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HPRT
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MAPT
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K
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LDL Receptor Related Protein 12

M
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Microtubule Associated Protein Tau
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Mouse Embryonic Fibroblast

MTOR Associated Protein, LST8 Homolog
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Réparation des Mésappariements
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Mammalian Target Of Rapamycin
Complexe mTOR 1
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Naphthyridine-Azaquinolone
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SRY-Box Transcription Factor 3
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Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase

-12-



Unc
uORF
UTR

VAMP
VCP
VHC
VPS15
VPS34

WDR41
WIPI
WT

XDP
XH
XYLT1

YEATS?2

zZIC2

Uncoordinated
Upstream Open Reading Frame
Untranslated Region

\Y%
Vesicle Associated Membrane Protein
Valosin Containing Protein
Virus de I’Hépatite C
Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 4
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

W
WD repeat containing protein 41
WD Repeat Domain, Phosphoinositide Interacting 1
Wild Type (sauvage)

X
Dystonie-Parkinsonisme liée a 1I’X
Hypopituitarisme li¢ a I’X
Xylosyltransferase 1

Y
YEATS Domain Containing 2

Z
Zinc finger protein of the cerebellum 2

-13-



Liste des Figures

Figure 1. Maladies causées par des expansions de réPELIIONS .......c.ueeverruerrieereeneenierieeerieeneeseeseenas 16
Figure 2. Mécanisme de toxicité au niveau ADN..........cccceviriieniinerienieiese e 19
Figure 3. Mécanisme de toxicité au niveau ARN ........cccoocuiiiiiiiiiiieiieieriee e csre e siee e seeesseeesvee e 23
Figure 4. TOXiCité au NIVEAU PIOLEIQUE ......ecveeverieeieeiiriieiesieeee st st sttt st e st esee b sreeeesreeanes 25
Figure 5. Traduction Chez 168 GUCATYOLES .....cccvevvereeriirieieniieeesie ettt re e 26
Figure 6. Initiation de la traduction chez les eUCAIYOLES .......cccceeriereiriiriiiesieeseeree e 28
Figure 7. Utilisation des codons pour ’initiation de la traduction dans les ORF et uORF .................. 30
Figure 8. Régulation positive en condition de stress des uORF sur les genes ATF4 et ATFS.............. 31
Figure 9. Les 4 principales types d’IRES .........oooiiiiii e 33
Figure 10. Mécanisme de traduction « RAN » .....cccciiiiiiiiiiiieenie ettt siee e 34
Figure 11. Histopathologie des patients touchés par les maladies a polyQ........cceceerueriierienneeniecninenns 35
Figure 12. Fonctionnement du récepteur aux androgenes (RA)......ccccoeevveririienineeneneneeneseeeeneeen 38
Figure 13. La toxicité de I’ATXN1-polyQ dépend de sa liaison a la protéine CIC ............oceevuennenen. 40
Figure 14. Caractéristiques histopathologiques des patients OPMD..........cccccccoeeniiniiniiinneenienieeneens 43
Figure 15. Hyper-intensité en T2 des pédoncules cérébelleux dans FXTAS ........cccccevirienineenenennen. 44
Figure 16. Inclusions intranucléaires chez des patients FXTAS ........coccooiiiiieniininiineeeenee e 45
Figure 17. FMRpolyG dans les inclusions intranucléaires chez les patients FXTAS .........cccccooeeis 46
Figure 18. Modeles murins de FXTAS prouvant la toxicité de FMRPOLYG .......cccceccenereenineeneenennee. 47
Figure 19. Mécanisme de toxicité proposé€ pour SCA3 T .....c.coieiiieriiniiiiieeeeenee et 49
Figure 20. IRM de patients FXTAS €t NIID .......cccccoiirieiininienieniesiesieetesie et s 54
Figure 21. Inclusions intranucléaires dans le cerveau des patients NIID ........ccccccceevenenveenineennnennee. 55
Figure 22. Role des paralogues de NOTCH2 dans le développement cortical humain...........cc........... 56
Figure 23. Evolution d’un patient atteint d’OPDM ........cccccerviiiinieniinieienireeeeee et 57
Figure 24. Caractéristiques histopathologiques des fibres musculaires des patients OPDM ............... 58
Figure 25. IRM de cerveaux de patients FXTAS, NIID et OPML.........ccccoioiiiiiniiniinieeeenee e 61
Figure 26. Les 2 formes de SLLA........oo ittt ettt st sttt st e s sateesabeesbaeesbeeenns 64
Figure 27. Zones du cerveau atteintes chez les patients DFT.........cccccoccioiiiiiiiininieneeeeeenecneee 65
Figure 28. Présence d’agrégats de la protéine TDP-43 chez des patients SLA et DFT ..........ccce.ee..e. 66
Figure 29. Perte des neurones moteurs chez un patient atteint de SLA.........ccooveiviiiiniieenieeinieenieeene 67
Figure 30. Genes mutés chez les patients atteins de SLA, de DFT ou de SLA/DFT .......ccccocceivienene 68
Figure 31. Principaux geénes impliqués dans la SLA et 1a DFT........ccccovviiniiiiiiiieiniieiieeiec e 68
Figure 32. Mécanismes de toxicité de I’expansion GGGGCC dans le gene CIORF72...........ccuune.... 71
Figure 33. Epissage alternatif de C9ORF72 produisant 2 isoformes protéiques.........c.ccceeeevveereennnens 72
Figure 34. La superfamille des GTPases RaS .......ccccevvuiiiriiiiiiiiiiiienieeieesiec ettt 74
Figure 35. Conformation des petites GTPases Ras .......c.cccovieiiiiiiiiiiiieeeeeeeie e 75
Figure 36. Structure des complexes COORF72-SMCR7-WDR41 et FLNC-FNIP2 ..........ccccccoviennn. 75
Figure 37. Les 3 formes d’autophagie.........cceeereeeeninieienieene et 76
Figure 38. Protéines impliquées dans la cascade de signalisation dans I’autophagie...........c.ccccernnee. 77
Figure 39. Incorporation des lipides au niveau de 1’autophagoSome ..........ccceeveereereerieeeneesieesieesinenns 78
Figure 40. Systémes de conjugaison impliqués dans le recrutement des protéines LC3 &

I QULOPRAZOSOINE .. .viuveieeiieieeie sttt sttt st r et e e s r e e s R e e n s ne e e e s r e e e reeneens 79
Figure 41. Foci d’ARN compose de répétitions GGGGCC chez les patients SLA/DFT .........ccconeeee. 83
Figure 42. Traduction des ARN sens et antisens en protéines DPR..........c.ccccovvvviriiiiniieiniiininieenieenns 84
Figure 43. Présence des différentes protéines DPR chez un patient C9-SLA/DFT ........ccccovvvvvnnennen. 85
Figure 44. Quantification des agrégats de protéines DPR dans le cerveau de patients SLA................. 86

