figure S2: uN2polyG is present in NIID intranuclear inclusions.

3 - Figure S3: Expression of uN2CpolyG is toxic in cell culture.
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Figure S1. Related to Figure 1.
NOTCH2NLC GGC repeats are translated into polyglycine.

(A) Sequence of the human NOTCH2NLC exon 1 with GGC repeats fused to the GFP
in the glycine frame and cloned into pcDNA3.

(B) RT-qPCR of the GFP and RPLP0 mRNA expression of HEK293 cells transfected

for 24 hours with GGC repeats embedded in the NOTCH2NLC exon 1 and fused to the

GFP in either the glycine, alanine or arginine frame.

(C) GFP fluorescence of HEK293 cells transfected for 24 hours with 100 GGC repeats
cloned downstream of an artificial ATG start codon and fused to the GFP in the three

possible frames.

(D) Immunoblot against the GFP or the GAPDH of HEK293 cells transfected for 24

hours with 100 GGC repeats cloned downstream of an artificial ATG start codon and
fused to the GFP in either the alanine or the arginine frame, encoding either a

polyalanine or a polyarginine-containing protein, respectively.

(E) LC-MS/MS table analysis of the N-terminal peptide from GFP-immunoprecipitated

and trypsin digested protein expressed from HEK293 cells transfected with
NOTCH2NLC exon 1 with GGC repeats and fused to the GFP in the glycine frame.

(F) Upper panel, sequence of the human NOTCH2NLC exons 1 to 2. Exon sequences
are in upper cases, intronic sequences are in grey lower cases. Lower panel, scheme

of the NOTCH2NLC transcript encoding the upstream (uN2C) and main (N2C) ORFs,
which contain 1 and 5 potential EGF-like domains, respectively. Upstream (uN2C) and

main (N2C) NOTCH2NLC ORFs are indicated in orange and blue, respectively.
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Figure S2. Related to Figure 2.
uN2polyG is present in NIID nuclear inclusions.

(A) Alignment of NOTCH2 and NOTCH2NLA, B and C exons 1 and 2 sequences. Exon
sequences are in upper cases, intronic sequences are in grey lower cases. Sequence

encoding the NOTCH2NLC upstream (uN2C) and main (N2C) ORFs are indicated in
orange and blue, respectively. ATG start and stop codons of the potential upstream

ORFS are indicated in bold red, while ATG start codons of the NOTCH2NL main ORFs

are indicated in bold blue. Of interest, NOTCH2NL proteins are likely cytosolic, as they
start in exon 2 and thus lack NOTCH2 peptide signal sequence encoded by the exon 1.

Absence of peptide signal in NOTCH2NL proteins is caused by different mechanisms,
as the corresponding NOTCH2 ATG start codon in exon 1 is absent in NOTCH2NLA

and out of frame in NOTCH2NLB and NOTCH2NLC due to either mutation of the 3’

splice site of NOTCH2NLB intron 1 or deletion of 2 nucleotides in NOTCH2NLC exon 1.
Mutations of NOTCH2NLA ATG and NOTCH2NLB 3’ splice site as well as the 2-nts

deletion within NOTCH2NLC exon 1 are underlined.

(B) Immunoblot of uN2B-GFP or uN2CpolyG-GFP transfected HEK293 cells with 4C4,

4D12 and anti-GFP antibodies.

(C, D) GFP fluorescence and immunofluorescence of uN2B-GFP and uN2CpolyG-GFP
transfected HEK293 cells using either 4D12 (C) or 4C4 (D) antibody.

(E) Control immunofluorescence against uN2CpolyG (4D12 antibody) and ubiquitin on
brain sections of control individuals.

(F) Immunofluorescence against p62 and either uN2CpolyG (4D12 or 4C4 antibody) or

FMRpolyG (8FM antibody) on brain sections of a FXTAS case, carrier of an expansion

of CGG repeats within the 5’UTR of the FMR1 gene.

(G) Quantification of p62 or uN2CpolyG-positive intranuclear inclusions per 100 nuclei
in skin (left panel) or brain (right panel) sections of control, FXTAS or NIID (carrier or

not of an expansion of GGC repeats within NOTCH2NLC) individuals. Brackets indicate

the percentage of co-localization between p62- and uN2polyG-positive intranuclear
inclusions. At least 100 nuclei were counted per individual.

(H) Immunofluorescence against p62 and uN2CpolyG (4C4 antibody) on brain sections

of two European NIID cases negative for the NOTCH2NLC GGC mutation.

Scale bars, 10 µm. Nuclei were counterstained with DAPI.
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Figure S3. Related to Figure 3.

Expression of uN2CpolyG is toxic in cell culture.

(A) Sequences of the uN2C and uN2CpolyG-HA or -GFP tagged proteins.

(B) Immunoblot against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells

transfected for 24 hours with uN2C-GFP or uN2CpolyG-GFP.

(C, D) Immunoblot against the HA tag or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells

transfected for 24 hours with either uN2CpolyG-HA (C) or uN2C-HA (D) and treated with or
without MG132 and/or Bafilomycin A1 for 15 hours.

(E) GFP fluorescence and immunofluorescence against p62 of U2OS cells transfected with

constructs expressing either the GFP, uN2C-GFP, uN2CpolyG-GFP or ATG polyG-GFP.

Scale bars, 5 µm. Nuclei were counterstained with DAPI.

(F) Immunoblot on whole cell extract (soluble fraction) or dot blot on urea-treated pellet
(insoluble fraction) against the GFP of HEK293 cells transfected with uN2CpolyG-GFP for 24,

48 and 72 hours.

(G) GFP fluorescence of U2OS cells expressing uN2CpolyG-GFP for 24, 48 and 72 hours.

Scale bars, 10 µm. Nuclei were counterstained with DAPI.

(H) Cell viability of GT1-7 neuronal cells transfected for 24 hours with either the GFP, uN2C-
GFP, uN2CpolyG-GFP or ATG polyG-GFP. Error bars indicate SEM. Student t-test, ***

indicates p<0.001.
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Figure S4. Related to Figure 3.

The uN2C control protein promotes DNA repair

(A) Silver staining of the proteins captured by GFP immunoprecipitation from HEK293 cells

transfected for 24 hours with either GFP or uN2CpolyG-GFP.

(B) Immunoblot against endogenous Ku70 and Ku80 of either control antibody (anti-HA) or

GFP immunoprecipitated proteins (IP) or whole cell lysate (Input) from HEK293 cells

transfected for 24 hours with either GFP, uN2C-GFP, uN2CpolyG-GFP, ATG polyG-GFP or
FMRpolyG-GFP.

(C) Upper panel, immunoblot against endogenous Ku70 and Ku80 of GFP

immunoprecipitated proteins or whole cell lysate from HEK293 cells transfected for 24 hours

with either GFP, uN2B-GFP or mutants of uN2C-GFP. Lower panel, sequence alignment of

the upstream ORFs of NOTCH2NLA, B and C wild type or mutant constructs. The uN2C
amino acid sequence important for binding to Ku proteins is indicated in bold blue.

(D) U2OS cells transfected 24 hours with either uN2C-GFP, mutant uN2C∆Mid-GFP, uN2B-

GFP, uN2CpolyG-GFP or ATG polyG-GFP were subjected to laser micro-irradiation. White

arrows indicate laser stripes. Scale bars, 10 µm. Nuclei were counterstained with DAPI.

(E, F) Immunoblot against H2AX, γH2AX or the GAPDH (E) or GFP fluorescence and
immunofluorescence against γH2AX (F) of control cells or U2OS stably expressing either

uN2C-GFP or uN2CpolyG-GFP, X-ray irradiated for 10 minutes, and let to recover for 30

minutes, 1, 3 or 6 hours. Lower panel, quantification of γH2AX / GAPDH ratio before and

after X-ray irradiation. Error bars indicate SEM. Student t-test, *** indicates p<0.001. Scale

bars, 10 µm. Nuclei were counterstained with DAPI.



A B

H

D

GFP

uN2C

uN2CpolyG

0

4

10

G
ri
p

 S
tr

e
n

g
th

 /
 w

e
ig

h
t

6

8

uN
2C

G
FP

uN
2C

po
ly
G

n.s.

n.s.

n.s.

2

0

0.6

1

G
F

P
 /

 R
p

lp
0

m
R

N
A

0.8

0.4

uN
2C

G
FP

uN
2C

po
ly
G

n.s.

n.s.

n.s.

0.2

C

4D12 Ab

Brain stem Spinal cordHippocampusPutamen cortexCerebellum

u
N

2
C

p
o

ly
G

u
N

2
C

F

E

G

u
N

2
C

p
o

ly
G

 

Ubiquitin uN2CpolyG (4D12) Merged Sumo uN2CpolyG (4C4) Merged

u
N

2
C

p
o

ly
G

 

Calbindin

uN2CpolyGuN2C uN2CpolyG enlarged

0

600

1000

A
s
tr

o
c
y
te

s
 /

 m
m

2

800

400

uN
2C

G
FP

uN
2C

po
ly
G

n.s.

***
***

200

Gfap

PutamenBrain stemBrain section cerebellum

u
N

2
C

p
o

ly
G

u
N

2
C

B
o

d
y
 w

e
ig

h
t 

(g
)

0

15

30

10

25

20

5

1 2 3

Age post-injection (months)

Figure S5. Related to Figure 4. 



Figure S5. Related to Figure 4.
Expression of uN2CpolyG is pathogenic in animal.

(A) RT-qPCR analysis of GFP expression relative to Rplp0 mRNA in brain of
AAV2/PHP.eB GFP (n=3), uN2C-GFP (n=3) or uN2CpolyG-GFP (n=3) injected mice.

(B) Grip test. Maximal force relative to mouse body weight exerted to releases

AAV2/PHP.eB GFP (n=6), uN2C-GFP (n=6) and uN2CpolyG-GFP (n=11) injected male

mice holding a grid with their forepaws and tested 3 months post-injection. Box-and-
whisker plot, box upper and lower limits represent 25th and 75th percentiles, whiskers

represent minimum and maximum values and the horizontal line across the box
represents the median.

(C) Body weight at 1, 2 and 3 months post-injection of AAV2/PHP.eB GFP (n=6), uN2C-
GFP (n=6) and uN2CpolyG-GFP (n=11) injected male mice.

(D, E) Immunofluorescence against uN2CpolyG using either the 4D12 (D) or 4C4 (E)

antibody and ubiquitin (D) or sumo (E) on putamen areas of uN2CpolyG-GFP expressing

mice scarified 2 months after AAV injection. Scale bars, 10 µm. Nuclei were
counterstained with DAPI.

(F) Immunohistochemistry against uN2CpolyG of cerebellum, putamen, cortical,

hippocampal, brain stem and spinal cord areas of uN2C-GFP and uN2CpolyG-GFP

expressing mice scarified 3 months post AAV injection. Sections were counterstained with
hematoxylin and eosin. Scale bars, 20 µm.

(G) Calbindin immunohistochemistry of cerebellum areas of uN2C-GFP and uN2CpolyG-

GFP expressing mice scarified 4 months post AAV injection. Scale bars, 10 µm.

(H) Left panel, immunofluorescence or immunohistochemistry against GFAP of brain

sections of uN2C-GFP and uN2CpolyG-GFP expressing mice scarified 3.5 months post
AAV injection. IF, nuclei were counterstained with DAPI. IHC, sections were

counterstained with hematoxylin and eosin. Scale bars, 10 µm. Right panel, quantification

of Gfap-positive cells in the putamen of GFP (n=4), uN2C-GFP (n=4) or uN2CpolyG-GFP
(n=4) expressing mice. Bar graphs indicate standard error of the mean (SEM). Student t-

test, *** indicates p<0.001.
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Model of polyG diseases.

Expanded GGC repeats embedded within upstream ORFs located into FMR1 and NOTCH2NLC

5’UTR are translated into polyglycine containing proteins, FMRpolyG and uN2CpolyG, which are toxic

and form p62-positive intranuclear inclusions in FXTAS and NIID, respectively. A similar GGC repeat

translation mechanism into yet to discover polyglycine proteins may occur in OPDM and OPML.



Table S1. Related to Figure 2. Patient information.

NIID #4

Patient

NIID #1

NIID #2

NIID #3

NIID #5

NIID #6

NIID #7

NIID #8

CTL #2

CTL #3

CTL #4

FXTAS

Gender

Female

Male

Female

Male

Male

Family
history

Sporadic

Sporadic

Sporadic

Familial

Age at
onset

68

60

62

63

7

Initial
symptom

Dizziness
& vomiting

Paroxysmal
encephalopathy

Tremor

Urinary
incontinence

Tremor, 
ataxia,

Reference

Deng et al., 
2019

McFadden et al., 
2005

GGC 
repeats,

102
NOTCH2NLC

142
NOTCH2NLC

115
NOTCH2NLC

n.a.

n.a.

Duration
(months)

<1

12

60

24

72

CTL #1

CTL #5

n.a. Not available

Sporadic

-

Male

Female

Male

43

65

50

3

16

22

Sporadic

Familial

Sporadic

Memory problems, 
aphasia

Memory 
problems

Behavioral 
changes 

No expansions
FMR1, NOTCH2NLC

No expansions
FMR1, NOTCH2NLC

77
FMR1

Cupidi et al., 
2019

-

-

-

-

Female

Female

Male

53

51

66 -

Memory 
decline

Urinary 
difficulties

Sudden
death

-

-

-

Male 30 37 Familial
Muscle 

weakness
162

NOTCH2NLC
Sone et al., 

2019

Male

Female

70

67
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-

Interstitial
pneumonia

polymyositis
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-

-

-
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Table S2. Related to Figure 3. Proteins interacting with uN2CpolyG.

Mass spectrometry analysis of GFP-trap immunoprecipitated proteins from HEK293 cells expressing either

the GFP or uN2CpolyG-GFP.

Accession Description MW [kDa] Coverage [%] # Peptides # PSMs PSM GFP  PSM uN2CpolyG uN2cpolyG / GFP

P12956 X-ray repair cross-complementing protein 6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=XRCC6 PE=1 S 70 54 34 460 1 94 94

P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=XRCC5 PE=1 S 83 76 43 522 1 123 92

P78527 DNA-dependent protein kinase catalytic subunit OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRKDC PE 469 9 24 48 1 36 36

Q16531 DNA damage-binding protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDB1 PE=1 SV=1 127 28 23 72 1 41 31

O14744 Protein arginine N-methyltransferase 5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRMT5 PE=1 SV=4 73 54 26 148 3 32 12

Q9BS26 Endoplasmic reticulum resident protein 44 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ERP44 PE=1 SV 47 48 17 115 3 27 10

P27708 CAD protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAD PE=1 SV=3 243 28 42 131 3 26 10

P13639 Elongation factor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EEF2 PE=1 SV=4 95 57 41 211 6 53 9

Q99714 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HSD17B10 PE=1 27 50 8 39 1 9 9

P61962 DDB1- and CUL4-associated factor 7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DCAF7 PE=1 SV=1 39 29 8 46 1 12 9

P11586 C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MTHFD1 PE=1 102 12 10 34 1 9 9

P30153 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform OS=H 65 42 20 77 2 20 9

P49411 Elongation factor Tu, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TUFM PE=1 SV=2 50 37 13 53 2 14 8

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYH9 PE=1 SV=4 226 12 17 54 1 11 8

Q92945 Far upstream element-binding protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=KHSRP PE=1 SV= 73 37 20 88 2 19 8

Q9H845 Acyl-CoA dehydrogenase family member 9, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN= 69 16 8 24 1 8 8

Q9BQA1 Methylosome protein 50 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WDR77 PE=1 SV=1 37 33 10 61 2 13 8

P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=P4HB PE=1 SV=3 57 23 11 44 1 11 8

P22102 Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GAR 108 14 9 29 1 8 8

P30048 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN= 28 51 8 59 2 16 8

O75534 Cold shock domain-containing protein E1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CSDE1 PE=1 SV= 89 25 15 50 2 13 8

Q9H857 5'-nucleotidase domain-containing protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NT5DC2 PE=1 61 21 10 31 1 10 8

P63151 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B alpha isoform OS=H 52 53 19 74 2 15 7

Q92973 Transportin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TNPO1 PE=1 SV=2 102 13 8 22 1 7 7

P54136 Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RARS PE=1 SV=2 75 24 11 46 1 10 7

P04843 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 OS=Homo sapien 69 37 15 43 2 14 7

Q13162 Peroxiredoxin-4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX4 PE=1 SV=1 31 58 13 82 3 19 7

P42771 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDKN2A PE=1 SV=2 17 70 7 33 1 9 7

P31689 DnaJ homolog subfamily A member 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DNAJA1 PE=1 SV=2 45 36 9 47 2 12 7

Q5H9R7 Serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory subunit 3 OS=Homo sapiens OX=9606 G 98 28 19 54 2 16 7

P49915 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GMPS PE=1 SV=1 77 19 12 29 1 9 7

P63244 Receptor of activated protein C kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RACK1 PE=1 SV=3 35 50 9 33 1 9 7

Q9Y265 RuvB-like 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RUVBL1 PE=1 SV=1 50 28 9 44 1 9 7

P53396 ATP-citrate synthase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACLY PE=1 SV=3 121 10 8 24 1 7 7

P21333 Filamin-A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLNA PE=1 SV=4 281 10 17 46 1 9 7

P28482 Mitogen-activated protein kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAPK1 PE=1 SV=3 41 53 15 61 2 13 6

Q93009 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=USP7 PE=1 SV=2 128 12 10 25 1 6 6

Q9Y3F4 Serine-threonine kinase receptor-associated protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=STRA 38 46 12 58 2 13 6

O60884 DnaJ homolog subfamily A member 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DNAJA2 PE=1 SV=1 46 23 7 23 1 6 6

P67775 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform OS=Homo sapien 36 56 12 61 2 15 6

P27361 Mitogen-activated protein kinase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MAPK3 PE=1 SV=4 43 28 8 30 1 8 6

P45880 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VDA 32 43 8 31 1 8 6

P22234 Multifunctional protein ADE2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PAICS PE=1 SV=3 47 40 14 76 3 16 6

P17812 CTP synthase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CTPS1 PE=1 SV=2 67 26 12 48 2 12 6

Q9UK99 F-box only protein 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FBXO3 PE=1 SV=3 55 26 10 33 2 10 6

P13489 Ribonuclease inhibitor OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RNH1 PE=1 SV=2 50 36 12 43 2 10 6

O00429 Dynamin-1-like protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DNM1L PE=1 SV=2 82 19 10 24 1 8 6

P29966 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MARCKS PE 32 45 9 54 2 10 6

P49327 Fatty acid synthase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FASN PE=1 SV=3 273 32 50 206 8 46 6

P49366 Deoxyhypusine synthase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DHPS PE=1 SV=1 41 47 11 47 3 16 6

O95831 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AIFM1 PE=1 SV 67 20 9 27 1 8 6

Q9UQ80 Proliferation-associated protein 2G4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PA2G4 PE=1 SV=3 44 28 8 35 1 7 6

P42704 Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN= 158 12 14 29 2 9 5

P31939 Bifunctional purine biosynthesis protein PURH OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATIC PE=1 S 65 19 7 16 1 5 5

Q15654 Thyroid receptor-interacting protein 6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TRIP6 PE=1 SV=3 50 26 8 16 1 5 5

P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UBA1 PE=1 SV 118 34 25 110 5 24 5

Q13263 Transcription intermediary factor 1-beta OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TRIM28 PE=1 SV 89 37 16 86 3 17 5

Q8IXB1 DnaJ homolog subfamily C member 10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DNAJC10 PE=1 SV= 91 17 11 31 2 10 5

P25205 DNA replication licensing factor MCM3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MCM3 PE=1 SV=3 91 22 15 57 2 10 5

Q96QK1 Vacuolar protein sorting-associated protein 35 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VPS35 PE= 92 28 18 58 3 13 5

P29590 Protein PML OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PML PE=1 SV=3 98 9 7 16 1 5 5

P10599 Thioredoxin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TXN PE=1 SV=3 12 54 6 67 3 14 5

P55060 Exportin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CSE1L PE=1 SV=3 110 8 7 20 1 6 5

Q96J01 THO complex subunit 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=THOC3 PE=1 SV=1 39 33 8 22 1 6 5

P26639 Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TARS PE=1 SV=3 83 19 10 30 2 9 5

P05141 ADP/ATP translocase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC25A5 PE=1 SV=7 33 29 8 38 2 9 5

P05023 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=A 113 16 12 39 2 11 5

Q13185 Chromobox protein homolog 3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CBX3 PE=1 SV=4 21 29 5 24 1 6 5

P31040 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial OS=Homo sapie 73 31 12 42 3 12 5
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Résultat sur l’OPDM2 

La myopathie oculo-pharyngo-distale (OPDM) est une dystrophie rare des muscles de la face, 

du pharynx et des membres distaux. Cette pathologie est caractérisée par la présence 

d’inclusions intranucléaires et de vacuoles d’origine inconnue. L’OPDM est due à une 

expansion de répétitions de tri-nucléotides CGG située dans la partie 5’UTR de différents gènes, 

conduisant ainsi cette pathologie à être divisée en 3 sous-types selon le gène muté : LRP12 pour 

l’OPDM1, GIPC1 pour l’OPDM2 et NOTCH2NLC pour l’OPDM3. Mon travail de thèse a 

porté sur le mécanisme de toxicité des répétitions CGG situées dans la partie 5’UTR du gène 

GIPC1. 