-14-



Figure 45. Voies cellulaires altérées par les protéines DPR. .........cccccooiriiiiiininineeeeeeee 87
Figure 46. PolyGA s€questre 1€ ProtEaSOIME ........ceevvirreerieriirienienieeste sttt eee e 88
Figure 47. La protéine NPM1 est délocalisée par les protéines polyGR et polyPR............cccceeieins 91
Figure 48. Molécules activant I’autophagie ..........cceceeieriririenineeeseeeee e 97
Figure 49. Composés de la classe des tricycles activant ou non 1’autophagie........c.cccoceeeerereeneennennee. 99
Figure 50. Mécanismes d’action deS ASO ......cuiiviiiiiiiiiiieeiiee et seeeseeesieeeste e sveessteeeseeeessveeesasees 102
Figure 51. Action du Nusinersen sur I'€pissage de SMN2 .......cccociririenireerenensene e 103
Figure 52. Traduction des expansions de répétitions CGG du gene GIPCI ..........ccocevveeveeneeruennnen. 108
Figure 53. Traduction canonique des répétitions CGG dans le cadre de lecture glycine.................... 110
Figure 54. Impact de I’expression des protéines & polyGlycCine.........ccceververerersenieneeseneeeeneneene 112
Figure 55. Expansions de répétitions traduites en protéines tOXIQUES ........cocuerverrreenreerreereeseesneeeneees 116
Figure 56. Arbre généalogique d’une famille OPDM ........ccccooeeiininiiinineeeneeeereseee e 119
Figure 57. Les maladies a polyG : maladies neurodégénératives et neuromusculaires...................... 121
Figure 58. Expression de uN2CpolyG-GFP est ATG-polyG-GFP dans le cerveau de souris............ 123
Figure 59. Mécanisme de toxicité des protéines & PolyGi.........cccecereereenireenienensieneneese e 128
Figure 60. Implication du complexe CSW dans 1’autophagie..........ccceceerieriiriiniinieeneeneeneeneeeenn 133
Figure 61. Role du complexe CSW pour les vésicules LDCV .......cocoeveiirieninenieneneeeneeeeieneenee 135
Figure 62. Phénotype et histopathologie des souris WT et C9orf72 SNC-KO exprimant la protéine
J010] 44 € 7 TSP PO RTOPPR PP 139
Figure 63. Phénotype locomoteur des souris exprimant la protéine polyGP..........c.cccccceeveirinrinnnnen. 141
Figure 64. Anticorps dirigés contre les protéines polyGA et polyGP .........ccccvervenineesenenncnenene 142
Figure 65. Traduction des répétitions CGG dans le gene LRP12.......ccccccovvevininienineeicneeeieeene 149
Figure 66. Profil de migration des protéines & POIYA.......cccccerieriieiiiinieenie et 150
Liste des Tableaux

Tableau 1. Maladies a expansion de ré€PEtItIONS..........c.eeervierriieerieeriieerieesieeeseeeeieeesereeseeeesseeesseeenes 18
Tableau 2. Efficacité de I’initiation de la traduction selon le codon initiateur...........cceceecveerenenennene 29
Tableau 3. Geénes mutés responsables de la SLA, la DFT ou la SLA/DFT.......ccccocoviviiiviieeiieeeeene 69

-15-



INTRODUCTION



INTRODUCTION

- CHAPITRE 1 -

Les maladies a expansion de répétitions



1. LES MALADIES A EXPANSION DE REPETITIONS

1.1. Généralités

C’est il y a maintenant 30 ans qu’a été¢ démontré, pour la premicre fois, que des expansions de
microsatellites étaient responsables de maladies génétiques chez I’Homme. Ces équipes ont
respectivement mis en lumiére que I’amyotrophie bulbospinale liée a 1’X, ou maladie de
Kennedy, est causée par une expansion de nucléotides CAG dans le récepteur aux androgenes
(La Spada et al, 1991), et que le syndrome de I’X fragile (FXS) est di a une expansion de
nucléotides CGG dans le gene FMRI (Oberlé et al., 1991 ; Verkerk et al., 1991). Ces travaux
ont permis d’établir une nouvelle catégorie de maladies génétiques : les maladies a expansion
de répétitions. Ces expansions de répétitions peuvent étre composées de tri-, tétra-, penta-,
hexa-nucléotides dans les régions codantes ou non-codantes (5’UTR, intron, 3’UTR) des génes

(Figure 1).

FXS FMR1 DM2 CNBP1
(CGG). 200 (CCTG),75
FXTAS FMR1 | SLA/DFT C90ORF72
(CGG)s5.200 (GGGGCC),3,
NIID NOTCH2NLC SCA36 NOP56
(CGG)ss.200 (GGGCCT)sgs0
OPDM1 LRP12 FRDA FXN
(CGG)SS-ZOO (GAA)>200
OPDM2 GI/PC1 FAME1 SAMD12 DMA1 DMPK
(CGG)ss.200 (ATTTC)5400 (CTG)
scatz OPML focus 64236 SCA31 BEAN1 >200
PPP2R2B (CGG)ss.200 (TGGAA).110
(CAG)>46
s N

Exon
PolyQ PolyA
HD HTT OPMD PABPN1
(CAG)SS-ZSO (GCN)11-17
SBMA AR NS-XLID ARX
(CAG)35.65 (GCN)30.23
DRPLA ATN1 BPES FOXL2
(CAG)45.03 (GCG)1g.24
SCA1 ATXN1 HFGS HOXA13
(CAG)SQ-SB (GCN)18-30
SCA3 ATXN3 SPD1 HOXD13
(CAG)s5.87 (GCG)z4
SCA7 CACNA1A XH SOX3
(CAG)37-460 (GCN)ZG

Figure 1. Maladies causées par des expansions de répétitions
Composition, localisation et taille des expansions de répétitions impliquées dans différentes
pathologies. Adapté de Ellerby, 2019.
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Le nombre de répétitions varie en fonction de la maladie, du patient et de son age, 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 phénoméne d’anticipation caractéris€¢ par une
augmentation de la taille des répétitions conduisant a une plus grande sévérité de la maladie et
a une diminution de 1’dge d’apparition des premiers symptdmes lors du passage d’une
génération a la suivante (ex : FXS, HD, DM1). La naissance, 1’allongement, ou plus rarement
le raccourcissement des expansions de répétitions fait intervenir des mécanismes de réplication
et de réparation de I’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 a des expansions de répétitions dont la
moitié€ identifiée lors de ces 10 dernieres années grice au progres en termes de séquengage 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 a 1’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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Taille Taille

A'nnée ul Maladie Gene R'e'ghlon Motif répété d'expansion d'expansion Equipe
découverte génique .
normale  pathologique
1991 SBMA AR Exon CAG 9-36 38-68 LaSpadaetal.
1991 FXS FMR1 5'UTR CGG 5-50 > 200 Oberlé et al. ; Verkerk et al.
1992 DM1 DMPK 3'UTR CTG 5-37 50-10000 Mahadevan et al.
1993 HD HTT Exon CAG 6-35 36-250 The Huntington's Collaborative Research Group
1993 SCA1 ATXN1 Exon CAG 6-38 39-88 Orretal
1993 FRAXE AFF2 5'UTR CCG 4-39 200-900 Knight et al.
1994 DRPLA ATN1 Exon CAG 3-35 48 -93 Koide et al. ; Nagafuchi et al.
1994 SCA3 ATXN3 Exon CAG 12-44 55-87 Kawaguchi et al.
1996 SCA2 ATXN2 Exon CAG 13-31 32-500 Pulstetal.
1996 SCA7 ATXN7 Exon CAG 4-33 37-460 Lindblad et al.
1996 SPD1 HOXD13 Exon GCG 15 24 Akarsu et al.
1996 FRDA FXN Intron GAA 5-34 65-1300 Campuzano etal.
1997 SCA6 CACNA1A Exon CAG 4-18 20-33  Zhuchenkoetal.
1997 BCCD RUNX2 Exon GCN 17 27 Mundlos et al.
1997 EPM1 CSTB 5'UTR  CCCCGCCCCGCG 2-3 30-75 Lalioto etal.
1998 OPMD PABPN1 Exon GCG 6-10 12-17 Brais et al.
1998 FXPOI FMR1 S5'UTR CGG 5-50 55-200 Conway et al.
1999 SCA17 T8P Exon CAG 25-40 43 - 66 Koide et al.
1999 SCA8 ATXN8 Exon CAG 15-50 74 -250 Koob et al.
1999 SCA12 PPP2R2B 5"UTR CAG 4-32 43-78 Holmes et al.
2000 HFGS HOXA13 Exon GCN 12-18 18-30 Goodman et al.
2000 SCA10 ATXN10 Intron ATTCT 10-32 280 -4500 Matsuura et al.
2001 HDL2 JPH3 AS Exon CAG 6-28 41-58  Margolis et al.
2001 BPES FOXL2 Exon GCN 14 19-24 De Baere et al.
2001 HPES zZic2 Exon GCN 15 25 Brown et al.
2001 DM2 CNBP Intron CCTG 11-30 50-11000 Liquori et al.
2001 FXTAS FMR1 5'UTR CGG 5-50 55-200 Hagerman et al.
2002 NS-XLID ARX Exon GCN 12-16 20-23 Stromme et al.
2002 XH SOX3 Exon GCN 15 26 Laumonnier et al.
2003 CCHS PHOX2B Exon GCN 20 25-29 Amiel et al.
2009 SCA31 BEAN1/TK2 Intron TGGAA/TTCCA  variable 110-760 Satoetal.
2011 SCA36 NOP56 Intron GGGCCT 5-14 650 - 2500 Kobayashi et al.
2011 SLA/DFT C90RF72 Intron GGGGCC 3-25 >30 Dejesus-Hernandez et al. ; Renton et al.
2015 FECD3 TCF4 Intron CTG 5-31 >50 Mootha et al.
2017 XDP TAF1 Intron CCCcTCT absent 30-55 Braggetal.
2017 SCA37 DAB1 Intron ATTTC absent 31-75 Seixas et al.
2018 FAME1 SAMD12 Intron ATTTC absent 440 - 3680 Ishiura et al.
2018 FAMEG TNRC6A Intron ATTTC absent Ishiura et al.
2018 FAME7 RAPGEF2 Intron ATTTC absent Ishiura et al.
2019 BSS XYLT1 Promoteur CGG 9-20 120-800 LaCroix et al.
2019 CANVAS RFC1 Intron AAGGG variable 400 - 2000 Cortese et al. ; Rafehi et al.
2019 GDPAG GLS S'"UTR GCA 8-16 680 - 1400 Van Kuilenburg et al.
2019 NIID NOTCH2NLC 5'UTR CGG 7-60 61-200 Ishiuraetal.;Sone etal. ; Tian et al.
2019 OPDM1 LRP12 5'UTR CGG 13-45 90-130 Ishiuraetal.
2019 OPML1  Locus 642361  ARN Inc CGG 3-16 40-60 Ishiuraetal.
2019 FAME4 YEATS2 Intron ATTTC absent Yeetong et al.
2019 FAME2 STARD7 Intron ATTTC absent 661-735 Corbett et al.
2019 FAME3 MARCHF6 Intron ATTTC absent 660 - 2800 Florian et al.
2020 OPDM2 GIPC1 5'UTR CGG 12-32 97-120 Dengetal.
2021 OPDM3  NOTCH2NLC 5'UTR CGG 7 - 60 61-200 Yuetal

Tableau 1. Maladies a expansion de répétitions
Taille et composition de I’expansion de répétitions ainsi que leur localisation dans le geéne
impliqué dans les différentes pathologies. Adapté de Depienne et Mandel, 2021.
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1.2. Les maladies dues a une toxicité au niveau ADN

Ces pathologies sont causées par des expansions de répétitions de nucléotides situées le plus
souvent proche du promoteur de leur gene hote. Il en résulte une diminution de la transcription
de ce gene et, donc, a une diminution de I’expression de la protéine codée par ce gene (Figure
2). Cette hypothese est confirmée par 1’observation de patients aux symptomes identiques et
présentant des mutations perte de fonction dans la séquence codante du gene, mais ne présentant
pas I’expansion de répétitions. De plus, le développement de modeles animaux Knock Out (KO)

pour ces genes touchés par les expansions a permis de confirmer cette théorie.

Parmi ces maladies, nous pouvons citer le syndrome de I’X Fragile (FXS) (Oberlé€ et al., 1991),
I’ataxie de Friedreich (FRDA) (Campuzano et al., 1996), le syndrome de retard mental non-
symptomatique lié au chromosome X (FRAXE) (Knight et al., 1993), la dystonie-
parkinsonisme liée a I’X (XDP) (Bragg et al., 2017) ou encore le syndrome Baratela-Scott
(BSS) (LaCroix et al., 2019).

;)s(g FRDA XDP
r CGG (GAA)200-1700 (CCCTCT )35.52
> - ATG - - STOP AAUAAA
5'UTR Exon U

Altération de la transcription
ARN Perte d’expression de la protéine

Figure 2. Mécanisme de toxicité au niveau ADN
Des expansions de répétitions, généralement proches du promoteur du gene, peuvent altérer la
transcription de leur gene hote par des modification épigénétiques.

1.2.1. Le syndrome de I’X fragile (FXS)

Le syndrome de I’X fragile (FXS) est la cause génétique la plus commune de retard mental
héréditaire chez I’enfant avec une prévalence de 1/4000 pour les gargons et de 1/8000 pour les
filles (Crawford et al., 2001). Ce syndrome se caractérise par un retard mental, plus prononcé

chez les garcons (QI<50) que chez les filles (QI<80-90), par des troubles cognitifs comme des
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troubles de I’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 gene FMRI (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 a 50 alors que chez les patients FXS, le nombre de
répétitions CGG est supérieur a 200. De maniére intéressante, une taille d’expansion de
répétitions intermédiaire comprise entre 50 et 200 conduit a d’autres pathologies, le syndrome
de tremblement et d’ataxie li¢ a I’X fragile (FXTAS) (Hagerman et al., 2001) et le syndrome
de I’insuffisance ovarienne liée I’X (FXPOI) (Bretherick et al., 2005) qui seront présenté par la
suite (cf Introduction 4.4.4). Lorsque les expansions CGG sont supérieures a 200 répétitions,
elles conduisent a une hyper-méthylation des lots CpG et a une diminution de 1’acétylation des
histones proches du promoteur du gene FMRI, entrainant une perte de 1’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 di a des mutations ponctuelles ou a des délétions dans la région
codante du gene FMRI, et ceci sans expansion des nucléotides CGG (De Boulle et al., 1993 ;
Tarleton et al., 2002).