 

1. Traduction des répétitions CGG présentes dans la région 5’UTR du gène GIPC1 

Compte tenu du nombre grandissant de maladies à microsatellites dues à la traduction en 

protéine toxiques d’expansions de répétitions situées dans des régions non codantes, nous avons 

testé si les répétitions CGG présentes dans la partie 5'UTR du gène GIPC1 pouvaient 

éventuellement être traduites en une nouvelle protéine. Pour cela, la séquence de cette région 

comprenant 11 ou 100 répétitions CGG, reproduisant une situation non pathogénique ou 

l’OPDM2, a été fusionnée à l'ORF de la GFP dans les 3 cadres de lecture ouverts possibles : 

Glycine, Alanine ou Arginine (Figure 52A). De plus, afin d’éviter de possibles biais d’efficacité 

de transfection et / ou d’expression de ces différentes constructions, le plasmide contient aussi 

l'ADNc codant pour la mCHERRY cloné entre un promoteur et un site de polyadénylation 

différents de la casette 5’UTR GIPC1-GFP, assurant ainsi une expression de la mCHERRY 

indépendamment des répétitions CGG fusionnées à la GFP. La transfection de ces 3 

constructions dans des cellules HEK293 suivie d’analyses par immunoblot révèle une 

traduction des répétitions CGG majoritairement dans le cadre de lecture glycine (Figure 52B). 

Ce résultat est confirmé par des expériences d’immunofluorescence (Figure 52C, 52D), et nous 

avons alors appelée cette nouvelle protéine uGIPC1-Gly pour « upstream of the GIPC1 ORF 

and translated in the Glycine frame » et uGIPC1polyG en présence d’une expansion de 

répétitions CGG. Afin de vérifier que l’absence de traduction dans les cadres de lecture alanine 

et arginine n’est pas causée par une faible expression de ces constructions au niveau ARN, une 

quantification par RT-qPCR des ARNm a été réalisé et ne révèle pas de différences 

d’expression entre ces différentes constructions (Figure 52E).  
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Enfin, le traitement du lysat cellulaire par une enzyme clivant entre 2 résidus glycines 

successifs, la lysostaphine, conduit à une diminution de taille de la protéine uGIPC1polyG, 

confirmant ainsi que cette protéine contient une suite d’acides aminés glycines (Figure 52F). 

Ces résultats suggèrent donc que répétitions CGG situées dans la région 5'UTR du gène GIPC1 

sont potentiellement traduites en une protéine composée de polyGlycine, appelée 

uGIPC1polyG. Toutefois, il est à noter que ces répétitions CGG sont situées en amont de l’ATG 

initiateur de la protéine GIPC1, et que la région 5’UTR de GIPC1 ne contient aucune séquence 

ATG, soulevant ainsi la question du mécanisme de traduction de la protéine uGIPC1polyG. 

 

2. Mécanisme de traduction de la protéine uGIPC1polyG 

Afin de mieux comprendre comment ces répétitions CGG sont potentiellement traduites en 

absence de codon d'initiation canonique de la traduction ATG, nous avons immunoprécipité la 

protéine uGIPC1-Gly-GFP puis cherché à identifier la séquence N-terminale de cette protéine 

par spectrométrie de masse. Cette analyse a révélé un peptide N-terminal de séquence 

MAcEFAEGR (Figure 53A) qui, une fois aligné à la région 5’UTR du gène GIPC1 suggère une 

initiation de la traduction à un codon non-canonique CTG situé 51 nucléotides avant les 

répétitions CGG, dans le cadre de lecture glycine et situé dans une séquence Kozac convenable 

(GguCUGG, la séquence canonique étant RccAUGG) (Figure 53A). Nous avons alors muté ce 

codon CTG en codon CTT et des expériences d’immunoblot et d’immunofluorescence 

montrent que cette mutation abolit l’expression de la protéine uGIPC1-Gly-GFP (Figure 53B, 

53C, 53D). Le contrôle de l’expression des ARNm uGIPC1, dosés par RT-qPCR, exclue un 

biais d’efficacité de transcription entre ces 2 constructions (Figure 53E). Enfin, la transfection 

de constructions avec différentes tailles d’expansion de répétitions CGG suivie d’une analyse 

par immunoblot révèle que la traduction de la protéine uGIPC1-Gly a lieu quelque soit la taille 

des répétitions CGG (Figure 53F). Néanmoins, la protéine uGIPC1 avec peu de résidus glycines 

est petite, instable et sujette à la dégradation. En effet, l’inhibition de la dégradation par le 

protéasome grâce à du MG132, mais pas de l’autophagie grâce à de la bafilomycine, conduit à 

une accumulation de cette protéine (Figure 53F). 
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Ces données suggèrent que la partie 5’UTR du gène GIPC1 contient une petite uORF traduite 

via une initiation à un codon, ressemblant à un ATG, un codon CTG. Ce résultat n’est pas 

forcément étonnant car la plupart des gènes des mammifères contiennent des uORF dont 

l’initiation se fait à des codons non canoniques, le codon CTG étant le plus commun (Ingolia et 

al., 2011). Comme la plupart des autres uORF, cette uORF de GIPC1 code pour une protéine 

de petite taille et donc instable et difficile à détecter en condition normale. Toutefois, cette 

uORF contient des répétitions CGG dont l’expansion dans l’OPDM2 conduit à l’expression 

d’une protéine contenant une suite d’acides aminés glycines, uGIPC1polyG, et donc de plus 

grande taille et probablement suffisamment stable pour s’accumuler et être potentiellement 

toxique. En conséquence, il reste à déterminer si cette nouvelle protéine uGIPC1polyG est 

observée chez les individus OPDM2, et si son expression peut récapituler les symptômes de 

cette maladie. 

 

3. Détection de la protéine uGIPC1polyG 

Dans le but de tester la présence de la protéine uGIPC1polyG chez les patients OPDM2, nous 

avons entrepris de développer des anticorps dirigés contre cette protéine. Nous avons purifié 

sous forme de protéine recombinante la protéine uGIPC1-Gly-GST-6His puis, le service 

d’anticorps monoclonaux de l’IGBMC l’a injectée dans des souris dans le but d'obtenir des 

hybridomes entre les lymphocytes B de ces souris et des cellules myéloïdes immortalisées 

Sp2/0.Agl4. Nous avons alors testé le surnageant de culture des différents clones obtenus contre 

la protéine uGIPC1polyG-GFP par immunofluorescence et, le clone 4H5 semble reconnaître 

spécifiquement les inclusions formées par cette protéine (Figure 54A). Nous souhaitons donc 

produire cet anticorps à plus grande échelle et collaborer avec des cliniciens spécialistes de 

l’OPDM afin de tester la présence de la protéine uGIPC1polyG dans des lames de muscles 

squelettiques de patients atteints de l’OPDM de type 2, en comparaison avec d’autres sous types 

de l’OPDM et/ou d’autre pathologies musculaires.  
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4. Modèle murin exprimant la protéine uGIPC1polyG 

Enfin, dans le but de tester la toxicité de la protéine uGIPC1polyG en modèle animal, nous 

avons développé avec l’aide de la plateforme de virus recombinant de l’IGBMC des AAV9 

codant soit pour la GFP, soit pour la protéine uGIPC1polyG-GFP, soit pour la protéine 

uN2CpolyG (responsable de NIID et de l’OPDM3). Nous avons alors injecté 1,5.1014 vg/kg de 

virus par voie rétro-orbitale chez des souris C57BL/6 WT dans le but de transduire l’ensemble 

des muscles squelettiques de ces animaux. A 3 mois post-injection, nous avons observé par 

immunofluorescence que la protéine uGIPC1polyG-GFP forme des inclusions intranucléaires 

et cytoplasmiques dans les fibres musculaires de ces souris (Figure 54B). De manière 

intéressante, des vacuoles sont aussi visibles chez la souris exprimant la protéine uGIPC1polyG, 

mais non chez les souris exprimant la GFP (Figure 54B). Il est à noter que ces inclusions et 

vacuoles reproduisent l’histopathologie typique des patients OPDM. Enfin, un suivi du 

phénotype de ces souris GFP, uGIPC1polyG et uN2CpolyG est en cours. Un mois après 

l’injection virale, aucune altération locomotrice obtenue par les tests de l’open field, du rotarod 

et du grip test n’a été observée (Figure 54C, 54D, 54E, 54F), mais nous espérons observer des 

altérations locomotrices à des temps de suivi plus long.  

En conclusion, nous avons montré que les répétitions CGG située dans la partie 5’UTR de 

GIPC1 sont traduites en une nouvelle protéine, potentiellement toxique, et contenant une suite 

de polyGlycine, que nous avons appelé uGIPC1polyG. Cette protéine est traduite en absence 

de codon d’initiation ATG canonique et nos analyses montrent que l’initiation de la traduction 

de cette protéine se fait à un codon non-canonique CTG situé en amont des répétitions CGG. Il 

est à noter que ce mécanisme rappelle nos résultats sur la traduction des répétitions GGGGCC 

en protéine polyGlycine-Alanine dans la sclérose latérale amyotrophique (Boivin et al., 2020). 

De même, dans la maladie FXTAS, une expansion de répétitions CGG dans le 5’UTR du gène 

FMR1 est traduite en une protéine polyGlycine grâce à une initiation de la traduction à un codon 

non canonique ACG situé avant les répétitions (Sellier et al., 2017). Ces données suggèrent que 

la traduction des répétitions en protéines toxiques à partir de codons d’initiation ressemblant à 

des ATG puisse être un nouveau mécanisme de pathogénicité dans les maladies génétiques à 

expansions.    
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La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la troisième maladie neurodégénérative la plus 

commune. Cette maladie dévastatrice est caractérisée par la mort des neurones moteurs 

supérieurs et inférieurs, conduisant à une atrophie et une paralysie musculaire fatale. La cause 

génétique la plus fréquente de SLA est une expansion de répétitions GGGGCC (G4C2) située 

dans le premier intron du gène C9ORF72. Ces répétitions induisent une diminution 

d’expression de la protéine C9ORF72, impliquée dans l’autophagie, et sont en parallèle 

traduites en protéines DPR toxiques, toutefois selon un mécanisme encore mal caractérisé.  

Mon travail de thèse a porté sur la traduction de ces répétitions. Des expériences de transfection 

cellulaires et de spectrométrie de masse montrent que les répétitions sens GGGGCC sont 

traduites en une protéine polyGlycine-Alanine à partir d’un codon CTG situé en amont des 

répétitions. Au contraire, les répétitions antisenses CCCCGG sont, elles, traduites en une 

protéine composée de polyGlycine-Proline grâce à un codon ATG situé en amont des 

répétitions. Des expériences complémentaires montrent que ces protéines s’expriment 

faiblement car elles sont constamment dégradées par autophagie. La protéine C9ORF72 

régulant l’autophagie (Sellier et al., 2016), nous avons donc testé s’il existait un lien entre le 

niveau d’expression de la protéine C9ORF72 et l’accumulation des protéines DPR. De façon 

intéressante, la déplétion par siARN de C9ORF72 conduit à une accumulation des protéines 

DPR polyGA et polyGP en modèle cellulaire. De plus, une mesure de la viabilité cellulaire 

montre une plus forte toxicité de ces protéines DPR lorsque la protéine C9ORF72 est déplétée. 

Enfin, l’utilisation de substances connues pour stimuler l’autophagie diminue la quantité de 

protéines DPR ainsi que leur toxicité, ouvrant ainsi une piste thérapeutique  

Ces résultats suggèrent un mécanisme de toxicité synergique, où la déplétion de la protéine 

C9ORF72 conduit à une autophagie sous-optimale, ce qui aboutit à l’accumulation et à une plus 

forte toxicité des protéines DPR.  
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Abstract

Expansion of G4C2 repeats within the C9ORF72 gene is the most

common cause of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and

frontotemporal dementia (FTD). Such repeats lead to decreased

expression of the autophagy regulator C9ORF72 protein. Further-

more, sense and antisense repeats are translated into toxic

dipeptide repeat (DPR) proteins. It is unclear how these repeats

are translated, and in which way their translation and the reduced

expression of C9ORF72 modulate repeat toxicity. Here, we found

that sense and antisense repeats are translated upon initiation at

canonical AUG or near-cognate start codons, resulting in polyGA-,

polyPG-, and to a lesser degree polyGR-DPR proteins. However,

accumulation of these proteins is prevented by autophagy.

Importantly, reduced C9ORF72 levels lead to suboptimal

autophagy, thereby impairing clearance of DPR proteins and

causing their toxic accumulation, ultimately resulting in neuronal

cell death. Of clinical importance, pharmacological compounds

activating autophagy can prevent neuronal cell death caused by

DPR proteins accumulation. These results suggest the existence of

a double-hit pathogenic mechanism in ALS/FTD, whereby reduced

expression of C9ORF72 synergizes with DPR protein accumulation

and toxicity.
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Introduction

With one individual affected in ~50,000 people, amyotrophic lateral

sclerosis (ALS) is the third most common neurodegenerative

disease. ALS is characterized by degeneration of both upper and

spinal motor neurons that leads to progressive skeletal muscle paral-

ysis, ultimately resulting in death from respiratory failure generally

3–5 years after age of onset. ALS patients can present significant

clinical, genetic, and histopathological overlaps with frontotemporal

dementia (FTD), a presenile dementia affecting frontal and temporal

brain regions (Lomen-Hoerth et al, 2002; Ringholz et al, 2005;

Neumann et al, 2006). Consequently, ALS and FTD are now consid-

ered as two extremes of a same disease continuum. This notion is

emphasized by the identification of an expansion of GGGGCC

(G4C2) repeats within the first intron of the C9ORF72 gene as the

most common inherited cause for both ALS and FTD in Caucasian

populations of northern Europe and North America (DeJesus-

Hernandez et al, 2011; Renton et al, 2011; Gijselinck et al, 2012;

Majounie et al, 2012).

Expanded G4C2 repeats are pathogenic through three main non-

exclusive mechanisms. First, transcripts containing expanded

repeats accumulate in RNA foci that recruit various RNA-binding

proteins, potentially altering their localization and functions

(Almeida et al, 2013; Donnelly et al, 2013; Lagier-Tourenne et al,

2013; Lee et al, 2013; Mizielinska et al, 2013; Cooper-Knock et al,

2014; Haeusler et al, 2014; Conlon et al, 2016, 2018). Second, sense

G4C2 and antisense C4G2 expanded repeats are repeat-associated

non-AUG (RAN) translated into dipeptide repeat (DPR)-containing

proteins, which form inclusions throughout the brain of patients

with C9-ALS/FTD (Ash et al, 2013; Gendron et al, 2013; Mori et al,

2013; Zu et al, 2013), as well as in mice expressing expanded G4C2

repeats (Chew et al, 2015; O’Rourke et al, 2015; Peters et al, 2015;

Jiang et al, 2016; Liu et al, 2016). Overexpression of DPR proteins

using artificial ATG codons for their translation initiation leads to

neurodegeneration in cell and animal models, notably through
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alteration of mitochondria (Dafinca et al, 2016; Lopez-Gonzalez

et al, 2016; Choi et al, 2019), DNA repair (Walker et al, 2017;

Lopez-Gonzalez et al, 2019), nuclear and nucleolar organization

(White et al, 2019; Zhang et al, 2019), and/or nucleocytoplasmic

transport (Kwon et al, 2014; May et al, 2014; Mizielinska et al,

2014; Wen et al, 2014; Zhang et al, 2015, 2016; Freibaum et al,

2015; Jovi�ci�c et al, 2015; Tao et al, 2015; Boeynaems et al, 2016;

Khosravi et al, 2017). Third, expanded G4C2 repeats promote DNA

epigenetic changes that lead to decreased expression of C9ORF72

mRNA and protein levels in C9-ALS/FTD individuals (DeJesus-

Hernandez et al, 2011; Gijselinck et al, 2012; Almeida et al, 2013;

Waite et al, 2014; van Blitterswijk et al, 2015; Xiao et al, 2015;

Saberi et al, 2017; Frick et al, 2018; Viodé et al, 2018). Interestingly,

knockdown of C9ORF72 expression in zebrafish or in human motor

neuron differentiated from iPS cells leads to some neuronal cell

dysfunctions and cell death (Ciura et al, 2013; Shi et al, 2018).

These results suggest that haploinsufficiency of C9ORF72 may play

a role in the pathogenesis of ALS/FTD. However, the absence of

neurodegeneration in mice knockout for C9orf72 argues against a

sole loss of function of C9ORF72 as a cause of ALS/FTD (Lagier-

Tourenne et al, 2013; Koppers et al, 2015; O’Rourke et al, 2016;

Atanasio et al, 2016; Burberry et al, 2016; Jiang et al, 2016; Sudria-

Lopez et al, 2016). Hence, the pathological consequences of

C9ORF72 reduced expression in ALS/FTD remain to be clarified.

Similarly, by which molecular mechanisms sense G4C2 and anti-

sense C4G2 repeats are translated, and how such translation modu-

lates repeat toxicity are key points that remain to be investigated.

Using constructs in which expanded repeats were embedded

within the natural C9ORF72 human sequence, we found that the

G4C2 sense repeats are mostly translated into poly(glycine–alanine)

(polyGA) and to a lesser extent into poly(glycine–arginine)

(polyGR)-containing proteins through initiation to near-cognate start

codons that are located upstream of the G4C2 repeats. Near-cognate

initiation codons are codons differing from the AUG sequence by

one base (CUG, GUG, UUG, ACG, AAG, etc.), but that can still initi-

ate translation provided they are embedded in a correct Kozak

consensus sequence (Kozak, 1989; Peabody, 1989). Moreover, we

found that the antisense C9ORF72 transcript containing expanded

C4G2 repeats is mostly translated into a poly(proline–glycine)

(polyPG)-containing protein using a canonical AUG start codon

embedded in a poor Kozak consensus sequence. As a result of their

non-optimal translation initiation, DPR proteins are expressed at

low levels and consequently present limited toxicity in neuronal

cells. Furthermore, accumulation of DPR proteins is prevented by

their constant degradation through autophagy. As the C9ORF72

protein regulates autophagy (Amick et al, 2016; Sellier et al, 2016;

Sullivan et al, 2016; Ugolino et al, 2016; Webster et al, 2016; Xiao

et al, 2016; Yang et al, 2016; Jung et al, 2017; Chitiprolu et al,

2018; Ho et al, 2019), we tested whether C9ORF72 modulates DPR

expression. Importantly, reduced expression of C9ORF72 increases

the accumulation and toxicity of DPR proteins expressed under their

natural sequences. Finally, we screened various pharmacological

compounds known to activate autophagy and found that mTOR

inhibitors and some phenothiazine derivatives, which are clinically

approved antipsychotic drugs known to activate autophagy in

neuronal cell culture (Tsvetkov et al, 2010), prevent the neuronal

cell death caused by the synergic toxicity of DPR protein accumula-

tion upon C9ORF72 reduced expression.