La diminution d’expression de FMRP conduit a des dendrites et des synapses immatures et est
considérée comme la cause de FXS (Hirst et al., 1995) cependant, le role exact de cette protéine
reste débattu. La protéine FMRP possede 2 domaines KH et un domaine RGG liant les ARN
au niveau de structures particulieres 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
role de FMRP dans la régulation du métabolisme des ARN. Ainsi, cette protéine pourrait étre
impliquée dans la liaison et I’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 synthese de protéines en réponse a 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 gene Fmrl (Comery
et al., 1997). Plus récemment, la protéine FMRP a été décrite comme activant la traduction d’un
ARN en particulier, DGK«k. L’absence de FMRP conduit a une diminution de I’expression de
la protéine DGKxk, qui convertit le diacylglycérol (DAG) en acide phosphatidique (PA),

permettant ainsi de réguler ces voies de signalisation. De plus, la surexpression de DGKk chez
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des souris KO pour le gene Fmrl restaure I’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., ou 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 alleles
du gene XYLTI a permis d’identifier la cause d’apparition de la maladie, alors appelée la
dysplasie de Dubesquois de type 2 (DBQD?2), 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 gene XYLT que sur un seul allele, ne permettant
pas d’expliquer la gravité des symptomes. 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 géne XYLT! (LaCroix et al., 2019). Tout comme dans FXS, cette
expansion conduit a une hyper-méthylation du promoteur du gene XYLT1, ce qui aboutit a une
perte d’expression de la protéine Xylosyltransférase 1 (XYLT1), une enzyme impliquée dans
la biosynthese des protéoglycanes (Miiller et al., 2005). Il est a noter que quelques rares patients

sont porteurs de I’expansion de nucléotides CGG sur les 2 alleles.

1.2.3. L’ataxie de Friedreich (FRDA)

Les ataxies sont caractérisées par des troubles de la coordination des mouvements, de 1’équilibre
et de I’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, I'un des alléles présente une mutation perte de fonction et 1’autre
allele est porteur d’une expansion de nucléotides GAA dans le premier intron du géne FRDA.
Le nombre de répétitions GAA peut varier de 200 a 1700 et est inversement proportionnel a
I’age d’apparition des premiers symptomes (Diirr et al., 1996). Ces mutations conduisent a une
forte diminution de I’expression de la Frataxine, codée par le géne FXN (Campuzano et al.,
1996). Cette petite protéine mitochondriale joue un role dans I’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 a I’X (XDP)

La dystonie parkinsonisme liée a I’X (XDP) est une maladie neurodégénérative rare caractérisée
par une dystonie focale, c’est-a-dire des contractions involontaires et soutenues des muscles,
associée a des tremblements et a de la rigidité musculaire. Cette pathologie est retrouvée
principalement sur I’ile de Panay aux Philippines ou sa prévalence atteint 1 homme sur 20 000
(environ 500 cas). L’age d’apparition de XDP est extrémement variable, les premiers

symptomes pouvant apparaitre chez 1’enfant comme chez une personne agée (Makino et al.,

2007).

Cette pathologie est causée par I’insertion d’un rétrotransposon composé d’une expansion de
35 a 52 nucléotides CCCTCT dans un intron du gene TAF1, le nombre de répétitions correle
inversement avec 1’age d’apparition de la maladie (Bragg et al., 2017). Ce géne code pour la
protéine TAF1 qui, tout comme la protéine TBP (« TATA-binding protein »), fait partie du
complexe TFIID nécessaire pour le recrutement de I’ ARN polymérase II sur le promoteur de
genes lors de Iinitiation 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 interferent avec la transcription de TAFI, conduisant a 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 gene TAFI provoquent le retard mental li¢ a 1I'X,
syndromique 33 (MRXS33), confirmant ainsi que des altérations d’expression ou des mutations

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

2015).
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1.3. Les maladies dues a une toxicité au niveau ARN

Les maladies dues a un gain de fonction toxique de I’ARN sont caractérisées par de longues
expansions de plusieurs centaines, voire plusieurs milliers, de répétitions situées dans des
régions non-codantes du génome, principalement dans les introns et les 3’UTR. Ces répétitions
sont €éloignées des promoteurs des genes et ne conduisent pas a I’hyper-méthylation de celui-
ci. Ces répétitions sont donc transcrites mais ne sont pas traduites et s’accumulent sous forme

de foci d’ARN dans le noyau des cellules (Figure 3).

Les dystrophies myotoniques de type 1 et 2 (DMI1 et DM2) sont les maladies les mieux
caractérisées pour ce mécanisme de toxicité au niveau ARN. Ces pathologies sont caractérisées
par un affaiblissement et une atrophie musculaires, une myotonie, ¢’est-a-dire une difficulté a
relacher un muscle contracté, des troubles cardiaques, une cataracte, des troubles cognitifs ainsi

qu’une résistance a I’insuline.

FECD3 DM2 DM1
(CTG)ss0 (CCTG)s0.11000  (CTG)s0.10000
= ATG' ' STOP-AAUAAA
5'UTR Exon e
& 4
Formation de foci d’ARN v T
Titr:trir:: cliz: pfot(;(i:rlies MBNL \/\/ (C’CUG)n/\/\ ARN

MBNL  MBNL

Figure 3. Mécanisme de toxicité au niveau ARN

Des expansions de répétitions, éloignées du promoteur et situées dans des régions non-codantes,
sont transcrites en ARN qui forment des foci nucléaires et séquestrent les facteurs d’épissage
MBNL.

La dystrophie myotonique de type 1 (DM1), ou dystrophie de Steinert, est classée sous 4 formes
selon la sévérité et I’age d’apparition des premiers symptomes : la forme congénitale, la forme
infantile, la forme adulte et la forme tardive. Cette maladie est causée par une expansion de
quelques centaines a plusieurs milliers de répétitions de tri-nucléotides CTG située dans la
région 3’UTR du gene DMPK. Ces répétitions peuvent s’étendre d’une génération a I’autre, ce
qui explique le mécanisme d’anticipation généralement observé dans les familles atteintes par

la DM1 avec une diminution de 1’dge d’apparition de la maladie et une augmentation de la
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sévérité des symptomes. 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 ét¢ montré que les protéines « Muscle blind-like 1/2 » (MBNLI1 et
MBNL?2) 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 entraine une perte de fonction de
ce facteur d’épissage, conduisant a une altération de I’épissage de nombreux ARN tels que la
troponine T2 de type cardiaque (TNNT?2) et la sous-unité a du canal sodique voltage dépendant
de type V (SCN5A) responsables des altérations cardiaques (Philips et al., 1998 ; Freyermuth
et al., 2016), le récepteur a I’insuline (INSR) responsable de la résistance a I’insuline (Savkur
et al., 2001), le canal chlore musculaire (CLCN1) responsable de la myotonie (Charlet et al.,
2002 ; Mankodi et al., 2002), ’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 a 11 0000
répétitions de nucléotides CCTG dans le premier intron du géne CNBP (Liquori et al., 2001).
Tout comme dans la DM, ces répétitions CCTG sont transcrites en un ARN qui forment des
foci et titrent le facteur d’épissage MBNLI1, conduisant donc a des altérations moléculaires et
des symptomes similaires. Toutefois, la DM2 est moins sévere que la DM1. Cette plus faible
sévérité de la DM2 pourrait s’expliquer par le fait qu’une autre protéine, tbFOX1, est capable
de lier des répétitions CCUG et non CUG, ce qui entrainerait une moindre séquestration de
MBNLI1 et donc, un plus faible niveau d’altération de I’épissage des ARN cibles de MBNLI
(Sellier et al., 2018).

Enfin, la dystrophie cornéenne endothéliale de Fuchs de type 3 (FECD3), est également due a
une expansion de répétitions de tri-nucléotides CTG, cette fois dans une région intronique du
gene TCF4, codant pour le Facteur de Transcription 4. Les FECD affectent plus de 4% de la
population agée de plus de 40 ans et conduisent a 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 MBNLI1 conduisant a 1’altération de I’épissage de nombreux
ARNmMm de I’endothélium de la cornée (Du et al., 2015 ; Wieben et al., 2017). Il est intéressant
de noter que 40% des patients atteints de la DM 1 présentent des altérations oculaires similaires

aux patients touchés par la FECD3 (Gattey et al., 2014 ; Mootha et al., 2017).
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14. Les maladies dues a une toxicité au niveau protéique

Les maladies dues a un gain de fonction protéique sont causées par des expansions de
nucléotides qui sont situées, dans la majeure partie des cas, dans la séquence codante du gene
mais, sujet de cette these, elles peuvent également Etre localisées dans des régions dites « non-
codantes » comme dans les régions 5’UTR ou introniques (Figure 4). Elles sont essentiellement

provoquées par :

- Des expansions CAG dans la phase codante du gene traduites en polyGlutamine
(polyQ) (HD, SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, DRPLA, SBMA, etc) ;

- Des expansions GCN dans la phase codante du geéne traduites en polyAlanine
(polyA) (OPMD, NS-XLID, BPES, HFGS, CCHS, etc) ;

- Des expansions CGG situées dans le 5’UTR du gene et traduites en polyGlycine
(polyG) (FXTAS).

FXTAS, FXPOI  prpis SCh, etc HEGS, SPDI, ot
(CGG)ss.200 (CAG)5.200 (GCN)s.17
> ' ATG ' ' STOP  AAUAAA
5'UTR k 3’UTRI

ags . 2 .y
VAVIC S A VARRVAVACT I VA VARVAVA( N VAWARLY

v v v
toxiques

Figure 4. Toxicité au niveau protéique
Des expansions de répétitions, situées généralement dans la phase codante ou dans les régions
5’UTR des genes, sont traduites en protéines toxiques.

La traduction de répétitions situées dans des régions dites « non-codantes » du génome faisant
I’objet de ce travail de these, je vais m’attacher a présenter les généralités ainsi que les

spécificités de I’initiation de la traduction chez les eucaryotes dans le sous chapitre suivant.
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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, ou
la séquence de nucléotides est convertie en une séquence d’acides aminés. Chaque acide aminé
est généré a partir d’un triplet de nucléotides, appelé codon, la correspondance entre le codon
et ’acide aminé se faisant selon le code génétique et par I’intervention d’un ARN de transfert
(ARNt). Cette étape est cytoplasmique et fait intervenir le ribosome, un complexe
ribonucléoprotéique, c’est-a-dire composé a 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 a
I’ARNm et recrute la grande sous-unité 60S qui contrdle I’arrivée des ARNt porteurs des acides
aminés. La sélection de 1’acide aminé se fait par appariement entre 1’anti-codon de I’ARNt et
le codon de I’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-
ARNTU) ou leur acide aminé est li€ a la chaine peptidique grace a 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 I’ARNm pour lire un nouveau
codon et I’apparier avec I’anti-codon d’un nouvel ARNt, procédant ainsi a 1’¢longation de la

traduction (Figure 5).

rinosame

ARN de
transfer

anticodon

Figure 5. Traduction chez les eucaryotes

Le ribosome se déplace de 5° vers 3’ sur PARNm ou il sélectionne un ARNt grice a
I’appariement de son anti-codon avec le codon de ’ARNm. Le ribosome transfére 1’acide aminé
porté par ’ARNt vers la chaine 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 a 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, 1’assemblage des sous-

unités 48S et 60S du ribosome.

Tout d’abord, le complexe ternaire (TC) se forme : eIF2-GTP se lie a I’ARNt initiateur chargé
de I’acide aminé méthionine (Met-ARNtM®!). Puis, le TC interagit avec la sous-unité 40S du
ribosome associée a des facteurs d’initiation eucaryotes dont elF1, eIF1A, elF5 et le complexe

elF3 pour ainsi former le complexe de pré-initiation 43S (PIC-43S).

En parall¢le, ’ARNm est activé et circularisé via son interaction avec elF4B, une protéines de
liaison a I’ARN, et le complexe elF4F qui est composé¢ d’elF4A, une hélicase DEAD-box,
d’eIF4E, une protéine liant la coiffe 7-méthyl-guanosine (m’G) située a I’extrémité 5° de
I’ARNm et elF4G, une protéine qui lie la protéine de liaison au polyA (PABP) située a
I’extrémité 3’ de PARNm. Cette étape nécessite de 1’énergie par I’hydrolyse d’ATP afin
d’aplanir les structures secondaires de ’ARNm par 1’hélicase elF4A. Le complexe elF4F

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

Dépendamment de I’hydrolyse d’ATP, le PIC-48S scanne alors ’ARNm de 5° vers 3° a la
recherche d’un codon d’initiation, le plus souvent un codon AUG, situé dans une séquence
Kozak. Chez les mammiferes, la séquence Kozak consensus est C(A/G)CCAUGG (Kozak et
al., 1989), ou la purine en position -3 et la guanosine en position +4 (en gras) sont
particulierement importantes pour la stabilisation de 1’interaction du PIC-48S avec ’ARNm
(Peabody, 1987 ; Pisarev et al., 2006). Une fois ’anticodon du Met-ARNtM® porté par elF2-
GTP apparié au codon initiateur sélectionné au niveau du site P du PIC-48S, elF5 facilite
I’hydrolyse du GTP de elF2 en GDP + un phosphate qui est relaché. S’en suit le départ des
facteurs elF1, elF1A, elF2-GDP, elF3 et elF5, ce qui permet le recrutement de la sous-unité
60S du ribosome, formant ainsi le ribosome 80S nécessaire a 1’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 I’initiation de la traduction. Image de Jackson et al., 2010.
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1.4.1.2. Initiation de la traduction a des codons ressemblant a des AUG

Depuis les années 1980, il est connu que I’initiation de la traduction ne se fait pas uniquement
a 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 I’ARNt initiateur Met-ARNtM®, 1a traduction mais avec une efficacité
moindre de 1 a 20% par rapport a un codon canonique AUG (Tableau 2 ; Peabody, 1987 ;
Clements et al, 1988 ; Peabody, 1989 ; Ivanov et al., 2010).

Rabbit Rabbit Saccharomyces
reticulocyte reticulocyte Wheat germ cerevisiae HEK293T cells
Biological lysate (Peabody lysate (Wei extract (Peabody (Clements et al. Neurospora crassa {Ivanov et al.
source 1989) et al. 2013) 1989) 1988) (Wei et al. 2013) 2010)
Reporter Dihydrofolate Firefly Dihydrofolate B-Galactosidase Firefly luciferase Firefly luciferase
used reductase luciferase reductase
AUG 100 100 100 100 100 100
CuG 82 18 36 0.22 10 19
GUG 36 11 8 0.5 6 9
uuG 39 8 10 0.37 25 2
ACG 84 5 45 0.39 35 7
AUC 47 3 17 0.05 <0.5 2
AUU 67 6 14 0.38 1 3
AAG 14 0.01 3 0.02 <0.5 <0.5
AUA 59 5 30 0.29 3 3
AGG 17 0.02 3 0.04 <0.5 <0.5