In conclusion, these results suggest an alternative molecular

mechanism to RAN translation that may explain production of DPR

proteins from C9ORF72 sense and antisense repeats. Furthermore,

these data support a double-hit mechanism in ALS/FTD, where the

reduced expression of C9ORF72 synergizes the accumulation and

toxicity of DPR proteins.

Results

Expanded sense G4C2 repeats are translated into polyGA

and polyGR

To assess translation of the sense GGGGCC repeats, we cloned 80

G4C2 repeats embedded within the natural human C9ORF72

sequence and fused these repeats to the GFP sequence in all three

possible frames (Fig EV1A). These frames were named according

to the DPR protein potentially encoded by the expanded G4C2

repeats, namely glycine–alanine (GA), glycine–proline (GP), and

glycine–arginine (GR). Cell transfection and immunoblotting

against the GFP indicated that expanded G4C2 repeats embedded

in the natural C9ORF72 sequence are predominantly translated into

the GA frame and with a much lower efficiency in the GR frame

(Fig 1A). In contrast, we found no or very limited translation of

the G4C2 repeats into the GP frame. Direct observation of the GFP

fluorescence confirmed marginal levels of polyPG (Fig EV1B),

excluding a potential bias of aggregation and insolubility that

would impair detection of this protein by immunoblotting. Further-

more, RT–qPCR quantification indicates similar levels of RNA

expression for polyGA, polyGP, and polyGR constructs, indicating

that the absence of polyGP at the protein level is not caused by a

lack of its expression at the RNA level (Fig EV1C). As a further

control, cell transfections of GFP-tagged polyGA, polyGP, and

polyGR expressed under artificial ATG start codons demonstrate

expression of all three DPR proteins by fluorescence (Fig EV1D)

and immunoblot analyses (Fig EV1E). Expression of polyGP into a

stable protein when using an artificial ATG start codon suggests

that its absence when using the natural C9ORF72 sequence is not

due to a bias of insolubility and/or rapid degradation of this

protein.

Next, we characterized the translation initiation sites of the

polyGA and polyGR proteins. Expanded G4C2 repeats embedded in

their natural C9ORF72 sequence were modified so that a lysine,

target of the LysC enzyme, is present downstream of three G4C2

repeats in the GA frame. Immunoprecipitation of the polyGA DPR

protein followed by LysC digestion and LC-MS/MS analysis

revealed a translation initiation to a CUG near-cognate codon

embedded in a correct Kozak consensus sequence and located 24

nucleotides upstream of the G4C2 repeats (Fig 1B). This CUG start

site of polyGA is identical to the one found in three other indepen-

dent studies (Green et al, 2017; Sonobe et al, 2018; Tabet et al,

2018). Mass spectrometry indicates that the initial amino acid of

the polyGA DPR protein is a methionine, suggesting that the CUG

codon is decoded by an initiator Met-tRNA despite imperfect

match. Mutation of this CTG codon into CTT abolished polyGA

DPR protein expression (Fig EV1F), confirming the importance of

this near-cognate codon for translation of the G4C2 repeats in the

GA frame. In contrast, mutation of the CTG codon into a canonical
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ATG start codon enhanced by fivefold to 10-fold expression of

polyGA (Fig EV1G), highlighting the weak translation initiation

efficiency of the natural C9ORF72 sequence. As a control, RT–

qPCR quantification shows that mutation of the CTG start codon

does not modify polyGA expression at the RNA level (Fig EV1H),

Next, cell transfection of various lengths of G4C2 repeats (3×, 20×,

and 80×) fused to the GFP in the GA frame indicated that transla-

tion occurs with expanded G4C2 repeats of any lengths (Fig 1C).

In contrast, fusion of G4C2 repeats to a smaller HA-tag (9 amino

acids, ~1 kDa) in the GA frame resulted in detection of polyGA

with expanded (80×) G4C2 repeats, but only trace of proteins with

3 or 20 G4C2 repeats (Fig 1D). This is likely caused by the rapid

degradation of these small proteins, as inhibition of the protea-

some and autophagy degradation pathways allowed detection of

the polyGA protein with 20 G4C2 repeats (Fig EV1I). These results

suggest that translation initiation occurs at a CUG near-cognate

codon in the GA frame independently of the length of the G4C2

repeats. However, in absence of an expansion, the resulting

protein is small and unstable, impairing its detection in normal

conditions. In contrast, repeat expansion or fusion of the repeat to

a large tag, such as the GFP protein, results in expression of a

stable and detectable polyGA DPR protein.

Translation initiation of polyGA to a near-cognate start codon

questions whether a similar mechanism may occur for polyGP

and polyGR. However, in the GP frame a stop codon is located

just before the G4C2 repeats, preventing expression of a polyGP

protein from any upstream putative near-cognate initiation

codons. Concerning the polyGR DPR protein, mass spectrometry

failed to identify its N-terminus, but its expression is likely to be

dependent of a near-cognate initiation mechanism as mutation of

an AGG near-cognate codon located just upstream of the G4C2

repeats and in the GR frame impairs expression of this protein

(Fig 1E). As a control, mutation of this AGG codon does not

affect RNA expression (Fig EV1J). This AGG codon is located just

before the repeats, leading to a methionine adjacent to the GR

repeats, which may explain why we failed to identify it by mass

spectrometry. Of interest, translation initiation at this AGG near-

cognate codon is weak and results in limited expression of

polyGR compared to polyGA (Fig 1A). To summarize this first

part, translation initiation at either a CUG or an AGG near-

cognate codon is predicted to result in a polyGA or a polyGR

DPR protein, which is composed of a short N-terminus of either 8

or 1 amino acids, followed by a central repeated glycine–alanine

or glycine–arginine stretch which length corresponds to the

number of expanded G4C2 repeats and a C-terminus ending in

either C9ORF72 intron 2 or exon 2 according to splicing or reten-

tion of intron 2 (Fig 1F).

Expanded antisense C4G2 repeats are translated into polyPG

The C9ORF72 gene is transcribed in both sense and antisense direc-

tions. To assess the translation of the antisense CCCCGG repeats,

we cloned one hundred C4G2 repeats, embedded within the natural

human C9ORF72 antisense sequence, and fused to a HA-tag in all

three possible frames, namely proline–alanine (PA), proline–glycine

(PG), and proline–arginine (PR). Cell transfection and immunoblot-

ting against the HA-tag indicated that expanded C4G2 repeats

embedded in the antisense C9ORF72 sequence are predominantly

translated into the PG frame (Fig 2A). Fusion of the C4G2 repeats in

all three frames to the GFP followed by cell transfection and direct

observation of the GFP fluorescence confirmed that translation

occurs mostly in the PG frame (Fig EV2A). As a control, RT–qPCR

analysis indicates similar RNA levels of polyPA, polyPG, and polyPR

(Fig EV2B). Furthermore, polyPA and polyPR proteins are correctly

expressed when cloned downstream of artificial ATG start codons

(Fig EV2C and D), excluding that the non-detection of these

proteins is caused by a potential bias of protein insolubility and/or

instability.

As C4G2 repeats appear to be translated mostly into polyPG, we

next investigated the translation initiation mechanism of this

protein. HA immunoprecipitation followed by LysC digestion and

LC-MS/MS analysis revealed translation initiation to a canonical

AUG start codon located 195 nucleotides upstream of the repeats

(Fig 2B). Deletion of the C9ORF72 antisense sequence containing

this initiation codon abolished polyPG expression (Fig EV2E),

demonstrating the importance of this initiation sequence for polyPG

translation. As a control, RT–qPCR indicated that deletion of the

sequence containing this ATG does not alter RNA expression

(Fig EV2F). Of interest, this AUG start codon is located in a poor

Kozak sequence and its mutation into a consensus Kozak sequence

enhanced expression of the polyPG protein by threefold to fivefold

(Fig EV2G). Consistent with translation starting before the repeats,

expression of polyPG fused to the GFP is independent of the C4G2

expansion size (Fig 2C). In contrast, fusion of expanded (100×) or

non-expanded (10×) C4G2 repeats to the small HA-tag resulted in a

detectable polyPG protein only with 100 G4C2 repeats (Fig 2D). The

absence of detection of the small polyPG protein with 10 C4G2

repeats fused to the HA-tag is likely due to its instability and rapid

turnover as inhibition of the proteasome and autophagy degradation

pathways allowed its accumulation and detection (Fig EV2H). These

data indicate that the polyPG DPR protein is translated through initi-

ation to a canonical AUG start codon, independently of the repeats.

However, in the absence of a C4G2 expansion, the resulting polyPG

protein is small and likely too unstable to be significantly observed

in control conditions. In contrast, either expansion of the repeats or

◀
Figure 1. Expanded G4C2 repeats are translated into polyGA and polyGR.

A Immunoblotting against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 80 G4C2 repeats embedded in the human sense

C9ORF72 and fused in all three possible frames with the GFP deleted of its ATG.

B LC-MS/MS spectra of the N-terminal part of the GFP-immunoprecipitated and LysC-digested polyGA protein expressed as in (A).

C, D Immunoblotting against the GFP- (C) or the HA-tag (D) or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 3, 20 or 80 G4C2 repeats

embedded in the human sense C9ORF72 sequence fused to the GFP in the GA frame.

E Immunoblotting against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected with either a wild-type or a mutant (AGG into CGG) construct

containing 80 G4C2 repeats embedded in sense C9ORF72 fused to the GFP in the GR frame.

F Scheme of human C9ORF72 sense transcript with intron 1 retained. Expanded G4C2 repeats, CUG and AGG near-cognate initiation codons, and polyGA and polyGR

ORFs are indicated in red. C9ORF72 ORF is indicated in blue.
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fusion to the GFP protein increases the size and the stability of this

protein, enabling its detection. In summary, antisense C4G2 repeats

are translated into a polyPG protein, which is predicted to be

composed of a N-terminus of 65 amino acids rich in proline and

arginine, a central repeated proline–glycine stretch which length

corresponds to the number of expanded C4G2 repeats and a stop

codon located just after the repeats (Fig 2E).

Decreased expression of C9ORF72 synergizes DPR protein toxicity

Next, we tested the toxicity of the polyGA, polyPG, and polyGR DPR

proteins expressed under their natural sense or antisense C9ORF72

human sequences. Consistent with their low expression, their trans-

fection into neuronal cells resulted in low toxicity with only 10–

20% of neuronal cell death (Fig 3A). This toxicity is likely due to

translation of the repeats into DPR proteins and not caused by G4C2

or C2G4 RNA toxicity, as mutation or deletion of DPR protein initia-

tion codons (CTG for polyGA, AGG for polyGR, and ATG for

polyPG) resulted in negligible cell death (Fig 3A). As positive

controls, transfection of polyGA, polyPG, and polyGR cloned down-

stream of canonical ATG start codons embedded in consensus

Kozak sequences (gccATGg) resulted in higher DPR protein expres-

sion (Figs EV1C and EV2C) and consequently in higher neuronal

cell toxicities, especially for polyGR (Fig 3A). These results are simi-

lar to the toxicity reported for DPR proteins driven by artificial ATG

start codons and where polyGR are more toxic than polyGA or

polyGP (May et al, 2014; Mizielinska et al, 2014; Yamakawa et al,

2015; Lopez-Gonzalez et al, 2016, 2019; Schludi et al, 2017; Zhang

et al, 2018; Choi et al, 2019). DPR proteins form protein aggregates

that are degraded by autophagy (Cristofani et al, 2018). Indeed,

bafilomycin A1-mediated inhibition of autophagy enhances the

accumulation of DPR proteins (Figs 3C and D, and EV3A and B). As

the C9ORF72 protein regulates autophagy and as C9ORF72 protein

expression is reduced in neuronal tissue from C9-positive ALS/FTD

individuals, we tested whether decreased expression of C9ORF72

may modulate the expression and toxicity of DPR proteins.

Immunoblotting indicated that siRNA-mediated depletion of

C9ORF72 expression leads to an accumulation of polyGA, polyPG,

and polyGR DPR proteins expressed under their natural start codons

(Fig 3B–D). However, DPR accumulation upon partial decreased

expression of C9ORF72 was milder compared to the complete block

of autophagy induced by bafilomycin treatment (Fig 3C and D).

These results are consistent with C9ORF72 decreased expression

causing only a partial alteration of autophagy (Sellier et al, 2016). In

that aspect, siRNA-mediated depletion of C9ORF72 impaired the

recruitment of the P62/SQSTM1 autophagy adaptor protein to

polyGA aggregates (Fig EV3C). As a control, decreased expression

of C9ORF72 does not modify co-localization of ubiquitin with

polyGA inclusions (Fig EV3D). These data suggest that C9ORF72

plays an early role in autophagy at the step of autophagosome

formation. Furthermore, siRNA-mediated depletion of C9ORF72

leads to increased lysosomal labeling (Fig EV3E). As a control,

endosome labeling is not altered by decreased expression of

C9ORF72 (Fig EV3F). These observations are consistent with recent

reports showing a role of the C9ORF72/SMCR8 complex at lyso-

somes (Amick et al, 2016; Sullivan et al, 2016; Corrionero &

Horvitz, 2018; Lan et al, 2019), and suggest a complex function of

C9ORF72 both at early and at late steps of the autophagic process.

As decreased expression of C9ORF72 promotes DPR protein accu-

mulation, we then tested whether C9ORF72 may modulate DPR toxi-

city. Importantly, reduced expression of C9ORF72 substantially

increased the neuronal cell death induced by polyGA, polyPG, and

polyGR DPR proteins expressed under their natural start codons

(Fig 3E). Of technical interest, toxicity induced by expression of

polyGA, polyPG, and polyGR proteins expressed under artificial

ATG start codons was less sensitive to C9ORF72 loss, probably due

to the already high expression and toxicity of these ATG-driven DPR

proteins (Fig 3E). As negative controls, no toxicity was observed

when the number of G4C2 repeats was reduced to control size or

when DPR protein start codons (CUG for polyGA, AGG for polyGR,

or AUG for polyPG) were deleted (Fig 3E). These controls indicate

that G4C2 and C4G2 expanded repeats are likely not overly toxic at

the RNA level. Furthermore, these results suggest a double-hit

mechanism where the decreased expression of C9ORF72 synergizes

the toxicity of DPR proteins expressed under their natural start

codons.

Drugs activating autophagy reduce DPR protein accumulation

and toxicity

Autophagy is a highly regulated cellular process amendable to

drug treatment (Rubinsztein et al, 2012; Galluzzi et al, 2017).

Thus, we tested whether drugs known to activate autophagy may

bypass C9ORF72 decreased expression and correct DPR protein

aggregation and toxicity. The compounds tested included Torin1,

KU0063794, and rapamycin, which are well-characterized mTOR

inhibitors and thus activators of autophagy, and various phenoth-

iazine derivatives, which are clinically approved antipsychotic

drugs known to activate autophagy in neuronal cell culture

(Tsvetkov et al, 2010). Interestingly, addition of not only Torin1,

but also to a lesser extent either promethazine, chlorpromazine,

or fluphenazine, decreases the accumulation of polyGA and

polyPG DPR proteins expressed under their natural start codons

(Fig 4A and B). These compounds can also decrease accumulation

of a polyGA-GFP-tagged protein expressed under an artificial ATG

start codon (Fig EV4A and B). Direct observation of the GFP fluo-

rescence confirmed that these compounds decrease the accumula-

tion of polyGA protein aggregates (Fig EV4C). Next, we tested

◀
Figure 2. Expanded C4G2 repeats are translated into polyPG.

A Immunoblotting against the HA-tag or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 100 C4G2 repeats embedded in the human

antisense C9ORF72 and fused in all three possible frames with a HA-tag.

B LC-MS/MS spectra of the N-terminal part of the HA-immunoprecipitated and LysC-digested polyPG protein expressed as in (A).

C, D Immunoblotting against the GFP- (C) or the HA-tag (D) or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 3, 10, or 100 C4G2 repeats

embedded in the human antisense C9ORF72 sequence fused to the GFP in the PG frame.

E Scheme of human antisense C9ORF72 transcript. Expanded C4G2 repeats, AUG initiation codon, and polyPG ORF are indicated in red.
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whether boosting autophagy may correct the toxicity of DPR

protein expression. As inhibiting mTOR has many adverse conse-

quences in animals (Zhang et al, 2011), we focused on phenoth-

iazine derivatives, which are clinically approved drugs.

Importantly, addition of promethazine alleviated neuronal cell

death caused by the synergic toxicity caused by DPR protein

accumulation upon C9ORF72 reduced expression (Fig 4C). More-

over, promethazine was also able to reduce cell death caused by

expression of polyGA under an artificial ATG start codon

(Fig EV4D). Overall, these results suggest that modulating autop-

hagy could be of therapeutic interest in ALS/FTD to prevent the

toxic accumulation of DPR proteins.
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Discussion

An expansion of G4C2 repeats within the first intron of the C9ORF72

gene is the main genetic cause of ALS/FTD (DeJesus-Hernandez

et al, 2011; Renton et al, 2011). Sense and antisense transcripts

containing these repeats are RAN-translated into toxic DPR proteins

(Ash et al, 2013; Gendron et al, 2013; Mori et al, 2013; Zu et al,

2013), which is a major pathogenic event in cell and animal models

of ALS/FTD (Tran et al, 2015; Jiang et al, 2016; Liu et al, 2016;

Moens et al, 2018). However, the molecular mechanisms by which

expanded sense G4C2 and antisense C4G2 repeats are translated

remain to be fully characterized.

Using repeats embedded in their natural human sequences, we

found that expanded antisense C4G2 repeats are mostly translated

into polyPG through initiation to a canonical AUG start codon

located upstream of the repeats. In contrast, sense G4C2 repeats are

translated mostly into polyGA and to a lesser extent into polyGR,

through initiation to a CUG and an AGG near-cognate codon, respec-

tively. In support of these results, translation initiation of polyGA

from the exact same CUG near-cognate codon was independently

identified in three other studies (Green et al, 2017; Sonobe et al,

2018; Tabet et al, 2018), and deletion of the sequence containing

this CUG codon abolishes polyGA expression in neurons differenti-

ated from C9-iPS cells with ~1,000 G4C2 repeats (Almeida et al,

2019). Of interest, expanded CGG repeats in the neurodegenerative

disease fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS) are

also translated into a toxic protein (FMRpolyGlycine) through initia-

tion to a near-cognate start codon located upstream of the repeats

(Todd et al, 2013; Kearse et al, 2016; Sellier et al, 2017). Near-

cognate initiation codons are codons differing from the AUG

sequence by one base, but that can still initiate translation provided

they are embedded in a correct Kozak sequence (Kozak, 1989;

Peabody, 1989). Ribosome profiling demonstrated that initiation to

near-cognate codons is more common than previously thought and

may occur in up to ~30% of mammalian genes (Ingolia et al, 2011;

Fritsch et al, 2012). These data suggest that translation initiation at

near-cognate codons located upstream of the repeats could be a

common pathogenic mechanism in microsatellite expansion

diseases, a hypothesis that may warrant further investigations (Gao

et al, 2017). However, translation initiation at near-cognate codons

should occur independently of the presence of downstream repeats,

but DPR proteins are observed only in carriers of G4C2 repeat

expansions and not in control individuals. Of interest, we noted that

in the absence of an expansion, translation does indeed occur, but

the resulting proteins are small and unstable and consequently

hardly detectable. In contrast, repeat expansion increases the size

and the stability of these DPR proteins, enabling their detection. As

a note of caution, our experiments are based on cell transfection

with constructs containing a limited number of repeats. Thus, it

remains to test whether larger expansions would employ a different

mechanism of translation, notably RAN translation initiating directly

within the repeats and/or translation frameshifting. In that aspect,

G4C2 repeat translation frameshift from the GA frame, initiated at

the CUG near-cognate codon, to the GP and GR frames was recently

reported in cell transfection assays (Tabet et al, 2018). However,

deletion of this CUG codon abolishes polyGA translation, but does

not affect polyGP and polyGR expression in C9-iPS cells (Almeida

et al, 2019). Similarly, we found only trace amounts of polyGP

expressed from the sense G4C2 repeats, suggesting a very low rate

of frameshifting from the GA frame to the GP frame. However, this

could be due to the lower sensitivity of our assay (immunoblotting)

compared to the more sensitive nanoluciferase and in vitro transla-

tion assays used in Tabet et al In summary, we found that DPR

proteins are produced through a classic mechanism of translation

initiation at canonical AUG or near-cognate codons located

upstream of the sense and antisense repeats, leading to expression

of polyPG, polyGA, and, to a lesser degree, polyGR DPR proteins.