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

Ce mésappariement de I’anticodon de I’ ARNt initiateur avec un codon ressemblant a un AUG
sur ’ARNm dépend notamment de la séquence Kozak entourant ce codon. Si cette séquence
est défavorable, par 1‘absence d’une guanosine en +4 par exemple, le taux d’initiation sera plus
faible qu’avec la séquence Kozak consensus. De plus, 1’utilisation de codons non-canoniques
pour Iinitiation de la traduction est un mécanisme finement régulé notamment par elF1, elF2
et elF5. En effet, des mutations dans elF1, elF1A et / ou elF5, conduisant a 1’hydrolyse
prématurée d’elF2-GTP, augmentent I’initiation de la traduction a des codons non-AUG
(Huang et al., 1997). De plus, la surexpression d’elF5 et eI[F5B augmente ’utilisation de codons
non-AUG alors que la surexpression d’elF1 et eIF1 A diminue I’utilisation de codons non-AUG
(Barth-Baus et al., 2013). Enfin, la structure des ARNm influe également sur 1’utilisation des
codons non-AUG. Par exemple, la présence de structures en quadruplexe-G ou en épingle a
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

I’initiation de la traduction (Kozak, 1989 ; Kearse et al., 2016).
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Initialement considéré comme un mécanisme rare et limité a quelques protéines, par exemple
I’initiation de la traduction de la protéine TEAD1 a un codon AUU (Xiao et al., 1991), des
expériences récentes de « ribosome profiling » a I’échelle du génome ont mis en évidence que
I’initiation de la traduction des uORF pour « upstream Open Reading Frame », se fait
majoritairement a des codons non-AUG : CUG, GUG, UUG et ACG étant les plus fréquents
(Figure 7 ; Ingolia et al., 2011).

other other
near-AUG

ORF uORF

Figure 7. Utilisation des codons pour initiation de la traduction dans les ORF et uORF
L’initiation de la traduction se fait majoritairement a un codon AUG pour les ORF principales
et a un codon CUG pour les uORF. Image de Ingolia et al. 2011.

Les uORF sont des ORF de petites tailles, présentes dans 30 a 50% des génes de mammiferes
et situées en amont des ORF principales et qui sont donc localisées dans la région 5’UTR des
genes (Ingolia et al., 2011). Ces uORF peuvent avoir plusieurs roles. Lorsque "'uORF se trouve
dans le méme cadre de lecture ouvert que ’ORF principale, I’initiation de la traduction au
niveau de I’uORF produit une protéine plus longue avec une séquence N-terminale différente
pouvant modifier la fonction de la protéine. Par exemple, la protéine FGF2 est une protéine
cytoplasmique impliquée dans la prolifération cellulaire et la différenciation. Au moins 4 uUORF
initiant a un codon CTG ont été décrites dans ce gene (Renko et al., 1990 ; Arnaud et al., 1999).
I1 a été montré que les cellules cancéreuses favorisent I’utilisation de ces codons CTG, générant
alors la production d’isoformes de FGF2 plus longues, régulant alors positivement les

propriétés cancéreuses de ces cellules (Vagner et al. 1996).

Les uORF peuvent étre chevauchantes ou séparées de I’ORF principale mais dans un cadre de
lecture ouvert qui differe de I’ORF principale. Ce type d’uORF est connu pour réguler, souvent
de maniere négative, la traduction en aval de I’ORF principale. En effet, le ribosome scannant
I’ARNm peut rencontrer un codon AUG ou non-AUG initiant la traduction d’une uORF.
Arrivant a un codon stop UAG, UGA ou UAA, le ribosome se décroche de ’ARNm et, si cette
uOREF est chevauchante de I’ORF principale ou, si la fin de cette uORF est proche du codon

AUG de I’ORF principale, il ne peut réinitier, aboutissant donc a I’absence de la traduction de
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I’OREF principale. Il est a noter que si I’ORF principale est éloignée (> 100 nucléotides) de la

fin de 'uOREF, le ribosome peut réinitier la traduction de cette ORF principale.

Toutefois, des cas de régulation positive en condition de stress existent également. Ainsi, une
des régulations positives de la traduction par I’'uORF sur I’ORF principale les mieux décrites
chez les levures et les mammiferes concernent les genes GCN4/ATF4 et ATF5. Ces geénes
codent pour les protéines ATF4 et ATFS impliquées dans 1’adaptation et la survie cellulaire qui,
apres un stress cellulaire, sont 5 a 10 fois plus exprimées. La régulation de la traduction de ces
protéines fait intervenir au moins 2 uORF : la premiere se trouve entierement en amont du gene

et, la seconde est chevauchante a I’ORF principale (Figure 8).

87-90 nt—+ 97-103 nt— ATF4 ORF

uORF1 (3 aa)

i ; 10-119 nt #—121-124 nt — ATF5 ORF

Conditions normales : forte disponibilité du complexe ternaire élevé elF2-GTP-Met-ARNtMet

O O
Conditions de stress : faible disponibilité du complexe ternaire elF2-GTP-Met-ARNtMet
@\ O\(} e O
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o

@ elF2-GTP-Met-tRNA, @ 40S ribosomal subunit ) 60S ribosomal subunit

Figure 8. Régulation positive en condition de stress des uORF sur les génes ATF4 et ATF5
Les génes ATF4 et ATF5 possedent 2 uORF qui régulent la traduction de I’ORF principale
située en aval en fonction des conditions de stress. Image de Jackson et al., 2010.

En condition « normale », le ribosome initie a la premiere uORF puis, initie a nouveau a la
seconde uORF. Cette seconde uORF chevauche I’ORF principale, ce qui ne permet donc pas
au ribosome d’initier la traduction des protéines ATF (Figure 8). Lors d’un stress cellulaire,
comme une privation en acides aminés, la protéine kinase PERK est activée et phosphoryle
alors elF2 en sérine 51. Cette phosphorylation induit une augmentation de I’affinité d’elF2 pour

son facteur d’échange GDP/GTP (GEF) elF2B, ce qui séquestre alors eI[F2B qui ne peut plus
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assurer son activité GEF auprés d’elF2, diminuant donc la quantité de elF2-GTP disponible.
Comme précédemment, le ribosome initie a la premiere uORF mais ne peut pas réinitier a la
seconde uORF car la petite sous-unité ribosomique n’a pas pu se lier a temps a un nouvel elF2-
GTP. Il en résulte que le ribosome continue a scanner I’ARNm et s’arréte au niveau de ’ATG
de ’ORF principale, permettant alors la traduction des protéines ATF4 et ATFS (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 a I’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 a ARN monocaténaire, est basé sur des
interactions non-canoniques entre I’ ARN viral et le ribosome et / ou les facteurs elF (pour revue,
Jackson et al., 2010). Selon les structures de I’ARN viral, on dénombre 4 types d’IRES
principales (Figure 9) :

- Types 1 et 2 ou I’ARN recrute directement les facteurs elF4A et el[F4G (mais pas
elF4E), 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 poliomy¢lite ou le virus de I’encéphalomyocardite
(EMCV).

- Type 3 ou ’ARN interagit directement avec le facteur elF3 et le sous-unité 40S du
ribosome du complexe PIC-43S. Cette stratégie est utilisée par les virus de type VHC
responsables de I’hépatite C.