Importantly, this expression pattern is similar to the one observed

in patient tissues where inclusions of polyGA and polyGP/PG

proteins are commonly observed, while fewer aggregates of polyGR

are detected (Mackenzie et al, 2015; Davidson et al, 2016; Lee et al,

2017; Saberi et al, 2017).

A second important point of the present work is the synergic

toxicity between C9ORF72 reduced expression and DPR protein

expression (model presented in Fig 5). Indeed, we found that DPR

proteins expressed under their natural sequences caused only

limited toxicity, which is consistent with their limited expression.

Mutation of their near-cognate codons into AUG canonical start

codons enhanced both DPR protein expression and toxicity, espe-

cially for the polyGR DPR protein, as consistently reported in vari-

ous recent studies (Lopez-Gonzalez et al, 2016, 2019; Zhang et al,

2018; Choi et al, 2019). Conversely, deletions of these DPR initiation

codons abolished neuronal cell death, suggesting that expanded

repeats cause little toxicity at the RNA level and that RAN transla-

tion initiating within the repeats is not sufficiently efficient to drive

toxicity, at least with the limited number of repeats used in the

◀
Figure 3. Decreased expression of C9ORF72 synergizes DPR protein toxicity.

A Cell viability (TO-PRO-3 FACS staining) of GT1-7 neuronal cells transfected for 24 h with either wild-type or indicated mutant constructs containing either 80 G4C2

repeats or 100 C4G2 repeats embedded in sense or antisense C9ORF72 fused to the GFP in the GA, PG, or GR frame.

B Immunoblotting against the GFP, endogenous C9ORF72, or the GAPDH of proteins extracted from Neuro2A cells transfected for 24 h with 80 G4C2 repeats embedded

in the human sense C9ORF72 sequence fused to the GFP in the GA frame and with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA.

C Immunoblotting against the HA-tag, endogenous C9ORF72, or GAPDH of proteins extracted from Neuro2A cells transfected for 24 h with 100 C4G2 repeats embedded

in the human antisense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the PG frame and with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA or treated with

bafilomycin A1 for 15 h.

D Immunoblotting against the HA-tag, endogenous C9ORF72, or GAPDH of proteins extracted from Neuro2A cells transfected for 24 h with 80 G4C2 repeats embedded

in the human sense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the GR frame and with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA or treated with

bafilomycin A1 for 15 h.

E Cell viability (TO-PRO-3 FACS staining) of GT1-7 neuronal cells co-transfected for 24 h with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA and wild-type

or mutant constructs containing either 80 G4C2 repeats or 100 C4G2 repeats embedded in sense or antisense C9ORF72 fused to the GFP in the GA, PG, or GR frame.

Data information: Error bars indicate s.e.m. Student’s t-test, *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. n = 5 independent transfection.
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Figure 4. Promethazine reduces DPR protein accumulation and toxicity.

A Left panel, immunoblotting against the HA-tag or the GAPDH of proteins extracted from Neuro2A cells transfected for 24 h with a construct expressing 80 G4C2

repeats embedded in the human sense C9ORF72 sequence fused to a HA in the GA frame and treated with 10 lM of the indicated compound for 15 h. Right panel,

quantification of polyGA expression relative to the GAPDH.

B Left panel, immunoblotting against the HA-tag or the GAPDH of proteins extracted from Neuro2A cells transfected for 24 h with a construct expressing 100 C4G2

repeats embedded in the human antisense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the PG frame and treated with 10 lM of the indicated compound for 15 h. Right

panel, quantification of polyPG expression relative to the GAPDH.

C Cell viability (TO-PRO-3 FACS staining) of GT1-7 neuronal cells treated with 1, 3, or 10 lM of promethazine and co-transfected for 24 h with either a control siRNA or

a siRNA targeting C9orf72 mRNA and a construct expressing either 80 G4C2 repeats or 100 C4G2 repeats embedded in sense or antisense C9ORF72 fused to the GFP

in the GA or PG frame.

Data information: Error bars indicate s.e.m. Student’s t-test, **P < 0.01, and ***P < 0.001. n = 5 independent transfection.
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present study. Of interest, accumulation and thus toxicity of DPR

proteins expressed under their weak natural initiation codons are

prevented by their constant degradation, notably by autophagy, a

pathway regulated by the C9ORF72 protein. As reduced expression

of C9ORF72 leads to suboptimal autophagy and as expression of

C9ORF72 is decreased in brain tissues of C9-positive ALS/FTD indi-

viduals, we tested whether reduced expression of C9ORF72 may

modulate DPR protein accumulation and toxicity. Importantly,

decreased expression of C9ORF72 increases the accumulation and

thus the toxicity of polyGA, polyGR, and polyPG DPR proteins

expressed under their native sequences. These data suggest that the

sole reduction of C9ORF72 protein levels or the sole expression of

DPR proteins under their native weak initiation codons may not be

sufficient to drive pathogenicity in isolation. In contrast, expanded

repeats in ALS/FTD may be pathogenic through a double-hit mecha-

nism where the suboptimal autophagy due to C9ORF72 reduced

expression may enhance the accumulation and toxicity of DPR

proteins expressed under their natural sequences. These results are

reminiscent of stress conditions that increase expression and toxicity

of DPR proteins (Green et al, 2017; Cheng et al, 2018; Sonobe et al,

2018; Westergard et al, 2019). Our results are also consistent with

the decreased expression of C9ORF72 that synergizes the toxicity of

expanded G4C2 repeats in C9-BAC transgenic mice (Shao et al,

2019) or that enhances the toxicity of DPR proteins expressed under

artificial ATG start codons in neurons differentiated from C9-iPS

cells (Shi et al, 2018). Interestingly, a model where both loss of

C9ORF72 and expression of DPR proteins are required to observe

neuronal cell death is consistent with the absence of neurodegenera-

tion in BAC transgenic mice expressing DPR proteins from their

natural sequences but with normal levels of C9orf72 (O’Rourke

et al, 2016; Peters et al, 2015), as well with the absence of a

neuronal phenotype in mice knockout for C9orf72 but without DPR

protein expression (Lagier-Tourenne et al, 2013; Koppers et al,

2015; O’Rourke et al, 2016; Atanasio et al, 2016; Burberry et al,

2016; Jiang et al, 2016; Sudria-Lopez et al, 2016). Furthermore, this

double-hit mechanism is supported by the association of C9ORF72

mRNA decreased levels with patient survival (van Blitterswijk et al,

2015), and by the absence of clinical symptoms in individuals with

a limited (30 to 70 repeats) number of G4C2 repeats, who show

inclusions of DPR proteins but normal levels of the C9ORF72 protein

(Gami et al, 2015; McGoldrick et al, 2018).

Finally, our study provides an additional proof of concept that

modulating autophagy may be of therapeutic interest in ALS/FTD.

Indeed, previous studies have shown that stimulating autophagy is

beneficial in SOD1, FUS, and TDP-43 cell or animal models of ALS

(Hetz et al, 2009; Crippa et al, 2010; Wang et al, 2012; Castillo et al,

2013; Barmada et al, 2014; Perera et al, 2017; Marrone et al, 2018,

2019). In agreement with these works, we found that compounds

known to induce autophagy, notably promethazine, are able to

bypass the reduced expression of C9ORF72 and can promote the

clearance of DPR proteins, thus reducing their toxicity. Promet-

hazine is a sedative and antihistamine drug with antipsychotic

effects that belongs to a class of phenothiazine derivatives known to

activate autophagy in neuronal cell cultures (Tsvetkov et al, 2010).

Interestingly, these compounds ameliorate neuronal cell dysfunc-

tions and prevent neuronal cell death in SOD1, TDP-43, and FUS

cellular and animal models of ALS (Barmada et al, 2014; Patten

et al, 2017; Marrone et al, 2018, 2019). Furthermore, pimozide, a

phenothiazine derivative related to promethazine, displayed some

promising effects in a short randomized clinical trial of sporadic

ALS (Patten et al, 2017). These results support the need for further

investigations of autophagy activators in ALS/FTD.

In conclusion, these results suggest a model where the sole loss

of C9ORF72 or the sole expression of DPR proteins under their

native sense or antisense sequences is not sufficient to be patho-

genic in isolation. In contrast, neuronal cell loss in ALS/FTD may

result from a double-hit mechanism where the suboptimal autop-

hagy due to the reduced expression of C9ORF72 may synergize toxi-

city of other stress, notably the accumulation of toxic DPR proteins

translated from their weak natural initiation codons (Fig 5). Of clini-

cal importance, this double-hit mechanism can be prevented by

pharmaceutical compounds enhancing autophagy.

Materials and Methods

Constructions

Human sense C9ORF72 sequence containing 80 G4C2 repeats inter-

rupted by NheI, HindIII, BamHI, and EcoRI restrictions sites was

cloned into pcDNA3.1 fused to a HA-tag or the GFP deleted of its

ATG in all three frames. Human antisense C9ORF72 sequence

containing 360 nts upstream of 100 C4G2 repeats was cloned into

pcDNA3.1 fused to a HA-tag or the GFP deleted of its ATG in all

three frames. Mutations of size of the repeats, of initiation codons,

Figure 5. Model of C9ORF72 loss-of-function and DPR

gain-of-function toxicity.

Expanded sense G4C2 and antisense C4G2 repeats are translated into polyGA,

polyGR, and polyPG DPR proteins through initiation to near-cognate codons or a

cognate ATG codon embedded in a poor Kozak sequence. Concomitantly,

expanded G4C2 repeats promote epigenetic DNA changes that inhibit promoter

1b activity, ultimately resulting in decreased expression of the C9ORF72 protein.

Reduced expression of C9ORF72 leads to suboptimal autophagy that promotes

the toxic accumulation of polyGA, polyGR, and polyPG DPR proteins, ultimately

resulting in neuronal cell death.
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or of Kozak sequences were achieved by oligonucleotide ligations.

To insure stability of the expanded repeats, all plasmids were trans-

formed into STBL3 bacterial strain (Invitrogen) and grown at room

temperature (22°C).

Immunofluorescence

Coverslip were incubated for 15 min in PBS with 4% paraformalde-

hyde, washed with PBS, and incubated in PBS plus 0.5% Triton X-

100 during 10 min. The cells were washed three times with PBS,

and the coverslips were incubated during 1 h with primary antibody

against ubiquitin (ab134953, Abcam), EEA1 (ab109110, Abcam),

M6PR (ab124767, Abcam), and P62/Sqstm1 (ab56416, Abcam).

After washing with PBS, the coverslips were incubated with a goat

anti-mouse or anti-rabbit secondary antibody conjugated with Alexa

488 or CY3 (Interchim SA) for 1 h, washed twice with PBS, and

incubated for 3 min in PBS/DAPI (1/10,000 dilution). Coverslips

were rinsed twice before mounting in Pro-Long media (Molecular

Probes) and were examined using a Leica microscope.

Cell cultures, transfections, treatments, and viability assay

Neuronal GT1-7 cells were grown in DMEM 4.5 g/l glucose with

10% fetal calf serum, gentamicin, and penicillin at 37°C in 5% CO2.

HEK293 cells were growth in DMEM 1 g/l glucose with 10% FCS

and gentamicin at 37°C in 5% CO2. For transfection, cells were

plated in DMEM and 0.1% fetal bovine serum and transfected for

24 h using Lipofectamine 2000 (Fisher Scientific) and/or RNAiMAX

(Fisher Scientific) with either control siRNA or siRNA against

C9orf72 (ON-TARGETplus, Dharmacon). After 1–3 days, neurons

were analyzed by FACS analysis for viability or by immunofluores-

cence or Western blotting. Cells were treated with 100 nM of bafilo-

mycin A1, 1 lM MG132, or the indicated concentration of drug

(Sigma) during 15 h before analysis. For cell viability, cells were

detached by scraping and resuspended in PBS. TO-PRO-3 iodide

(Fisher Scientific, T-3605) was added at 20 nM to each sample and

gently mixed just prior to analysis, and 30,000 cells were FACS-

analyzed.

Western blotting

Proteins were denatured 3 min at 95°C, separated on 4–12% Bis-

Tris Gel (NuPAGE), transferred on nitrocellulose membranes (What-

man Protran), blocked with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered

saline (TBS) buffer, incubated with anti-GFP (ab290, Abcam), HA

(ab130275, Abcam), C9ORF72 (3H10, homemade), and GAPDH

(ab125247, Abcam) in TBS plus 5% non-fat dry milk, washed three

times, and incubated with anti-rabbit or mouse peroxidase antibody

(1:10,000, Cell Signaling) 1 h in TBS, followed by washing and ECL

chemiluminescence revelation (Amersham ECL Prime).

Mass spectrometry analysis

HEK293 cells were transfected with HA- or GFP-tagged plasmid

using Lipofectamine 2000 (Fisher Scientific) for 24 h. Proteins were

purified by immunoprecipitation against the HA or GFP, separated

on 4–12% Bis-Tris Gel (NuPAGE), and visualized by Coomassie

blue staining. Gel bands were excised and subjected to in-gel

reduction in 10 mM DTT in 100 mM NH4HCO3 (Sigma-Aldrich) for

1 h at 57°C, alkylated for 45 min in the dark with 55 mM iodoac-

etamide in 100 mM NH4HCO3 (Sigma-Aldrich), washed in 25 mM

NH4HCO3, dehydrated with acetonitrile, and dried in SpeedVac 5301

Concentrator (Eppendorf). Then, the gel pieces were rehydrated

with 12.5 ng/ll LysC solution (Promega) in 50 mM NH4HCO3 and

incubated overnight at 37°C. The peptides were extracted twice with

acetonitrile/water/formic acid—45/45/10, v/v/v followed by a final

extraction with acetonitrile/formic acid (FA)—95/05, v/v. Extracted

peptides were then analyzed using an Ultimate 3000 nano-RSLC

(Thermo Scientific) coupled in line with an Orbitrap ELITE (Thermo

Scientific). Peptides were separated on a C18 nanocolumn with a

linear gradient of acetonitrile and analyzed within a Top 20 colli-

sion-induced dissociation data-dependent mass spectrometry with

an inclusion list. Data were processed by database searching using

SequestHT (Thermo Fisher Scientific) with Proteome Discoverer 1.4

software (Thermo Fisher Scientific) against a homemade database

of all potential three frames translated proteins or peptides from the

human C9ORF72 sense and antisense sequences. Precursor and frag-

ment mass tolerance were set at 7 ppm and 0.5 Da, respectively.

Oxidation (M) and N-terminal acetylation were set as variable modi-

fication, and carbamidomethylation (C), as fixed modification.

Peptides were filtered with the fixed value node of Proteome Discov-

erer 1.4.

RT–qPCR

RT–qPCR analyses were performed using the Transcriptor Reverse

Transcriptase Kit (Roche) and the QuantiTect SYBR Green PCR Kit

(Qiagen) in a LightCycler 480 (Roche) with 15 min at 94°C followed

by 50 cycles of 15 s at 94°C, 20 s at 58°C, and 20 s at 72°C using

aagttcatctgcaccaccg (fwd) and ttctgctggtagtggtcggcg (rev) primers to

quantify the GFP expression, with RPLP0 mRNA as standard

(fwd: gaagtcactgtgccagccca, rev: gaaggtgtaatccgtctcca). Data were

analyzed using LightCycler 480 analysis software and the 2DCt

method.

Statistical analysis

All cell experiments are represented as average � standard error of

mean (s.e.m.) with significance determined using Student’s t-test.

Data availability

The data that support the findings of this study are available within

the article and its supplementary information files or from the corre-

sponding authors on reasonable request.

Expanded View for this article is available online.
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Expanded View Figures

▸
Figure EV1. Expanded G4C2 repeats are translated into polyGA.

A Scheme and sequence of the human C9ORF72 sense transcript with 80 G4C2 repeats fused to the eGFP in the three possible frames and cloned into the pcDNA3.1

plasmid.

B, C Fluorescence (B) and RT–qPCR (C) GFP analyses of HEK293 cells transfected for 24 h with 80 G4C2 repeats embedded in the human sense C9ORF72 sequence and

fused in all three possible frames with the GFP deleted of its ATG.

D, E GFP expression (D) and immunoblotting (E) analysis of HEK293 cells transfected for 24 h with constructs expressing either polyGA, polyGP, or polyGR expressed

under an artificial ATG start codon and fused to the GFP.

F Immunoblotting against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with either a wild-type or a mutant (CTG into CTT)

construct containing 80 G4C2 repeats embedded in sense C9ORF72 fused to the GFP in the GA frame.

G Immunoblotting against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with either a wild-type or a mutant (CTG into ATG)

construct containing 80 G4C2 repeats embedded in sense C9ORF72 fused to the GFP in the GA frame.

H RT–qPCR analysis of GFP expression of HEK293 cells transfected for 24 h with either wild-type or mutant (CTG into CTT or ATG) constructs containing 80 G4C2

repeats embedded in sense C9ORF72 fused to the GFP in the GA frame.

I Immunoblotting against the HA-tag or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 20 G4C2 repeats embedded in the human

sense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the GA frame and treated or not with MG132 and/or bafilomycin A1 for 15 h.

J RT–qPCR analysis of GFP expression of HEK293 cells transfected for 24 h with either wild-type or mutant (AGG into CGG) constructs containing 80 G4C2 repeats

embedded in sense C9ORF72 fused to the GFP in the GR frame.
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▸
Figure EV2. Expanded C4G2 repeats are translated into polyPG.

A, B Fluorescence (A) and RT–qPCR (B) GFP analyses of HEK293 cells transfected for 24 h with 100 C4G2 repeats embedded in the human antisense C9ORF72 sequence

and fused in all three possible frames with the GFP deleted of its ATG.

C, D GFP expression (C) and immunoblotting (D) analysis of HEK293 cells transfected for 24 h with constructs expressing either polyPA or polyPR expressed under an

artificial ATG start codon and fused to the GFP. Fluorescence of ATG-polyGP from Fig EV1D is shown as control.

E Immunoblotting against HA or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with either a wild-type or a mutant (∆ATG) construct

containing 100 C4G2 repeats embedded in the antisense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the PG frame.

F RT–qPCR GFP expression analysis of HEK293 cells transfected for 24 h with either a wild-type or a mutant (∆ATG) construct containing 100 C4G2 repeats

embedded in the antisense C9ORF72 sequence fused to the GFP in the PG frame.

G Immunoblotting against the HA or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with either a wild-type or a Kozak consensus mutant

construct containing 100 C4G2 repeats embedded in antisense C9ORF72 fused to the HA-tag in the PG frame.

H Immunoblotting against the HA-tag or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 10 C4G2 repeats embedded in the human

antisense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the PG frame and treated or not with MG132 and/or bafilomycin A1 for 15 h.
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▸
Figure EV3. Decreased expression of C9ORF72 synergizes DPR toxicity.

A Immunoblotting against the HA-tag or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with 80 G4C2 repeats embedded in the human

sense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the GA frame and treated or not with MG132 and/or bafilomycin A1.

B As in (A) but with cells transfected with 100 C4G2 repeats embedded in the human antisense C9ORF72 sequence fused to a HA-tag in the PG frame.

C, D Left panel, representative images of immunofluorescence labeling of endogenous P62/SQSTM1 (C) or ubiquitin (D) and the GFP in GT1-7 neuronal cells co-

transfected for 24 h with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA and a construct containing 80 G4C2 repeats embedded in sense C9ORF72

fused to the GFP in the GA frame. Right panel, quantification of the percent of co-localization of P62 or ubiquitin with polyGA aggregates.

E Immunofluorescence labeling of M6PR in GT1-7 neuronal cells transfected for 24 h with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA.

F Immunofluorescence labeling of EEA1 in GT1-7 neuronal cells transfected for 24 h with either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA.

Data information: Error bars indicate s.e.m. Student’s t-test, ***P < 0.001. n = 3 independent transfection. Scale bars, 10 lm. Nuclei were counterstained with DAPI.
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▸
Figure EV4. Promethazine reduces DPR protein accumulation and toxicity.

A Left panel, immunoblotting against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with a construct expressing under an artificial

ATG start codon 100 GA repeats fused to the GFP (ATG (GA)100× GFP) and treated 15 h with 10 lM of the indicated drug. Right panel, quantification of polyGA

expression relative to the GAPDH.

B Immunoblotting against the GFP or the GAPDH of proteins extracted from HEK293 cells transfected for 24 h with ATG (GA)100× GFP and treated 15 h with 1, 3, or

10 lM of the indicated drug.

C Left panel, GFP fluorescence of HEK293 cells transfected for 24 h with ATG (GA)100× GFP and treated with 10 lM of the indicated compound. Scale bars, 10 lm.

Nuclei were counterstained with DAPI. Right panel, quantification of polyGA aggregates.

D Cell viability (TO-PRO-3 FACS staining) of GT1-7 neuronal cells treated with 1, 3, or 10 lM of promethazine and co-transfected for 24 h with ATG (GA)100× GFP and

either a control siRNA or a siRNA targeting C9orf72 mRNA.

Data information: Error bars indicate s.e.m. Student’s t-test, **P < 0.01, and ***P < 0.001. n = 5 independent transfection.
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Les maladies à polyGlycine 



 

-115- 

 

Nous allons maintenant aborder la partie discussion qui sera composée de 4 parties distinctes. 

La première partie portera sur les maladies à polyGlycine où je présenterai d’autres maladies 

causées par des expansions de répétitions CGG pouvant, tout comme dans NIID et FXTAS, 

être potentiellement traduites en protéines à polyG ; nous discuterons également du lien entre 

la taille des expansions CGG et la sévérité de ces pathologies puis, nous terminerons par le 

mécanisme de toxicité putatif des protéines à polyG. La seconde partie portera sur l’expansion 

de répétitions GGGGCC située dans le gène C9ORF72, responsable de la SLA/DFT où les 

points suivants seront abordés : la synergie de toxicité entre perte d’expression de la protéine 

C9ORF72 et expression des protéines ; les fonctions potentielles de la protéine C9ORF72 et ; 

la toxicité des protéines DPR en modèles murins. Dans la troisième partie, nous décrirons les 

possibles voies thérapeutiques concernant les maladies dues à l’expression de protéine 

composée de polyGlycine (FXTAS, NIID et OPDM) ainsi que pour la C9-SLA/DFT. Enfin, 

cette discussion terminera sur le mécanisme de traduction des expansions de répétitions 

(traduction canonique vs traduction « RAN »). 

 

1. LES MALADIES A POLY-GLYCINE 

Il y a maintenant 20 ans, la cause génétique du syndrome de tremblement et d’ataxie lié à l’X 

fragile (FXTAS) a été identifiée, il s’agit d’une expansion de 55 à 200 répétitions de tri-

nucléotides CGG située dans la région 5’UTR du gène FMR1 (Hagerman et al., 2001). Par la 

suite, il a été démontré que ces expansions étaient traduites en une nouvelle protéine comportant 

une séquence de résidus glycines appelée FMRpolyG (Todd et al., 2013 ; Buijsen et al., 2014 ; 

Sellier et al. 2017 ; Krans et al., 2019). Cette protéine est responsable de la formation des 

agrégats intranucléaires retrouvés chez les patients FXTAS et conduit à une ataxie chez les 

souris, faisant de FXTAS la première maladie à polyG (Sellier et al., 2017). Depuis, des 

expansions de séquence (tri-nucléotides CGG), de taille (55 à 200 répétitions) et de localisation 

(5’UTR) similaires ont été décrites dans les gènes NOTCH2NLC, LRP12, GIPC1 et le locus 

642361 responsables respectivement de NIID / OPDM3, OPDM1, OPDM2 et OPML. De 

manière intéressante, les patients NIID et OPDM présentent des agrégats intranucléaires 

comparables à ceux observés chez les patients FXTAS. Dans l’OPML, des analyses 

histopathologiques sur des biopsies de muscles de patients n’ont pas permis d’identifier des 

agrégats intranucléaires (Ishiura et al., 2019). Néanmoins, seuls 2 échantillons de muscles 

squelettiques ont été analysés et, au vu de l’expression du gène locus 642361 au niveau ARN 





 

-117- 

 

1.1. Autres expansions CGG et maladies à polyG 

Les progrès en termes de séquençage ont permis, ces dernières années, d’identifier de 

nombreuses expansions de répétitions dans différentes pathologies. Depuis la découverte en 

1991 de l’expansion de répétitions CGG dans le gène FMR1 causant FXS, plusieurs expansions 

pathologiques CGG ont été décrites dans les gènes FMR1, XYLT1, NOTCH2NLC, LRP12, 

GIPC1 et dans le locus 642361 responsables respectivement de FXTAS, BSS, NIID / OPDM3, 

OPDM1, OPDM2 et OPML ; mettant en lumière une fréquence relativement élevée des 

expansions de répétitions CGG dans les maladies à expansions de répétitions (Hagerman et al., 

2001 ; Ishiura et al., 2019 ; LaCroix et al., 2019 ; Sone et al., 2019 ; Tian et al., 2019 ; Deng et 

al., 2020). Parmi ces pathologies, nous avons pu montrer que ces répétitions CGG étaient 

traduites en protéines composées de polyGlycine dans FXTAS, NIID / OPDM3 et OPDM2. Il 

est à noter que les expansions dans le gène NOTCH2NLC peuvent conduire à 2 pathologies 

différentes : une maladie neurodégénérative et neuromusculaire, NIID, ou une maladie 

uniquement neuromusculaire, OPDM, suggérant un continuum entre ces pathologies. Il serait 

donc intéressant de tester si les répétitions CGG dans le gène LRP12 et le locus 642361, 

responsables respectivement de l’OPDM1 et l’OPML, sont également traduites en protéines 

composées de polyGlycine (Figure 55). De manière intéressante, des expériences préliminaires 

semblent indiquer que les expansions CGG dans le gène LRP12 sont traduites dans les cadres 

de lecture glycine et arginine (cf Discussion 4.2). De plus, l’analyse de la séquence 

nucléotidique du locus 642361 révèle la présence d’un ATG en amont des répétitions CGG et 

dans le cadre de lecture glycine. Ces observations suggèrent que, tout comme dans FXTAS, 

NIID et OPDM2, les répétitions CGG dans l’OPDM1 et l’OPML pourraient être, elles aussi, 

traduites en protéines composées de polyGlycine. 

Il est aussi intéressant de noter que les patients NIID porteurs d’une expansion de répétitions 

de nucléotides CGG dans le gène NOTCH2NLC sont presque exclusivement asiatiques. Au 

contraire, les patients NIID européens ne sont pas porteurs de cette mutation, suggérant que 

NIID est une maladie hétérogène au niveau génétique (Chen et al., 2020a). De plus, l’absence 

d’une expansion CGG dans le gène NOTCH2NLC chez les patients NIID européens soulève 

l’hypothèse de l’existence d’une expansion de nucléotides CGG localisée dans un autre gène. 

Ces observations suggèrent que, tout comme l’expansion de répétitions GGGGCC dans le gène 

C9ORF72 dans la SLA/DFT, il existe un effet fondateur fort de ces mutations.  
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1.2.  Taille de l’expansion CGG et sévérité 

Dans la DM1 et les maladies à polyQ, il a été montré que plus les expansions de répétitions 

CUG ou CAG sont grandes, plus la maladie est sévère et plus les premiers symptômes de ces 

pathologies se développent tôt chez les patients. Cet allongement des répétitions peut se 

produire lors de la méiose et, donc, lors du passage d’une génération à la suivante. Ce 

phénomène conduit au mécanisme d’anticipation où les enfants d’un individu malade 

présentent généralement un nombre de répétitions plus élevé et, par conséquent, développent 

des manifestations cliniques plus précocement (pour revue, Lieberman et al., 2019). Toutefois, 

dans les maladies à polyG, un mécanisme d’anticipation et / ou une corrélation exacte entre la 

taille de l’expansion et la sévérité des symptômes ne fait pas actuellement consensus (Xi et al., 

2021). En effet, dans NIID, une taille de répétitions comprise entre 40 et 80 tri-nucléotides 

augmente le risque de développer des syndromes parkinsoniens ou même la maladie de 

Parkinson (Ma et al., 2020), alors qu’une expansion supérieure à 100 nucléotides CGG est 

associée à une faiblesse musculaire et à une démence (Sone et al., 2019 ; Ishiura et al., 2019 ; 

Deng et al., 2019 ; Tian et al., 2019). Ces données suggèrent une sévérité différente selon la 

taille des répétitions. Toutefois, il a été observé que certains individus étaient porteurs 

d’expansions de répétitions CGG dans les gènes NOTCH2NLC ou GIPC1 mais ne 

développaient pas la pathologie associée (Figure 56 ; Deng et al., 2020 ; Fukuda et al., 2021). 

En effet, des parents de patients NIID possédant un nombre de répétitions CGG supérieur à 

200, conduisant à des modifications épigénétiques du promoteur et à une perte d’expression de 

la protéine NOTCH2NLC, ne développent pas de symptômes particuliers (Fukuda et al., 2021). 

De manière similaire, dans l’OPDM2, il a été récemment observé qu’un individu 

asymptomatique était porteur d’une expansion de plus de 500 répétitions CGG dans le gène 

GIPC1 alors que ses 2 enfants sont porteurs d’expansions de répétitions CGG plus courtes (117 

et 113 répétitions) et ont tous 2 développés la pathologie (Deng et al., 2020). Cette longue 

expansion de 500 répétitions CGG est méthylée, conduisant à une diminution d’expression de 

la protéine GIPC1 portée par cet allèle et donc à une absence d’expression de la protéine 

uGIPC1polyG toxique ; ce qui n’est pas le cas chez les enfants de cet individu qui sont porteurs 

d’expansions plus courtes (Deng et al., 2020). Ces données sont à mettre en perspective avec 

FXS et FXTAS. En effet, les expansions de répétitions CGG situées dans le gène FMR1 peuvent 

conduire à la perte de fonction de la protéine FMRP dans FXS lorsque l’expansion CGG est 

longue et méthylée ou, à la génération d’une nouvelle protéine toxique FMRpolyG dans FXTAS 
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lorsque l’expansion est plus courte et donc transcrite ; faisant donc intervenir 2 mécanismes de 

toxicité distincts. 

Ces informations engendrent plusieurs conséquences importantes. Premièrement, ces données 

montrent que l’haploinsuffisance des protéines NOTCH2NLC et GIPC1 due à de longues 

expansions CGG, ne conduirait pas aux maladies NIID et OPDM. Cette diminution 

d’expression de ces protéines peut probablement être compensée par le second allèle ; ce qui 

n’est pas le cas pour la protéine FMRP puisque le gène FMR1 est porté par le chromosome X, 

l’absence de la protéine FMRP conduisant au syndrome de l’X fragile chez les hommes (Oberlé 

et al., 1991 ; Verkerk et al., 1991 ; Fu et al., 1991). Deuxièmement, de manière intéressante, 

une expansion supérieure à 200 répétitions CGG pourrait entrainer un effet protecteur puisque 

l’expansion serait alors méthylée, conduisant à une inhibition de la transcription du gène hôte 

et, par conséquent, une absence de la traduction des expansions CGG en protéine polyGlycine 

toxique. 

Pour conclure, un phénomène d’anticipation n’est donc pas forcément observé dans les 

maladies à polyG, excepté dans FXS / FXTAS où il s’agit de maladies et de mécanismes de 

toxicité différents. De plus, la transmission de la pathologie n’est pas systématiquement 

dominante due à l’expansion et / ou la rétractation aléatoire de ces répétitions CGG, ce qui 

pourrait expliquer la complexité d’interprétation des arbres généalogiques de ces familles 

(Figure 56). En effet, les protéines à polyG sont toxiques à partir d’une cinquantaine de glycines 

et, au-dessus de 300 répétitions CGG, cette expansion est méthylée conduisant à une absence 

de transcription et, donc, de la traduction des protéines à polyG. Ces données suggèrent une 

fenêtre pathologique étroite des expansions de répétitions CGG. 

 
Figure 56. Arbre généalogique d’une famille OPDM 

Les ronds et les carrés représentent les hommes et les femmes respectivement. Une diagonale 
indique que la personne est décédée. Les individus atteints d’OPDM sont représentés par une 
forme géométrique noire. Arbre généalogique de Deng et al., 2020. 
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1.3. Mécanisme de toxicité des protéines à polyG 

Tout comme les protéines à polyQ responsables de plusieurs pathologies aux atteintes 

neurologiques et à l’histopathologie comparables suggérant un mécanisme de toxicité commun 

à ces maladies, les protéines à polyG sont maintenant retrouvées dans les maladies FXTAS, 

NIID et OPDM aux symptômes et à l’histopathologie similaires ; se pose alors la question d’un 

mécanisme de toxicité commun à ces maladies. Toutefois, ces maladies à polyG présentent 

également des particularités et, nous pouvons donc nous demander quels sont les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à ces différences. 

 

1.3.1. Niveau d’expression des protéines à polyG 

A ce jour retrouvées dans 3 des maladies neurodégénératives et / ou neuromusculaires, les 

protéines à polyG forment des inclusions intranucléaires éosinophiliques identiques. 

Cependant, la sévérité et l’âge d’apparition sont différents entre ces pathologies. En effet, il 

existe des formes juvéniles de NIID, alors que l’OPDM apparaît généralement aux alentours de 

30 ans, et que FXTAS touche des personnes âgées de 60 à 80 ans. Il est important de noter que 

les différentes protéines à polyG détectées ne sont pas exprimées de manière homogène. En 

effet, l’initiation de la traduction a lieu à un codon ATG dans NIID / OPDM3, CTG dans 

OPDM2 et ACG dans FXTAS ; conduisant à des niveaux d’expression de ces protéines 

différents. En effet, le codon ATG permet une initiation de la traduction plus forte que le codon 

CTG, lui-même initiant plus fortement que le codon ACG. Le niveau d’expression de ces 

protéines à polyG joue donc certainement un rôle dans l’âge d’apparition et la sévérité de la 

pathologie.  

 

1.3.2. Toxicité tissu spécifique des protéines à polyG ? 

Les maladies FXTAS, NIID, OPDM et OPML sont caractérisées par des altérations de systèmes 

et d’organes différents qui conduisent donc à des symptômes différents, mais avec des atteintes 

principalement neurologiques et musculaires (Figure 57). Nous pouvons nous demander d’où 

provient cette spécificité tissulaire. Une hypothèse probable est que, suivant l’expression 

tissulaire des gènes, ce ne sont pas les mêmes organes qui sont atteints. En effet, le gène FMR1 
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observations rappellent les maladies à polyQ où, bien que certaines protéines comme la HTT 

soient exprimées de manière ubiquitaire, seuls certains neurones dégénèrent, suggérant une 

sensibilité particulière du système nerveux central aux protéines à polyQ.  

 

1.3.3. Les protéines à polyG sont-elles toxiques d’elles-mêmes ? 

Durant ce travail de thèse, nous avons pu montrer que, comme dans FXTAS où les expansions 

de répétitions CGG situées dans une uORF du gène FMR1 sont traduites en FMRpolyG ; les 

expansions de répétitions CGG localisées dans des uORF des gènes NOTCH2NLC et GIPC1 

étaient traduites en protéines composées de polyGlycine, appelées respectivement uN2CpolyG 

et uGIPC1polyG. Ces différentes protéines à polyG possèdent des séquences N-terminales et 

C-terminales qui leur sont propres. Nous pouvons nous demander si, comme dans les maladies 

à polyQ, la présence de ces séquences peut moduler la toxicité des protéines à polyG. 

Lors de l’étude portant sur NIID, nous avons développé plusieurs virus : celui codant pour la 

protéine uN2CpolyG-GFP et celui codant pour la protéine uN2C-GFP (sans expansion de 

répétitions CGG). Seules les souris exprimant la protéine avec la suite de glycines développent 

des altérations locomotrices, montrant que la toxicité de cette protéine provient bien des résidus 

glycines et non des séquences bordant l’expansion. Toutefois, une contribution des séquences 

bordantes n’est pas à exclure. En effet, dans FXTAS, la délétion de la partie C-terminale de la 

protéine FMRpolyG conduit à une plus faible toxicité de cette protéine en cellules HEK293 et 

N2A (Sellier et al., 2017). De plus, des drosophiles exprimant la protéine FMRpolyG meurt 

plus précocement que des drosophiles exprimant une protéine composée uniquement de 

polyGlycines (Sellier et al., 2017). De même, nous avons récemment développé un virus codant 

pour une protéine composée uniquement de polyGlycine sans séquences bordantes et, mes 

résultats préliminaires montrent que ces souris ne développent pas les altérations phénotypiques 

observées chez les souris exprimant uN2CpolyG. Néanmoins, cette protéine polyG semble être 

moins exprimée, les séquences bordantes pourraient donc jouer un rôle dans la stabilité des 

différentes protéines à polyG (Figure 58). 

Enfin, mes données suggèrent que la toxicité des protéines à polyG dépend fortement du modèle 

utilisé. En effet, lors de l’étude de la protéine uN2CpolyG, je n’ai pas observé de toxicité de 

cette protéine dans des cellules immortalisées de type HEK293, U2OS et GT1-7, mais une 

toxicité dans des cultures primaires de neurones d’embryons de souris. De plus, j’ai observé de 
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1.3.4. Localisation des protéines à polyG et toxicité 

Les analyses histopathologiques sur des tissus de patients FXTAS, NIID et OPDM révèlent la 

présence d’inclusions éosinophiliques causées par l’agrégation des différentes protéines à 

polyG. De manière intéressante, les inclusions observées chez les patients, ainsi que dans les 

différents modèles murins exprimant les protéines à polyG, sont intranucléaires. Toutefois, 

l’expression des protéines à polyG dans différentes lignées de cellules immortalisées conduit à 

l’agrégation de ces protéines majoritairement dans le cytoplasme et, plus rarement dans le 

noyau.  

Nous pouvons donc nous demander pourquoi, en modèle cellulaire, ces protéines forment 

principalement des agrégats cytoplasmiques alors qu’en modèle murin et chez les patients, ces 

protéines forment des agrégats nucléaires. Nous avons tout d’abord émis l’hypothèse que la 

GFP, une protéine de 25 kDa, pouvait empêcher de par sa taille la migration des protéines à 

polyG dans le noyau. Malheureusement, le remplacement de la GFP par de petites étiquettes de 

type FLAG ou HA ne conduit pas à une plus forte localisation nucléaire de ces protéines. 

L’ajout d’une séquence de localisation nucléaire (NLS) artificielle à ces protéines ne conduit 

pas non plus à leur localisation intranucléaire. Il est à noter que la transfection d’un plasmide 

en cellules conduit à une expression rapide et élevée des protéines à polyG, qui s’agrègent alors 

en moins de 12 h ; chez l’Homme ou en modèle murin, l’expression de ces protéines est 

certainement plus faible, conduisant peut-être à une agrégation plus lente, permettant alors aux 

protéines à polyG de migrer dans le noyau. Cependant, la raison de la localisation nucléaire des 

polyGlycines reste un mystère. En effet, nous n’avons identifié aucune séquence NLS ou 

commune entre les protéines FMRpolyG, uN2CpolyG et uGIPC1polyG pouvant expliquer la 

localisation intranucléaire de ces protéines, suggérant que les résidus glycines induiraient 

d’eux-mêmes la migration dans le noyau. 