- Type 4 ou I’ARN recrute directement la sous-unité 40S du ribosome. Par sa structure,
I’ARN mime la présence de I’ARNY initiateur Met-ARNt™ au niveau du site P du
ribosome, langant ainsi directement I’¢longation 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 HeLLa sont infectées par

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

traduction traditionnelle. Or, il a ét€ montré que la protéine liant les chaines lourdes de
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I’immunoglobuline (BiP) était toujours traduite lors d’une infection virale, suggérant que
certains ARNm cellulaires peuvent étre 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 genes impliqués dans le développement, la
différenciation cellulaire, le cycle cellulaire ou encore 1’apoptose (pour revue, Komar et

Hatzoglou, 2005).

Type 1 (Picornaviruses) ~450nt. Type 2 (Picornaviruses) ~450nt.
e.g. Poliovirus e.g. Encephalomyocarditis virus
| Initiation sans elF4E | | Initiation sans elF4E |
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Type 3 (HCV-like) ~300nt. Type 4 (Dicistrovirus Intergenic region)
~200nt.
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€.g. Hepatitis C virus (HCV)
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Figure 9. Les 4 principales types d’IRES
Suivant le virus a ARN monocaténaire considéré, les séquences IRES utilisées pour recruter le
ribosome different. Image de Jackson et al., 2010.

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

La traduction « RAN » pour « Repeat Associated Non-AUG translation » est un mécanisme qui
a été décrit pour la premicre fois en 2011 lors de I’étude de la traduction des expansions de
répétitions de nucléotides dans la dystrophie de type 1 (DM1) et I’ataxie spinocérébelleuse de
type 8 (SCA8) (Zu et al., 2011). Concernant SCAS, il a ét€ montré dans un travail antérieur
qu’une expansion de répétitions CAG dans le gene ATXNS était traduite en une protéine
polyGlutamine (polyQ) grace a un codon ATG situé en amont de ces répétitions (Moseley et

al., 2006). Néanmoins, Zu et al., en 6tant ce codon ATG, a pu mettre en évidence que ces
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répétitions CAG étaient également traduites en protéine polyAlanine (polyA) et polySérine
(polyS), et ceci sans codon d’initiation de la traduction apparent. De méme, dans la DM, ils
ont pu montrer que I’ARN antisens de DMPK, composé de répétitions CAG, était traduit en
protéine polyQ et ce, sans codon d’initiation de la traduction. Ces résultats suggerent que les
expansions de répétitions peuvent étre traduites dans les trois cadres de lecture, générant
plusieurs protéines anormales et potentiellement toxiques. Les auteurs ont alors proposé un
nouveau mécanisme d’initiation de la traduction appelé « RAN » ou, les expansions de
répétitions au niveau ARN seraient capables de former des structures de type épingle a cheveux
et ainsi de recruter potentiellement certains facteurs elF et / ou directement le ribosome, tout

comme une séquence IRES virales (Figure 10 ; Zu et al., 2011).

o & ©

Sl ie'e
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Figure 10. Mécanisme de traduction « RAN »

Les expansions de répétitions au niveau ARN formeraient des structures secondaires capables
de recruter certains facteurs impliqués dans I’initiation de la traduction ou le ribosome. Image
de Cleary et al., 2018

Depuis cette découverte, la traduction « RAN » a été décrite dans de nombreuses maladies
comme dans la maladie de Huntington (Bafiez-Coronel et al., 2015), la dystrophie myotonique
de type 2 (Zu et al., 2017), la dystrophie cornéenne endothéliale de Fuchs (Soragni et al., 2018),
le syndrome de tremblement et d’ataxie li€¢ a I’X fragile (Todd et al., 2013 ; Krans et al., 2016)
ou la sclérose latérale amyotrophique associée a la démence fronto-temporale due a une
expansion de répétitions dans le gene C9ORF72 (Ash et al., 2013 ; Gendron et al., 2013 ;
Mackenzie et al., 2013 ; Mori et al., 2013a ; Mori et al., 2013b ; Zu et al., 2013).

Suite a cette présentation des différents mécanismes de traduction existants, je vais maintenant
m’attacher a décrire quelques exemples de maladies causées par une toxicité au niveau

protéique.
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1.4.2. Les maladies a polyGlutamine (polyQ)

Actuellement, une dizaine de maladies autosomales dominantes, exceptée I’atrophie musculaire
spinale et bulbaire (SBMA) qui est liée a I’X, est causée par une expansion de tri-nucléotides
CAG traduites en polyQ a été répertoriée : 1’atrophie musculaire spinale et bulbaire (SBMA),
la maladie de Huntington (HD), la maladie de Huntington de type 2 (HDL2), I’atrophie dentato-
rubro-pallido-luysienne (DRPLA) et les ataxies spinocérébelleuses (SCA) de type 1, 2, 3, 6, 7,
8 et 17 dues respectivement a des mutations dans la phase codante des genes AR, HTT, JPH3AS,
ATNI,ATXNI1,ATXN2, ATXN3, CACNAIA, ATXN7, ATXNS et TBP. Le seuil de pathogénicité
de ces répétitions CAG varie de 21 a 55 selon la pathologie considérée, et n’excedent pas 200
répétitions. Bien que ces genes soient exprimés de maniere ubiquitaire, des populations
neuronales spécifiques semblent plus sensibles que les autres cellules de 1’organisme aux
protéines a polyQ, expliquant que ces pathologies soient essentiellement neurodégénératives.
Toutefois, il est intéressant de noter que selon leur gene hote, ces répétitions sont toxiques pour
des populations neuronales spécifiques. En effet, les patients touchés par des SCA présentent
une atrophie du cervelet (Figure 11A, 11B et 11C) et les patients atteints de HD et HDL2
développent une atrophie du striatum conduisant a une hypertrophie des ventricules (Figure

11D).

Huntington Disease Brain Normal Brain | el et
o & 5

Figure 11. Histopathologie des patients touchés par les maladies a polyQ

(A, B, C) IRM d’un individu (A) contrdle, (B) atteint de SCA3 et (C) de SCA6. Images de
Eichler et al., 2011. (D) Atrophie du cerveau d’un patient atteint de HD en comparaison a un
individu contrdle. Image de « Courtesy of Dr Jean-Paul Vonsattel, Columbia University ». (E,
F) THC révélant la presence d’agrégats de polyQ dans (E) la corne antérieure de la moelle
épiniere d’un patient SBMA et (F) les noyaux dentelés d’un patient DRPLA. Images de Banno
et al., 2009.
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D’un point de vue génétique, plus I’expansion de répétitions CAG est grande, plus la maladie
est sévere et plus les premiers symptomes de ces pathologies se développent tot chez les
patients. De plus, on observe un mécanisme d’anticipation ou 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 genes 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 entrainant la mort neuronale sont complexes.