A l’inverse des modèles cellulaires, les protéines à polyG sont nucléaires en modèles murins et 

semblent très toxiques. Il serait intéressant donc de développer une protéine à polyG mutante 

qui ne migrerait pas dans le noyau, peut-être par l’ajout d’une séquence d’exportation nucléaire 

(NES), afin de comparer les 2 modèles murins en parallèle.  

Enfin, il est intéressant de noter que les patients atteints d’OPDM, en plus des agrégats 

intranucléaires typiques des maladies à polyG, présentent également des vacuoles 

cytoplasmiques positives à l’ubiquitine et p62. Les muscles de souris injectées avec un virus 
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codant pour la protéine uGIPC1polyG développent également de nombreuses inclusions 

cytoplasmiques positives pour ces l’ubiquitine et p62. De manière intéressante, dans nos souris, 

ces inclusions sont également positives pour la protéine uGIPC1polyG. Ces résultats obtenus 

chez la souris questionnent sur la nature des agrégats cytoplasmiques retrouvés chez les 

patients. Le développement en cours d’anticorps dirigés contre cette protéine permettra de 

déterminer si, comme chez la souris, la protéine uGIPC1polyG forme des inclusions 

musculaires cytoplasmiques chez les patients OPDM2. 

 

1.3.5. L’agrégation des protéines à polyG est-elle nécessaire pour leur toxicité ? 

Au contraire des séquences entourant les expansions de polyQ qui peuvent moduler l’agrégation 

des protéines, comme les 17 premiers acides aminés de la protéine HTT-polyQ qui module sa 

capacité d’agrégation (Zheng et al., 2013), les glycines seules sont capables de s’agréger très 

rapidement et ceci dès 30 résidus. Cette forte capacité d’agrégation des polyGlycines suppose 

que les protéines à polyG existent majoritairement sous forme d’inclusions et que la part de 

forme soluble de ces protéines est probablement faible. 

Néanmoins, afin de tester si l’agrégation des protéines à polyG est en corrélation avec la 

mortalité cellulaire, nous pourrions reproduire des expériences réalisées lors de l’étude des 

maladies à polyQ. En effet, des analyses entre la dynamique d’agrégation des protéines à polyQ 

et la mortalité neuronale ont été effectuées en culture primaire de neurones, ce qui a permis de 

mettre en évidence qu’il s’agissait de la forme soluble des protéines à polyQ qui sont 

responsables de la toxicité (Saudou et al., 1998 ; Arrasate et al., 2004) 

 

1.3.6. Perte de fonction et / ou gain de fonction ? 

Dans les maladies à polyG, ce sont les uORF situées amont des ORF principales des gènes qui 

sont traduites et qui génèrent la production de « nouvelles » protéines toxiques. Nous avons 

montré que dans FXTAS, NIID et OPDM2, la traduction de ces uORF avait lieu 

systématiquement et n’était pas donc dépendante de l’expansion de répétitions CGG. Ces 

protéines sans expansions de glycines sont petites, instables et donc sujettes à dégradation. 

Toutefois, nous pouvons nous demander si ces petites protéines codées par les uORF ne 

possèdent pas de fonction propre. En effet, il est à noter qu’il existe des micro-protéines 
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fonctionnelles comme la sarcolipine, phospholamban (pour revue, Shaikh et al., 2016), 

myoréguline (Anderson et al., 2015), Minion (Zhang et al., 2017a) et DWORF (Nelson et al., 

2020) exprimées et avec des fonctions importantes pour le muscle squelettique ; ou encore 

MOTS-c (Lee et al., 2015 ; Kim et al., 2018), mitoréguline (Stein et al., 2018), MIEF1 (Rathore 

et al., 2018) et PIGBOS (Chu et al., 2019) localisées aux mitochondries et impliquées dans la 

traduction et le métabolisme. Ces protéines ne sont pas codées par des uORF mais par de petites 

ORF (smORF) situées majoritairement dans de longs ARN précédemment décrits comme « non 

codants » (ARNlnc). 

Nous pouvons donc nous demander si ces petites protéines générées à partir des uORF ont une 

fonction. Par exemple, dans FXTAS, ce sont les séquences bordantes de la protéine FMRpolyG 

qui permettent l’interaction avec la protéine Lap2β (Sellier et al., 2017). De manière similaire, 

dans NIID, la protéine uN2C (sans expansion de polyGlycine) interagit avec les protéines KU70 

et KU80, deux protéines impliquées dans la réparation de l’ADN. Nous avons alors montré que 

la surexpression de uN2C en cellules U2OS stimulait la réparation de l’ADN après irradiation 

des cellules, suggérant donc une fonction de cette micro-protéine uN2C. Cependant, nous 

n’avons pas détecté la présence de la protéine uN2C ni en cellules iPS, ni en organoïdes, 

questionnant sa stabilité et son niveau d’expression. Néanmoins, l’expression de certaines 

micro-protéines est régulée par des stress cellulaires spécifiques comme lors d’un stress du 

réticulum endoplasmique où certaines smORF sont spécifiquement sur-régulées (Martinez et 

al., 2020). Il est alors possible que la protéine uN2C ne soit stable et détectable qu’en réponse 

à des dommages à l’ADN. 

De manière intéressante, le cortex chez les hominidés est plus complexe et volumineux que 

celui des autres espèces animales. En effet, durant le développement cortical humain, les 

protéines NOTCH2NLA et NOTCH2NLB régulent la voie NOTCH permettant la prolifération 

de progéniteurs neuronaux. Or, qui dit prolifération cellulaire dit dommage à l’ADN. Nous 

pouvons donc imaginer que le gène NOTCH2NLC, situé juste à côté des gènes NOTCH2NLA 

et NOTCH2NLB, est un gène en cours d’évolution afin de coder pour une nouvelle protéine 

permettant de stimuler la réparation de l’ADN lors du développement cérébral. 

Enfin, nous n’avons pas observé d’altération au niveau de la réparation de l’ADN chez 8 

patients NIID, suggérant qu’un gain de fonction toxique d’une protéine impliquée dans la 

réparation de l’ADN est peu probable. De manière similaire, les patients FXTAS développent 

de faibles altérations de l’enveloppe nucléaire. Ces résultats suggèrent donc que même si ces 
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uORF codent pour des micro-protéines, les expansions de polyGlycines ne provoquent pas un 

gain de fonction toxique de celles-ci. 

 

1.3.7. Mécanisme de toxicité des protéines à polyG 

La similarité des symptômes neurodégénératifs, dont l’ataxie, entre FXTAS et NIID et 

neuromusculaires, comme la faiblesse et l’atrophie musculaires, entre NIID et l’OPDM laissent 

penser que les polyGlycines possèdent un mécanisme de toxicité commun. En culture de 

cellules, les protéines FMRpolyG et uN2CpolyG ont été décrites comme pouvant altérer le 

transport nucléocytoplasmique via la désorganisation de la lamine nucléaire (Sellier et al., 

2017 ; Zhong et al., 2021) ; la protéine FMRpolyG pourrait également altérer le système 

ubiquitine-protéasome (Oh et al., 2015) et / ou l’intégrité mitochondriale (Gohel et al., 2019). 

Concernant la protéine uN2CpolyG, le marquage de nombreuses organelles dans des cellules 

U2OS comme la mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou encore l’enveloppe nucléaire, 

etc. n’a pas révélé d’altération morphologique évidente, à part l’observation de quelques 

altérations du marquage de la lamine nucléaire. La divergence de ces résultats provient peut-

être du type cellulaire utilisé, la plupart des études précédentes étant réalisées en cellules 

HEK293 ou HeLa alors que nous avons utilisé des cellules ou U2OS. De plus, nous avons 

développé des lignées U2OS exprimant stablement la protéine uN2CpolyG-GFP contrairement 

aux autres études qui ont utilisent des stratégies de transfection de plasmides transitoire, 

pouvant engendrer des altérations de certaines organelles. Enfin, il serait intéressant d’étudier 

des types cellulaires relevant pour ces maladies, tels que des cellules neuronales et / ou 

musculaires, notamment différenciées à partir de cellules iPS de patients. 

 

1.3.8. Conclusion 

En conclusion, nous pouvons faire un parallèle entre les maladies à polyQ et à polyG. En effet, 

ces 2 classes de pathologies sont causées par l’expression anormale et toxique de protéines 

contenant une suite d’acides aminés glutamines ou glycines. Ces protéines forment alors des 

agrégats détectés dans les zones atteintes des patients touchés par ces différentes maladies. 

Tout comme les polyQ, la toxicité des polyG semble être variable et spécifique d’un tissu 

particulier et d’une maladie à l’autre. En effet, les maladies à polyG sont, à ce jour, caractérisées 
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par des symptômes neurodégénératifs et / ou neuromusculaires uniquement, bien que des 

inclusions des la protéine uN2CpolyG soit observée dans de nombreux tissus de patients NIID, 

suggérant une toxicité particulière des polyGlycines pour les neurones, les astrocytes et les 

fibres musculaires (Yamaguchi et al., 2018 ; Chen et al., 2020b). De manière intéressante, le 

niveau d’expression de ces protéines à polyG semble en corrélation avec l’âge d’apparition de 

ces différentes pathologies. De plus, il serait intéressant de tester si la toxicité des protéines à 

polyG est dépendante de leur agrégation et de leur localisation, nucléaire ou cytoplasmique, 

ainsi que déterminer l’importance des séquences bordant les régions répétées de glycines. Enfin, 

une perte de fonction ou un gain de fonction toxiques des micro-protéines encodées par les 

uORF n’est, à ce jour, pas à exclure (Figure 59). 

 

Figure 59. Mécanisme de toxicité des protéines à polyG 

La toxicité des protéines à polyG semble toxique pour les muscles et les neurones et pourrait 
être modulée par leur niveau d’expression, leur localisation, leur agrégation ou encore par la 
composition des séquences entourant les glycines. Un possible rôle des protéines codées par les 
uORF n’est pas à exclure. Les protéines à polyG pourraient altérer l’enveloppe nucléaire, le 
protéasome et / ou les mitochondries. Schéma réalisé sur Biorender. 
  



 

 

 

 

DISCUSSION 

 

 

- CHAPITRE 2 - 

Expansion de répétitions GGGGCC dans le 

gène C9ORF72 dans la SLA/DFT 



 

-129- 

 

2. EXPANSION DE REPETITIONS GGGGCC DANS LE GENE 

C9ORF72 DANS LA SLA/DFT 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est souvent associée à la démence fronto-temporale 

(DFT) et la cause génétique la plus fréquente de SLA, de DFT et de SLA/DFT est une expansion 

de répétitions des nucléotides GGGGCC dans le gène C9ORF72. Plusieurs mécanismes non-

exclusifs sont proposés pour expliquer la pathogénicité de cette expansion dont (1) des 

modifications épigénétiques conduisant à une haploinsuffisance de la protéine C9ORF72, 

impliquée dans l’autophagie ; (2) leur transcription en ARN formant des foci séquestrant 

potentiellement des protéines liant l’ARN et (3) leur traduction en protéines composées de 

dipeptides répétés (DPR) potentiellement toxiques et s’agrégeant dans les cellules. 

 

2.1.  Synergie de toxicité entre perte de C9ORF72 et protéines DPR 

Pendant ma thèse, nous avons pu montrer que la diminution d’expression de la protéine 

C9ORF72, provoquant une autophagie sous-optimale, conduit à une accumulation des protéines 

DPR, normalement dégradées par autophagie, augmentant ainsi la toxicité de ces protéines. Ces 

résultats suggèrent donc un mécanisme de toxicité à double cause des expansions de répétitions 

GGGGCC (Boivin et al., 2020).  Depuis, deux autres études portant sur des motoneurones 

différenciés à partir de cellules iPS et sur un modèle murin ont confirmé que la déplétion de 

C9ORF72 exacerbe la toxicité des protéines DPR (Zhu et al., 2020 ; Pal et al., 2021). En effet, 

le croisement de souris transgéniques porteuses des expansions de répétitions GGGGCC avec 

des souris KO pour le gène C9orf72 a permis de mettre en évidence des altérations cognitives 

et locomotrices associées à une dégénérescence des neurones de l’hippocampe uniquement chez 

les souris KO ou haploinsuffisantes pour C9orf72, le phénotype s’aggravant avec la perte 

d’expression de C9orf72 (Zhu et al., 2020). De manière similaire, des motoneurones 

différenciés à partir de cellules iPS de patients C9-SLA/DFT, où le gène C9ORF72 a été 

invalidé, présentent de plus fortes altérations du transport axonal que les motoneurones 

exprimant la protéine C9ORF72 (Pal et al., 2021). De plus, des modèles murins transgéniques 

porteurs de l’expansion GGGGCC, mais sans perte d’expression de leur protéine C9orf72 

endogène, ne développent pas de neurodégénérescence et cela, bien que l’expression des 

protéines DPR soit détectée chez ces animaux (O’Rourke et al., 2015 ; Peters et al., 2015 ; Jiang 

et al., 2016). Enfin, deux études ont décrit des individus avec des expansions de répétitions 
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GGGGCC dans le gène C9ORF72 relativement courtes (entre 30 et 90) qui ne développent ni 

la SLA, ni la DFT. Pourtant, ces patients présentent des inclusions de protéines DPR, mais 

l’expression de la protéine C9ORF72 n’est pas diminuée. L’ensemble de ces études suggère 

que la seule expression des protéines DPR est insuffisante pour développer la maladie et que la 

perte de fonction partielle de la protéine C9ORF72 joue un rôle dans cette pathologie (Gami et 

al., 2015 ; McGoldrick et al., 2018). 

De manière intéressante, il a été montré que la diminution d’expression de C9ORF72 sensibilise 

les cellules à d’autres stress cellulaires que l’expression des protéines DPR. Par exemple, il a 

été montré que la déplétion de la protéine C9ORF72 engendrait également l’accumulation et 

une plus forte toxicité de la protéine ATXN2 avec une taille intermédiaire d’expansion de 

polyGlutamine (30x) (Sellier et al., 2016). En effet, une expansion de répétitions de nucléotides 

CAG supérieures à 35 éléments dans le gène ATXN2 est responsable de l’ataxie 

spinocérébelleuse de type 2 (SCA2), générant une protéine ATXN2-polyQ toxique. Au 

contraire, une taille intermédiaire de 24 à 33 répétitions de tri-nucléotides CAG dans l’ATXN2 

est un facteur de risque de la SLA (Elden et al., 2010 ; Daoud et al., 2011 ; Sproviero et al., 

2017), et cette mutation a été observée chez des patients porteurs d’expansions de répétitions 

GGGGCC dans le gène C9ORF72 (Zhang et al., 2017b), ou de mutations dans les gènes 

TARDP, SOD1 ou FUS (Farg et al., 2013 ; Chiò et al., 2015) mais aussi chez des patients 

sporadiques (Daoud et al., 2011). De plus, les neurones différenciés à partir de cellules iPS de 

patients C9-SLA/DFT sont plus sensibles à des molécules inhibant l’autophagie (Almeida et 

al., 2013) ou au glutamate (Shi et al., 2018). Ces données suggèrent que l’haploinsuffisance de 

la protéine C9ORF72 sensibilise les différents modèles (cellulaires et murins) à des stress 

variés, soulevant la question des fonctions moléculaires / cellulaires de cette protéine. 
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2.2.  Rôles de la protéine C9ORF72 

2.2.1. Rôle de la protéine C9ORF72 au lysosome 

Durant ma thèse, je me suis intéressée à la fonction du complexe C9ORF72-SMCR8-WDR41 

(CSW) dans l’autophagie (Figure 60A). Toutefois, le développement de cellules U2OS KO 

pour le gène C9ORF72 et l’analyse du flux autophagique ne m’a pas permis d’observer une 

accumulation de p62, un marqueur classique de l’autophagie. J’ai toutefois pu noter une légère 

diminution de la lipidation de LC3b, décrite dans de nombreuses autres études (Figure 60B, 

60C ; Sellier et al., 2016 ; Sullivan et al., 2016 ; Ugolino et al., 2016 ; Webster et al., 2016 ; 

Jung et al., 2017). J’ai alors confirmé ces altérations mineures de l’autophagie dans des cellules 

HEK293 KO pour le gène C9ORF72, ainsi que dans des cellules neuronales immortalisées 

Neuro-2A et GT1-7 où la protéine C9orf72 a été déplétée transitoirement par siARN. La 

diminution d’expression du complexe CSW ne semble donc pas conduire à une dysfonction 

majeure de l’initiation de l’autophagie dans ces différents modèles cellulaires. 

Le complexe CSW étant localisé aux lysosomes (Amick et al., 2016), je me suis alors intéressée 

à ces organelles. L’analyse du nombre, de la taille et de l’acidité des lysosomes dans les cellules 

U2OS KO pour le gène C9ORF72, mais également dans des cellules GT1-7 déplétées de la 

protéine C9orf72 par siARN, ne m’a pas permis de mettre en évidence de dysfonction évidente 

(Figure 60D, 60E, 60F, 60G). Néanmoins, ces expériences ont été réalisées en condition basale 

et il serait intéressant de tester si le nombre, la taille et l’acidité des lysosomes est modifiée 

pendant une autophagie active grâce à une privation en acides aminés ou à des inhibiteurs de 

mTOR tels que la torine ou le WYE-354.  

En parallèle, je me suis aussi intéressée à la localisation du complexe CSW. Mes premiers 

résultats de transfection cellulaire ne m’ont pas permis de déterminer une localisation précise 

de C9ORF72 ou SMCR8. Toutefois, nous avons pu mettre récemment en évidence que la 

protéine WDR41 permet de recruter C9ORF72 et SMCR8 aux lysosomes après induction de 

l’autophagie par restriction en acides aminés, mais également lors de l’autophagie induite par 

des molécules inhibant mTOR comme le WYE-354 ou la torine (Figure 60H). Il est à noter que 

ces résultats sont en accord avec les résultats de l’équipe du Dr Ferguson (Amick et al., 2018). 

L’ensemble de mes données suggèrent donc que le complexe CSW n’intervient probablement 

pas lors de l’induction de l’autophagie, mais pourrait agir dans des étapes tardives de 

l’autophagie, notamment au niveau des lysosomes et de leur reformation. En effet, lors d’une 
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autophagie prolongée comme une privation en acides aminés de plusieurs heures, la plupart des 

lysosomes ont fusionné avec des autophagosomes, formant alors des auto-lysosomes. La cellule 

crée alors de nouveaux lysosomes par un mécanisme appelé la reformation du lysosome après 

autophagie (ALR) où de nouveaux lysosomes se forment à partir des auto-lysosomes. Ce 

phénomène est dû à la réactivation de mTOR, qui était inhibé pendant l’autophagie. Ce 

mécanisme ALR est caractérisé par la formation de tubules positifs pour la protéine LAMP1, 

formés à partir des auto-lysosomes puis, qui sont clivés par la Dynamine-2 pour former de 

nouveaux lysosomes (Yu et al., 2010). Le complexe CSW étant localisé aux lysosomes mais ne 

semblant pas fortement altérer l’autophagie classique, ni le nombre, la taille et l’acidité des 

lysosomes, nous nous sommes demandé s’il n’était pas impliqué dans ce mécanisme de 

reformation des lysosomes. Pour répondre à cette question, nous avons développé des cellules 

U2OS WT ou KO pour le gène C9ORF72 qui expriment stablement la protéine LAMP1-

mCHERRY, permettant ainsi de suivre en direct la dynamique des lysosomes. Après 8 h de 

privation en acides aminés, les cellules KO pour le gène C9ORF72 présentent moins de tubules 

de lysosomes que les cellules WT (Figure 60I, 60J). Ces résultats suggèrent donc que le 

complexe CSW est impliqué dans la reformation des lysosomes. Toutefois, le rôle exact de la 

protéine C9ORF72 dans ce mécanisme reste à éclaircir. Le complexe CSW jouant le rôle de 

GAP pour des petites GTPases (Su et al., 2020 ; Tang et al., 2020), il serait donc intéressant de 

tester s’il régule une petite GTPase localisée aux lysosomes, comme les protéines Rag et Rheb, 

qui sont impliquées dans la localisation et l’activation de mTOR aux lysosomes (Sancak et al., 

2010) ; ou la protéine ARL8, qui joue un rôle dans la localisation et la mobilité des lysosomes ; 

ou même la protéine Rab7, qui est impliquée dans la migration et la fusion des autophagosomes 

aux lysosomes (Mrakovic et al., 2012).  

 

Figure 60. Implication du complexe CSW dans l’autophagie 

(A) Schéma de l’autophagosome en formation puis, fusionnant au lysosome. Schéma fait sur 
Biorender. (B) Western blot dirigé contre LC3b après induction de l’autophagie à la 
fluphénazine pendant 16h dans des cellules U2OS WT ou KO pour le gène C9ORF72 et, (C) 
sa quantification. (D) Cellules GT1-7 déplétées ou non de C9orf72 par siARN où les lysotracker 
et lysensor ont été ajoutés afin de visualiser les lysosomes et quantification de leur (E) acidité, 
(F) nombre et (G) taille. (H) WDR41-GFP est localisé aux lysosomes après induction de 
l’autophagie par le WYE-354 pendant 8h. (I) Observation des tubules de lysosomes grâce au 
marquage LAMP1-mCHERRY après 8h de privation en acides aminés dans des cellules U2OS 
WT ou KO pour le gène C9ORF72 et (J) quantification de leur nombre. n=3, t-test *p-
valeur<1%, ***p-valeur<0,01%. 
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Les résultats présentés précédemment ont été obtenus grâce à la surexpression des protéines du 

complexe CSW taguées. Afin de confirmer ces données sur les protéines endogènes, nous avons 

développé des anticorps dirigés contre les protéines C9ORF72 et SMCR8 qui ont permis de 

confirmer leur présence aux lysosomes (Frick et al., 2018). De plus, nous avons observé que 

les protéines SMCR8 et C9ORF72 sont localisées au niveau de vésicules, que nous avons alors 

identifié comme des LDCV pour « Large Dense Core Vesicle » (Figure 61A). Nous avons 

confirmé ces observations par immunofluorescence et immunoblot dans différents types 

cellulaires dont des cellules neuroendocrines de souris GT1-7, ainsi que dans des cultures 

primaires de motoneurones de souris et dans des motoneurones différenciés à partir de cellules 

iPS (Figure 61B, 61C, 61D). Ces vésicules permettent de stocker et de libérer des neuropeptides 

et des hormones des cellules chromaffines et les neurones. La formation des LDCV fait 

intervenir plusieurs étapes. Tout d’abord, des granules de sécrétion immatures (ISG) sont 

formées à partir de Golgi puis, elles fusionnent entres elles et sont enrichies en pompes à protons 

ATPase-V, ce qui permet leur acidification pendant leur transport jusqu’à la membrane 

plasmique (Figure 61A). Les LDCV sont alors matures et fonctionnelles (Wu et al., 2001). 

Outre la localisation de C9ORF72 et SMCR8 aux LDCV, nous avons également montré que la 

diminution d’expression de la protéine C9ORF72 par siARN conduit à une diminution du 

nombre de LDCV matures, mais n’affecte pas leur fusion à la membrane plasmique dans des 

cellules endocrines PC12 (Figure 61E, 61F, 61G, 61H). Néanmoins, la souris KO pour le gène 

C9orf72 ne présente pas de diminution du niveau de Chromogranine A (ChGA), un marqueur 

des LDCV, dans différents tissus. Ces résultant soulèvent la question d’une compensation 

fonctionnelle du complexe CSW in vivo. Chez les patients atteints de SLA, une diminution du 

nombre de vésicules de ChGA est observée dans les neurones (Schiffer et al., 1995). Enfin, la 

surexpression de la ChGA chez un modèle murin porteur d’une mutation dans le gène SOD1 

exacerbe le phénotype locomoteur, suggérant que la ChGA pourrait être un modulateur de la 

pathologie (Ezzi et al., 2010). De plus, une mutation P413L dans le gène ChGB, codant pour la 

chromogranine B, une protéine ayant une fonction similaire à la ChGA, est un facteur de risque 

de développer la SLA et un modificateur de l’âge d’apparition de la pathologie (Gros-Louis et 

al., 2009), bien que ces observations soient controversées (Blasco et al., 2011). 
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De manière intéressante, de grandes similitudes existent entre les LDCV et les lysosomes dont 

(1) l’acidité de ces organelles ; (2) la composition en protéines telles que les procathépsines B 

et L (Kuliawat et al., 1997), qui permettent la maturation des neuropeptides dans les LDCV et 

la dégradation des protéines dans le lysosome (pour revue, Funkelstein et al., 2010 ; Barrett et 

Kirschke, 1981) et ; (3) leur fusion possible à la membrane plasmique pour libérer le cargo des 

LDCV et réparer la membrane plasmique pour les lysosomes (Reddy et al., 2001). Nous 

pouvons nous demander si le complexe CSW ne joue pas un rôle au niveau de différents 

compartiments cellulaires acides, tels que le lysosome et les LDCV, et ayant une fonction plus 

large qu’uniquement l’autophagie. Cette hypothèse est appuyée par d’autres études reportant 

un rôle de la protéine C9ORF72 dans d’autres voies de signalisation cellulaire, notamment 

l’exocytose. En effet, il a été reporté que le complexe CSW interagit et colocalise avec la famille 

des Rab GTPases Rab3, impliquées dans la formation et la fusion des vésicules synaptiques 

(Frick et al., 2018). De plus, la déplétion de C9ORF72 dans le poisson zèbre conduit à une 

diminution du nombre de vésicules positives pour Rab3 (Butti et al., 2021).  

Enfin, il reste à déterminer l’impact physiopathologique de la diminution d’expression de 

C9ORF72 sur ces différentes vésicules acides dans des modèles cellulaires et animaux relevant 

pour l’étude de la SLA/DFT tels que des motoneurones différenciés à partir de cellules iPS de 

patients C9-SLA/DFT et des poissons zèbres ou des souris déplétés de C9ORF72. 
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2.3.  La toxicité des protéines DPR 

Nous avons montré que l’expansion de répétitions GGGGCC est toxique via 2 mécanismes 

agissant en synergie : (1) une diminution d’expression de la protéine C9ORF72 conduit à une 

diminution de l’autophagie et ; (2) la traduction des répétitions GGGGCC en protéines DPR, 

notamment dans les cadres de lecture polyGlycine-Alanine (polyGA) et polyGlycine-Proline 

(polyGP), formant des agrégats potentiellement toxiques et normalement dégradés par 

autophagie. Mes expériences ayant été réalisées en modèle cellulaire, nous avons voulu 

confirmer cette synergie de toxicité entre perte de C9ORF72 et expression des protéines DPR 

polyGA et polyGP dans un modèle animal. 

Il est à noter que les souris avec un KO complet du gène C9orf72 développent un phénotype 

inflammatoire conduisant à une mort précoce de ces animaux (Atanasio et al., 2016 ; Burberry 

et al., 2016 ; Jiang et al., 2016 ; O’Rourke et al., 2016 ; Sudria-Lopez et al., 2016). Afin de parer 

ce problème, nous avons généré une lignée murine C9orf72 LoxP x Nestin-Cre que j’appellerai 

par la suite C9orf72 SNC-KO, où l’expression de C9orf72 est déplétée uniquement dans le 

système nerveux central. Afin d’exprimer les protéines DPR polyGA et polyGP, nous avons 

alors opté pour une approche virale via des AAV PHP.eB, ayant la propriété de passer la 

barrière hémato-encéphalique des souris après une simple injection intraveineuse, permettant 

ainsi l’expression de notre protéine DPR d’intérêt dans le système nerveux central de ces 

animaux. Nous avons alors injecté des souris WT ou C9orf72 SNC-KO avec des virus codant 

soit pour la GFP en contrôle, soit pour la protéine polyGA, soit pour la protéine polyGP. Enfin, 

il est à noter que nous avons cloné les expansions GGGGCC et CCCCGG entourées de leurs 

séquences naturelles et non sous un codon ATG artificiel. 

  



 

-138- 

 

2.3.1. Toxicité de la protéine DPR polyGA 

L’analyse du phénotype locomoteur des souris surexprimant la protéine polyGA (Figure 62A) 

a mis en évidence une altération des capacités motrices des souris C9orf72 SNC-KO injectées 

en comparaison avec les souris WT, et ceci à partir de 9 mois post-injection, notamment grâce 

au test de l’open field et du rotarod (Figure 62B, 62C). L’analyse histopathologique montre que 

de nombreux agrégats de la protéine polyGA sont observés dans le cerveau des souris, que 

celles-ci soient contrôles ou C9orf72 SNC-KO (Figure 62D). Ces résultats préliminaires sont 

importants car ils confirment notre hypothèse d’un mécanisme de synergie toxique entre 

protéines DPR et perte de la protéine C9ORF72, ce qui pourrait expliquer la mort des neurones 

dans la SLA. Dans le but de confirmer ces données, j’ai injecté récemment un plus grand 

nombre d’animaux WT et C9orf72 SNC-KO, soit avec un virus codant pour la GFP, soit avec 

un virus codant pour la protéine polyGA et l’étude phénotypique de ces animaux est en cours. 

D’un point de vue mécanistique, il a été montré que la diminution d’expression de la protéine 

C9ORF72 conduit à une autophagie sous-optimale (Sellier et al., 2016 ; Sullivan et al., 2016 ; 

Ugolino et al., 2016 ; Webster et al., 2016 ; Jung et al., 2017 ; Shi et al., 2018 ; Shao et al., 

2020). De plus, l’expression de la protéine polyGA altère la fonction du protéasome (May et 

al., 2014 ; Schludi et al., 2015 ; Zhang et al., 2016 ; Schludi et al., 2017 ; Guo et al., 2018 ; 

Riemslagh et al., 2019 ; Zhang et al., 2021). Ces résultats suggèrent une altération des 2 

mécanismes cataboliques principaux de la cellule pouvant ainsi, peut-être, expliquer la synergie 

de toxicité et la mort neuronale dans la SLA/DFT. En effet, les neurones sont particulièrement 

sensibles à l’accumulation de protéines toxiques ou d’organelles dysfonctionnels puisqu’ils ne 

peuvent pas les éliminer lors de la division cellulaire (pour revue, Damme et al., 2015). 
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2.3.2. Toxicité de la protéine DPR polyGP 

De manière étonnante, les souris injectées avec le virus codant pour la protéine polyPG ont 

développé rapidement des altérations locomotrices, associées à une nette diminution de la 

survie de ces souris, et ceci qu’elles soient WT ou C9orf72 SNC-KO (Figure 63A). Ces résultats 

mettent en lumière une forte toxicité de la protéine polyGP, qui est pourtant reportée comme 

peu toxique dans la littérature (Mizielinska et al., 2014, Wen et al., 2014 ; Freibaum et al., 

2015 ; Lee et al., 2016). Néanmoins, il est à noter que les études précédentes ont été réalisées 

uniquement avec une protéine polyGP exprimée sous un ATG artificiel et donc tronquée. En 

effet, nous avons montré que l’initiation de la traduction de la protéine polyGP avait lieu en 

amont des répétitions et donc conduisant à l’expression d’une protéine polyGP avec une partie 

N-terminale non décrite précédemment. L’analyse de cette séquence N-terminale révèle la 

présence de nombreux acides aminés chargés positivement, notamment des résidus arginines, 

connus pour leur toxicité. En effet, les protéines DPR riches en arginine polyGR et polyPR sont 

décrites comme étant très toxiques dans différents modèles cellulaires et animaux (Mizielinska 

et al., 2014 ; Wen et al., 2014 ; Freibaum et al., 2015 ; Tao et al., 2015 ; Lee et al., 2016 ; Zhang 

et al., 2018 ; Hao et al., 2019 ; Cook et al., 2020 ; Li et al., 2020 ; Maor-Nof et al., 2021). 

Nous nous sommes donc demandé si cette nouvelle séquence N-terminale pouvait expliquer la 

toxicité de la protéine polyGP. Pour répondre à cette question, nous avons développé un 

nouveau virus où la protéine polyGP est délétée de sa séquence N-terminale (ΔNter-polyGP), 

que nous avons alors injecté une nouvelle cohorte de souris WT (Figure 63B). Il est intéressant 

de noter que les souris exprimant la protéine ΔNter-polyGP ne développent pas d’altérations 

locomotrices évidentes et ne meurent pas prématurément, contrairement aux souris exprimant 

la protéine polyGP entière (Figure 63C, 63D, 63E, 63F, 63G). Ces résultats suggèrent que la 

suite de Glycine-Proline n’est pas toxique d’elle-même, ce qui est en accord avec la littérature, 

mais que la séquence N-terminale riche en arginines de cette protéine est responsable de sa 

toxicité. Afin de confirmer ces résultats, j’ai récemment injecté une nouvelle cohorte avec un 

nouveau virus codant uniquement pour la séquence N-terminale de la protéine polyGP, sans les 

répétitions de Glycine-Proline. 

Ces résultats sur la protéine polyGP sont intéressants puisqu’ils suggèrent que cette protéine 

DPR pourrait faire partie des protéines DPR riches en arginine, comme les protéines polyGR et 

polyPR, expliquant ainsi sa toxicité. De plus, sa plus forte abondance chez les patients pourrait 

expliquer la mort des neurones dans la SLA. Toutefois, ces résultats préliminaires sont à 

confirmer. 
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3. TRAITEMENTS 

3.1.  Thérapie par oligonucléotides antisens (ASO) 

A l’heure actuelle, aucun traitement efficace contre les maladies à polyG, FXTAS, NIID et 

OPDM, et contre la SLA/DFT n’existe. La cause des maladies à polyG étant l’expression de 

protéines similaires, toutes composées de polyGlycine, le ciblage de cette région polyGlycine 

commune pourrait s’avérer une piste thérapeutique prometteuse. Il a été montré récemment 

qu’un ASO dirigé contre les répétitions de nucléotides CGG de l’ARN codant pour la protéine 

FMRpolyG diminue le nombre d’agrégats formés par la protéine FMRpolyG et améliore le 

phénotype locomoteur des souris (Derbis et al., 2021), suggérant qu’un tel ASO pourrait 

également être utilisé dans NIID et OPDM. Concernant les maladies affectant le système 

nerveux central, FXTAS et NIID, l’injection de l’ASO pourrait être réalisé par voie intrathécale 

qui diffuserait alors via le liquide cérébrospinal, tout comme pour le traitement de la SMA. Pour 

les maladies affectant directement le système musculaire comme l’OPDM et, dans une moindre 

mesure NIID, l’injection de l’ASO pourrait se faire par voie intraveineuse, comme pour le 

traitement de la dystrophie de Duchenne avec l’Eteplirsen (NCT02255552). Néanmoins, 

l’utilisation d’un ASO bloquant la traduction de l’ARN conduit à une perte de fonction de la 

protéine. Or, la perte de la protéine FMRP, codée par le même ARN que FMRpolyG, conduit 

à FXS, laissant penser que cette stratégie pourrait se révéler risquée. Au contraire, 

l’haploinsuffisance des protéines NOTCH2NLC, LRP12 et GIPC1 n’est pas actuellement 

reportée comme étant responsable d’une pathologie. En effet, des membres de la famille de 

patients NIID et OPDM2 possédant un nombre de répétitions CGG supérieur à 200, conduisant 

respectivement à la perte d’expression des protéines NOTCH2NLC et GIPC1 ne développent 

pas de symptômes particuliers (Deng et al., 2020 ; Fukuda et al., 2021). Ces données suggèrent 

qu’un ASO ciblant les expansions de répétitions CGG pourrait être testé dans NIID et l’OPDM, 

mais pourrait être une stratégie risquée dans le cas de FXTAS. 

Concernant la SLA/DFT due à une expansion de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72, 

plusieurs essais cliniques utilisant un ASO dégradant l’ARN sens contenant les répétitions sont 

en cours (NCT03626012). Nous avons montré que la protéine polyGP était principalement 

codée par l’ARN antisens composé de répétitions CCCCGG, qui n’est pas ciblée dans ces 

essais. L’initiation de la traduction de la protéine polyGP ayant lieu en amont des répétitions, 

cette protéine possède une séquence N-terminale particulière qui pourrait alors être ciblée par 
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un ASO. Nous pourrions tester cette stratégie dans nos souris injectées avec un virus 

AAV/PHP.eB codant pour la protéine polyGP. 

 

3.2.  Thérapie par molécules activant l’autophagie 

De nombreuses pathologies, telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, les 

maladies à polyQ, les maladies à polyG, la SLA, la DFT etc. sont des protéinopathies, c’est-à-

dire des maladies caractérisées par l’accumulation de protéines sous forme d’agrégats. Ces 

inclusions protéiques sont sensibles à l’autophagie, suggérant que la stimulation de ce processus 

de dégradation pourrait être une piste thérapeutique intéressante. Nous avons montré que 

l’expression des protéines DPR polyGA et polyGP, et de la protéine uN2CpolyG, est diminuée 

après stimulation de l’autophagie avec la torine, un inhibiteur de mTOR, et avec la 

fluphénazine, la chlorpromazine et la prométhazine, des composés approuvés par la FDA mais 

avec une forte action neuroleptique. Il serait intéressant de tester si ces molécules améliorent le 

phénotype locomoteur des souris exprimant les protéines DPR polyGA et polyGP ou 

uN2CpolyG. Néanmoins, leur utilisation en clinique reste compliquée puisque ces composés 

présentent un fort effet sédatif. 
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4. MECANISMES DE TRADUCTION DES REPETITIONS 

Ma thèse a porté sur l’étude des mécanismes de toxicité dans différentes maladies à expansion 

de répétitions, la SLA/DFT, NIID et OPDM2, et notamment sur la traduction de ces répétitions. 

En effet, nous avons montré que les expansions de répétitions GGGGCC situées dans le premier 

intron du gène C9ORF72 et CGG dans les régions 5’UTR des gènes NOTCH2NLC et GIPC1, 

bien que situées dans des régions décrites comme « non-codantes », sont traduites en protéines 

DPR polyGA et polyGP dans la SLA ; et en protéines composées de polyGlycine dans NIID et 

l’OPDM2. 

 

4.1.  Mécanisme de traduction des protéines DPR dans la SLA/DFT 

L’expansion de répétitions GGGGCC dans le gène C9ORF72 peut être traduite en 5 protéines 

DPR différentes selon le cadre de lecture ouvert : les protéines polyGA et polyGR à partir de 

l’ARN sens ; les protéines polyPA et polyPR à partir de l’ARN antisens et ; la protéine polyGP 

pouvant être traduite à partir de 2 ARN. Néanmoins, ces protéines ne sont pas retrouvées en 

abondance égale chez les patients. En effet, la protéine polyGA est la protéine la plus largement 

retrouvée, suivie des protéines de polyGP, de polyGR, de polyPA puis de polyPR (Mackenzie 

et al., 2013). 

Nous avons montré que l’initiation de la traduction de la protéine polyGA avait lieu à un codon 

CTG situé en amont des répétitions GGGGCC, un résultat confirmé par plusieurs autres études 

(Green et al., 2017 ; Sonobe et al., 2018 ; Tabet et al., 2018 ; Almeida et al., 2019 ; Sonobe et 

al., 2021). La protéine polyGP est la seule protéine DPR pouvant être générée à partir de l’ARN 

sens composé de répétitions GGGGCC et de l’ARN antisens CCCCGG. Il a tout d’abord été 

montré que cette protéine polyGP était produite via un changement du cadre de lecture ouvert 

du ribosome passant du cadre de lecture Glycine-Alanine au cadre de lecture Glycine-Proline à 

partir de l’ARN sens ; suggérant que la protéine polyGP était, elle aussi, traduite à partir du 

codon CTG (Tabet et al., 2018). De même, l’utilisation d’un ASO dirigé contre l’ARN sens en 

neurones différenciés à partir de cellules iPS de patients C9-SLA/DFT et en modèle murin 

transgénique exprimant les répétitions de nucléotides GGGGCC conduit à une diminution de 

l’expression de la protéine polyGP, suggérant donc que cette protéine est codée à partir de 

l’ARN sens (Gendron et al., 2017). Néanmoins, la délétion de ce codon CTG dans des cellules 
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iPS de patients C9-SLA/DFT ne conduit pas à une diminution d’expression de la protéine 

polyGP, suggérant donc que cette protéine n’est pas traduite à partir de ce codon CTG par 

changement du cadre de lecture (Almeida et al., 2019). De plus, le développement d’anticorps 

dirigés contre les régions C-terminales putatives des protéines polyGP traduites soit à partir de 

l’ARN sens, soit à partir de l’ARN antisens a permis de déterminer que cette protéine polyGP 

est majoritairement traduite à partir de l’ARN antisens (Zu et al., 2013), ce qui est en accord 

avec notre travail. En effet, nous avons montré que la protéine polyGP était traduite à partir de 

l’ARN antisens grâce à un codon ATG situé en amont des répétitions CCCCGG. Enfin, nous 

supposons que l’initiation de la traduction de la protéine DPR polyGR a lieu à un codon AGG 

situé, lui aussi, en amont des répétitions. 

Des études ont reporté un mécanisme de traduction « RAN » des expansions de répétitions 

GGGGCC du gène C9ORF72. En effet, il a été montré que les répétitions sens GGGGCC et 

antisens CCCCGG étaient traduites en protéines composées de polyGA, polyGP, polyGR, 

polyPA et polyPR en culture cellulaire (Ash et al., 2013 ; Gendron et al., 2013 ; Mori et al., 

2013a ; Zu et al., 2013). Néanmoins, une de ces études a montré que l’ARN sens était 

principalement traduit en protéine polyGA et suggérait une initiation de la traduction en amont 

des répétitions (Mori et al., 2013a). Le développement d’anticorps contre ces 5 protéines et 

l’analyse de tissus de patients C9-SLA/DFT a permis de confirmer leur présence dans le 

système nerveux central chez les patients, notamment dans l’hippocampe et rarement dans les 

cortex moteurs et temporaux ainsi que dans la moelle épinière (Gendron et al., 2013 ; Zu et al., 

2013). Par la suite, des études histopathologiques complémentaires sur des patients C9-

SLA/DFT ont permis d’affiner ces premiers résultats, notamment sur l’abondance relative de 

ces protéines DPR ainsi que leurs zones d’expression. En effet, les protéines polyGA et polyGP 

sont les 2 protéines DPR les plus fréquemment observées, principalement dans les cortex 

frontaux, temporaux et dans le cervelet et très rarement dans la moelle épinière (Mackenzie et 

al., 2015). Il est à noter que les 2 protéines DPR les plus fortement exprimées chez les patients 

sont celles où nous avons déterminé une initiation canonique de la traduction. L’ensemble de 

ces résultats suggèrent donc que 2 protéines DPR peuvent être traduites via un mécanisme de 

traduction classique à partir d’un codon ATG, ou ressemblant à un ATG, situé en amont des 

expansions de répétitions.  

 

 



 

-147- 

 

4.2.  Mécanisme de traduction des protéines à polyG 

Concernant les maladies à polyG, il est maintenant admis que, dans FXTAS, la traduction des 

expansions de répétitions CGG se fait principalement dans le cadre de lecture glycine, générant 

une protéine appelée FMRpolyG. L’initiation de la traduction se fait en amont des répétitions à 

un codon ACG (Kearse et al., 2017 ; Sellier et al., 2017) et ceci de manière dépendante du 

mécanisme de scan du ribosome (Kearse et al., 2017). D’autres protéines traduites à partir du 

mécanisme « RAN » et donc issues soit d’un autre cadre de lecture ouvert (polyA) soit à partir 

de l’ARN antisens (polyP, polyR et polyA) sont également décrites in vitro mais ne sont pas, 

ou très rarement observées chez les patients FXTAS (Todd et al., 2013 ; Kranz et al., 2016 ; 

Krans et al., 2019), soulevant la question de la relevance physiopathologique de ces protéines. 

De plus, l’équipe du Dr Charlet, par le développement d’un modèle murin exprimant 100 

répétitions CCG mais dont la région en amont des répétitions est délétée du codon ACG (qui 

permet la traduction de la protéine FMRpolyG), a démontré que la présence de la protéine 

FMRpolyG est nécessaire au développement de la pathologie (Sellier et al., 2017). En effet, la 

délétion de cette région contenant l’ACG ne modifie pas le mécanisme de traduction « RAN », 

suggérant que les protéines issues de ce mécanisme ne sont pas suffisantes pour engendrer la 

maladie, contrairement à FMRpolyG. 

Dans la cadre de l’étude de NIID, nous avons montré que, tout comme dans FXTAS, les 

répétitions CGG étaient traduites dans le cadre de lecture glycine, produisant une nouvelle 

protéine que nous avons nommé uN2CpolyG. L’initiation de la traduction de cette protéine 

uN2CpolyG a lieu en amont des répétitions de nucléotides CGG à un codon canonique de 

l’initiation de la traduction ATG. Ce résultat a été récemment confirmé par une seconde équipe 

(Zhong et al., 2021). Cette protéine forme des inclusions intranucléaires en cultures primaires 

de neurones de souris ainsi qu’en modèle murin, résultant à une neurodégénérescence. Ces 

données suggèrent que l’expression de uN2CpolyG est suffisante pour récapituler les 

caractéristiques histopathologiques de NIID et induire cette pathologie. Lors de cette étude, 

nous n’avons pas observé in vitro une traduction des répétitions CGG dans un autre cadre de 

lecture (alanine ou arginine), suggérant que le mécanisme de traduction « RAN » n’est pas 

prédominant dans cette pathologie. 

Dans l’OPDM2, les expansions de répétitions CGG situées dans la région 5’UTR du gène 

GIPC1 sont elles aussi traduites en une protéine composée de polyGlycine, appelé 

uGIPC1polyG. Nous avons montré que, là encore, l’initiation de la traduction a lieu en amont 
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des répétitions et, tout comme dans FXTAS, à un codon ressemblant à un ATG et, dans le cas 

de l’OPDM2, à un codon CTG. Il est à noter que les codons CTG permettent l’initiation de la 

traduction de plus de 40% des uORF ; ce résultat n’est donc pas inattendu. Les symptômes et 

les caractéristiques histopathologiques de l’OPDM ressemblent à ceux observés dans l’OPMD, 

une maladie neuromusculaire due à une expansion de 2 à 8 répétitions GCG dans le gène 

PABPN1 qui est traduite en une protéine contenant une séquence polyA (cf Introduction 1.4.3). 

En effet, ces 2 pathologies sont caractérisées une faiblesse musculaire associée à un ptosis. De 

plus, les patients atteints d’OPDM ou d’OPMD présentent des vacuoles ainsi que des inclusions 

intranucléaires positives à l’ubiquitine dans leurs fibres musculaires. Afin de s’assurer que la 

protéine uGIPC1polyG est bien responsable des symptômes observés chez les patients OPDM, 

et non la protéine uGIPC1polyA qui pourrait être générée par le mécanisme de traduction 

« RAN », nous avons également développé des anticorps dirigés contre la protéine putative 

uGIPC1polyA afin de tester sa présence / son absence chez les patients OPDM. 

L’analyse de la séquence nucléotidique du gène LRP12, dont une expansion de répétitions CGG 

est responsable de l’OPMD1, révèle la présence de codons CTG et ACG en amont des 

répétitions pouvant peut-être permettre une initiation de la traduction dans le cadre de lecture 

glycine (Figure 65A). De plus, un codon ATG se trouve dans le cadre de lecture arginine et, ce 

cadre de lecture ouvert permet également la traduction de la protéine LRP12, suggérant qu’une 

protéine LRP12 avec une séquence N-terminale plus longue et riche en arginines puisse exister 

(Figure 65A). Nous avons récemment pu montrer que ces protéines (à polyG et à polyR) étaient 

traduites à partir de l’uORF du gène LRP12 (Figure 65B). Il serait maintenant intéressant 

d’étudier le ratio d’initiation in vivo entre ces codons CTG et ATG afin de conclure sur une 

expression d’une protéine composée de polyG et / ou d’une protéine à polyR. L’OPDM1 étant 

caractérisée, tout comme FXTAS, NIID et l’OPDM2, par la présence d’agrégats 

intranucléaires, nous pouvons penser qu’une protéine à polyG traduite à partir des répétitions 

CGG puisse être responsable de la présence de ces inclusions. Les protéines à polyR sont 

connues pour être extrêmement toxiques mais, elles sont également particulièrement instables. 

Le développement d’anticorps dirigés contre ces protéines à polyG et à polyR, ou contre la 

protéine LRP12, se révèlera donc nécessaire afin de tester la présence de ces protéines chez les 

patients OPDM1. 





 

-150- 

 

4.3.  La traduction de régions dites « non-codantes » 

Dans l’OPML, les répétitions CGG pourraient être traduites en une protéine composée de 

polyGlycine à partir d’un ARNlnc. La traduction d’une protéine toxique à partir d’un ARNlnc 

n’est pas sans rappeler 2 autres maladies, SCA8 et maladie de Huntington 2 (HDL2). En effet, 

SCA8 est due à une expansion de 80 à 160 répétitions CAG dans le gène ATXN8, décrit comme 

étant transcrit en un long ARN non-codant (Ikeda et al., 2000). Le développement de modèles 

murins de SCA8 ainsi que l’utilisation d’anticorps dirigés contre les polyQ a permis de mettre 

en évidence un codon ATG situé en amont des répétitions CAG, permettant la traduction d’une 

protéine ATXN8-polyQ responsable de la pathologie (Moseley et al., 2006). De même, une 

expansion comprise entre 40 et 59 répétitions CAG dans le l’ARNlnc JPH3AS a été identifié 

chez les patients HDL2 (Holmes et al., 2001) et le développement d’un modèle murin de la 

pathologie révèle la présence la présence d’une protéine à polyQ codée à partir de cet ARN 

grâce à un codon AUG situé en amont des répétitions qui était, jusque-là, décrit comme non-

codant (Wilburn et al., 2011). 

La traduction d’expansions de répétitions localisées dans des régions dites non-codantes 

pourrait se révéler plus courante qu’initialement pensée dans les maladies à expansion de 

répétitions. En effet, dans SCA12, une expansion d’une centaine de répétitions CAG a été 

décrite dans le gène PPP2R2B (Holmes et al., 1999). Les patients SCA12 ne présentent pas 

d’agrégats de protéines composées de polyGlutamine, suggérant que SCA12 n’est pas une 

maladie à polyQ (O'Hearn et al., 2015). Bien que la cause de toxicité de cette expansion soit 

encore discutée, la présence d’agrégats intranucléaires dans les cellules de Purkinje ainsi que la 

présence d’un codon ATG dans le cadre de lecture sérine pourrait laisser penser à une 

accumulation toxique d’une protéine composée de polyS. 

Récemment, il a été démontré que des protéines composées de polyGP étaient retrouvées dans 

une autre pathologie, l’ataxie spinocérébelleuse de type 36 (SCA36). Cette maladie est causée 

par une expansion de répétitions GGGCCT située dans le premier intron du gène NOP56 

(Kobayashi et al., 2011 ; García-Murias et al., 2012). Il est à noter que la séquence nucléotidique 

de cette expansion, ainsi que sa localisation, rappellent l’expansion GGGGCC intronique du 

gène C9ORF72. Cette expansion GGGCCT peut putativement encoder 5 protéines DPR : 

polyWA, polyGL, polyPR, polyAQ et polyGP. Le développement d’un modèle murin 

exprimant l’expansion de répétitions GGGCCT présente des foci d’ARN sens et antisens et les 

protéines DPR polyWA, polyGL, polyPR et polyGP sont détectées (Todd et al., 2020) ; ce qui 



 

-151- 

 

rappelle fortement ce qui est observé dans les modèles murins de SLA exprimant des répétitions 

GGGGCC (O’Rourke et al., 2015 ; Peters et al., 2015 ; Jiang et al., 2016 ; Liu et al., 2016b). 

Néanmoins, le développement d’anticorps dirigés contre ces protéines DPR et leur utilisation 

dans des fibroblastes de patients ainsi que sur des lames de cerveau de patients SCA36 révèle 

une présence majoritaire de la protéine polyGP sous forme soluble (McEachin et al., 2020). De 

manière intéressante, l’expansion de répétitions GGGCCT altère l’épissage de l’ARN de 

NOP56, conduisant à la rétention de l’intron porteur des répétitions, qui se retrouve alors dans 

la phase codante. En effet, le codon d’initiation de la traduction ATG de la protéine NOP56 

permet la traduction des répétitions GGGCCT dans le cadre de lecture Glycine-Proline 

(McEachin et al., 2020). La présence de la protéine polyGP dans 2 pathologies, C9-SLA/DFT 

et SCA36, peut suggérer un mécanisme de toxicité similaire de cette protéine. 

L’ensemble de ces études mettent en évidence que la majeure partie de ces expansions de 

répétitions sont traduites par un mécanisme canonique de l’initiation de la traduction. Il est 

important de noter que l’initiation de la traduction à ces codons ressemblant à des ATG, ACG 

et CTG, ou ATG est indépendante de la taille des répétitions (Kearse et al., 2017 ; Sellier et al., 

2017 ; Zhong et al., 2021). Cependant, avec un faible nombre de répétitions, ces protéines sont 

petites, instables et donc difficiles à détecter. Ces données suggèrent que de nombreuses 

expansions de répétitions, bien que situées dans des régions dites non-codantes du génome, 

pouvant être traduites grâce à des codons ATG ou ressemblant à des ATG, et ceci d’autant plus 

que la majorité des gènes contiennent des uORF initiant à des codons ressemblant à des ATG 

(Ingolia et al., 2011). 

Nous n’avons pas observé de traduction « RAN » lors de nos études sur ces différentes 

pathologies à expansion de répétitions. Ce mécanisme de traduction reste, à l’heure actuelle, 

mal décrit ; il s’agirait d’une initiation de la traduction se produisant dans les répétitions grâce 

à des structures secondaires d’ARN formées par les répétitions (Zu et al., 2011). 

Il est à noter que dans de nombreuses études portant sur la traduction « RAN », les codons 

permettant l’initiation de la protéine majoritairement retrouvée chez les patients sont retirés de 

la séquence naturelle. Par exemple, dans l’étude originelle démontrant la traduction « RAN », 

le codon ATG permettant la traduction de la protéine ATXN8-polyQ a été supprimé, ce qui a 

permis la détection de protéines à polyS et à polyA, suggérant que la traduction a lieu dans tous 

les cadres de lecture possibles (Zu et al., 2011). De manière similaire, dans HD, toutes les 

protéines possiblement traduites à partir des expansions de répétitions sens CAG, mais 
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également antisens CTG, à savoir polyQ, polyA, polyS, polyL et polyC, sont détectées (Bañez-

Coronel et al., 2015) mais, ces travaux sont réalisés à partir de constructions plasmidiques 

artificielles où les expansions de répétitions sont dénuées de leur séquence naturelle 

environnante. Nous pouvons donc nous demander si les vecteurs utilisés sont bien dépourvus 

de tous codon ATG et / ou codons ressemblant à des ATG comme les codons CTG, GTG, ACG, 

etc. permettant l’initiation de la traduction. A ce sujet, il est intéressant de noter que certaines 

des expansions de répétitions traduites par le mécanisme « RAN » sont composées de codons 

CTG : CCTG dans le gène CNBP dans la DM2 (Zu et al., 2017) et ; CTG dans la séquence 

antisens de la HTT dans HD (Bañez-Coronel et al., 2015). Or, il est connu que les codons CTG 

sont capables d’initier la traduction (Ingolia et al., 2011) ; comme observé pour la traduction de 

la protéine polyGA dans C9-SLA/DFT ou uGIPC1polyG dans l’OPDM2. 

De plus, il est intéressant de noter que seules les protéines à polyA, qui sont détectées dans 

SCA8, FXTAS et HD, migrent sous forme de traînée, suggérant que l’initiation de la traduction 

n’a pas lieu à un codon unique (Zu et al., 2011 ; Todd et al., 2013 ; Bañez-Coronel et al., 2015). 

Néanmoins, nous avons montré que l’expression d’une protéine à polyA traduite grâce à un 

codon ATG situé en amont des répétitions CGG migre sous la forme d’une traînée, suggérant 

que les protéines à polyA ont un profil de migration anormal (Figure 66). Enfin, les autres 

protéines issues de la traduction « RAN » détectées dans différentes pathologies causées par 

des expansions de répétitions comme les protéines DPR issues des expansions GGGGCC du 

gène C9ORF72 dans la SLA/DFT (Zu et al., 2013), ou encore pour les protéines polyLPAC et 

polyQAGR identifiées dans la DM2 (Zu et al., 2017) migrent à des tailles uniques. Ces résultats 

suggèrent donc que l’initiation de la traduction a lieu à un codon défini. 
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5. CONCLUSION 

Ce travail de thèse a permis de clarifier le mécanisme de toxicité des expansions CGG situées 

dans les régions 5’UTR des gènes NOTCH2NLC et GIPC1, responsables de NIID et de 

l’OPDM2 respectivement. Nous avons montré que ces répétitions étaient traduites en protéines 

composées de polyGlycine, responsables de la formation des inclusions intranucléaires 

caractéristiques de ces maladies et toxiques en modèles cellulaires et / ou murins. Ces résultats 

permettent ainsi de définir une nouvelle classe de maladie génétique humaine, les maladies à 

polyG, comportant actuellement 3 pathologies : FXTAS, NIID et OPDM2/3. 

En parallèle, nous avons pu montrer que des expansions de répétitions GGGGCC situées dans 

la région intronique du gène C9ORF72, responsables de la SLA/DFT, sont, elles aussi traduites 

en protéines DPR de type polyGA à partir de l’ARN sens composé de répétitions GGGGCC et 

de type polyGP à partir de l’ARN antisens composé de répétitions CCCCGG. Ces protéines 

DPR sont faiblement exprimées et instables car elles sont constamment dégradées par 

autophagie. Or, l’expansion de répétitions GGGGCC conduit à haploinsuffisance de la protéine 

C9ORF72, qui est impliquée dans l’autophagie. La diminution d’expression de C9ORF72 

conduit à une autophagie sous-optimale et, donc, à une accumulation et à une plus forte toxicité 

de ces protéines polyGA et polyGP en modèle cellulaire. L’expansion de répétitions GGGGCC 

serait donc toxique via 2 mécanismes : une sous-expression de la protéine C9ORF72 

augmentant la toxicité des protéines DPR, pouvant peut-être expliquer la mort neuronale 

observée chez les patients atteints de SLA/DFT. 

Enfin, lors de l’étude de la traduction de ces différentes protéines (uN2CpolyG, uGIPC1polyG, 

polyGA et polyGP), nous n’avons pas observé de traduction par le mécanisme « RAN ». En 

effet, dans nos études, l’initiation de la traduction de ces protéines a lieu systématiquement en 

amont des répétitions, soit à un codon ATG pour les protéines uN2CpolyG et polyGP, soit à un 

codon CTG qui permet l’initiation de la traduction par mésappariement avec l’ARNt initiateur, 

pour les protéines uGIPC1 et polyGA. En conclusion, ces données suggèrent que, bien que 

situées dans des régions dites « non-codantes », certaines expansions de répétitions peuvent tout 

de même être traduites en protéines toxiques, et ce, grâce à un mécanisme canonique de 

l’initiation de la traduction. 
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