1.4.2.1. Les protéines a polyQ sont-elles toxiques d’elles-mémes ?

Le développement des premiers modeles murins exprimant des polyQ ont permis de mettre en
¢vidence la toxicité de ces protéines. En effet, des souris exprimant I’exon 1 de la Huntingtin
(HTT) avec une expansion de polyQ est suffisante pour provoquer une neuropathologie
regroupant une partie des symptomes de la maladie de Huntington (HD), comme des
mouvements stéréotypiques involontaires et des tremblements (Mangiarini et al., 1996). De
maniere similaire, I’expression chez la souris d’une expansion de polyQ, dérivée du gene 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 fagcon intéressante, I’insertion d’une
expansion de 146 tri-nucléotides CAG dans le gene HPRT, non-impliqué dans ces différentes
pathologies, conduit aussi a un phénotype neurodégénératif sévere chez la souris, confirmant

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

Depuis, de nombreux autres modeles 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 enticres. En effet, I’insertion de répétitions CAG par Knock In (KI) dans
le géne de HTT chez la souris conduit a de faibles altérations comportementales (Wheeler et al.,
2000) en comparaison a la seule expression de I’exon 1 contenant les polyQ (Mangiarini et al.,
1996). Des résultats similaires ont été rapporté dans 1’étude de modeles murins modélisant des
ataxies spinocérébelleuses ou une forme tronquée de I’ATXN3-polyQ développe rapidement

une sévere atrophie du cervelet (Ikeda et al., 1996), alors que des souris exprimant la protéine
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entiecre ATXN3-polyQ ne développe des altérations neurologiques qu’a 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 manicre similaire, la
mutation S776A de ’ATXNI dans un modéle murin de SCA1 permet une moindre agrégation
de ’ATXNI et une meilleure survie des souris (Emamian et al., 2003). Enfin, dans SCAS, les
répétitions CAG peuvent étre interrompues par des codons CGG codant pour une arginine et,
plus le nombre de résidus arginine est élevé, plus I’age 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 intrinseque 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 a 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 a 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
hote des polyQ, la Huntingtin, est une protéine cytoplasmique. Ces données ont poussé les
scientifiques a 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 géne AR codant pour le récepteur aux androgenes
(La Spada et al, 1991). Les androgenes sont des hormones sexuelles masculines, dont la
principale chez I’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
androgeénes (RA) situé dans le cytoplasme, conduisant a la translocation de ce facteur de

transcription dans le noyau des cellules, ou il va se lier a ’ADN et stimuler la transcription de
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ses geénes cibles (Figure 12 ; pour revue, Centenera et al., 2008). Comme chez ’Homme,
uniquement les souris males porteuses de 1’expansion de CAG dans le géne AR développent la
pathologie. De maniére intéressante, 1’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 males en empéche le développement, puisque le récepteur aux androgeénes
avec une expansion de polyQ reste cytoplasmique (Katsuno et al. 2002).

AR pathway Prostate cancer cell
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Figure 12. Fonctionnement du récepteur aux androgenes (RA)
Lorsque la testostérone se lie au RA, il est transloqué dans le noyau ot il active la transcription
de ses genes cibles. Image de prost8blog.com.

De maniere 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 fagon
intéressante, la génération de souris transgéniques exprimant I’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 ét€ 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 a I’export du noyau vers le cytoplasmique de la HTT-polyQ et a
une moindre toxicité (Zheng et al., 2013). Cependant, in vivo, la délétion de cette région
accélere la migration de la HTT-polyQ dans le noyau et, les souris exprimant ce mutant
présentent un phénotype plus sévere que les souris exprimant la protéine HTT-polyQ entiere
(Gu et al., 2015). Ces résultats indiquent que dans le cas des maladies SBMA, HD, SCA1, etc.

les protéines a 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 a 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 a leur toxicité.
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1.4.2.3. L’agrégation des protéines a polyQ est-elle nécessaire pour leur toxicité ?

Comme nous venons de le voir, toutes les maladies a 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 1’ataxie spinocérébelleuse de type 7 (SCA7), ou les inclusions
sont retrouvées dans de nombreuses régions du cerveau et non uniquement dans le cervelet
(Holmberger et al., 1998). Ces observations soulévent donc I’hypothése que ces agrégats ne

sont pas forcément responsables de la neurodégénérescence.

Grace a la génération de cultures primaires de neurones de striatum de rats pour I’étude de HD,
il a été démontré que 1’expression de la HTT-polyQ conduisait bien a une mort neuronale, mais
qui ne correle 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, 1’utilisation d’un
mutant de la HTT-polyQ ne s’agrégeant pas conduit a une mort des cultures neuronales plus

importante, suggérant un effet protecteur de 1’agrégation (Saudou et al., 1998).

De méme, dans SCA1, un modele murin exprimant un mutant de la protéine ATXN1-polyQ
incapable de s’agréger (par la suppression de sa région d’auto-association), révele une toxicité
aussi ¢€levée de ce mutant que celle observée avec I’expression de la protéine ATXNI1-polyQ
WT, confirmant que le développement de la pathologie n’est pas dépendant de 1’agrégation des
protéines a polyQ (Klement et al., 1998). De plus, I’expression de I’ATXN1-polyQ chez un
modele animal déficient pour 1’ubiquitine ligase E6-AP (Ube3A), une protéine impliquée dans
la dégradation des protéines par le protéasome, permet la solubilisation de I’ATXN1-polyQ.
Néanmoins, ces souris présentent une dégénération exacerbée des cellules de Purkinje

(Cummings et al., 1999).

En conclusion, ces expériences démontrent une toxicité particulierement forte des protéines a

polyQ sous leur forme soluble et suggerent un effet protecteur de 1’agrégation.
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1.4.2.4. Gain de fonction et / ou perte de fonction ?

Outre SCAS 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 a exclure. Ainsi, la protéine mutée dans
HD, la Huntingtin (HTT), joue un rdle dans le trafic vésiculaire et son KO est 1éthal a 1’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 a la maladie de Huntington (Barnat et al., 2020).

En ce qui concerne SCAL, il est décrit que la protéine ATXNI, 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 ’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 a CIC (Emamian et al., 2003 ;
Lam et al., 2006). Enfin, la perte de la protéine CIC conduit des a une déficience intellectuelle
associée a un spectre autistique chez ’Homme et a des altérations de 1’apprentissage et de la
mémoire en modeéle murin, soulignant ainsi I’importance de ces protéines pour le
fonctionnement neuronal (Lu et al., 2017).
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Figure 13. La toxicité de I’ATXN1-polyQ dépend de sa liaison a la protéine CIC
La neurodégénérescence du cervelet provoquée par I’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 a une courte expansion de nucléotides CAG dans le gene
CACNAIA, codant pour un canal calcique voltage-dépendant. La présence d’une expansion de
polyQ dans cette protéine n’altére pas systématiquement sa localisation, mais altére 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 lumiere la complexité des différents mécanismes pouvant
intervenir dans les maladies a polyQ. En effet, bien qu’une toxicité intrinseéque des polyQ soit
admise, cette toxicité peut étre 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 a polyQ. A ce titre, I’agrégation de ces protéines semble avoir un
effet protecteur ; les formes solubles des protéines a polyQ étant particulierement toxiques. De
plus, selon la pathologie considérée, la toxicité des protéines a 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 a polyQ peuvent jouer un rdle plus ou moins important

dans le développement des différentes pathologies.
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1.4.3. Les maladies a polyAlanine (polyA)

N

A ce jour, on dénombre 9 maladies a polyA : la dystrophie musculaire oculo-pharyngée
(OPMD) due a une expansion de répétitions des tri-nucléotides GCG dans le gene PABPNI ; et
8 maladies développementales dues a des expansions GCN dans les genes ARX, FOXL2,
HOXAI3, HOXDI13, PHOX2B, RUNX2, SOX3 et ZIC2 codant tous pour des facteurs de
transcription et responsables respectivement de la déficience intellectuelle non-syndromique
liée a I’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, I’hypopituitarisme
li¢ a ’X (XH) et I’holoprosencéphalie de type 5 (HPES). Ces maladies sont dues a un court
allongement, de 5 a 17 répétitions GCN, de séquences de microsatellites préexistantes de 3 a
20 nucléotides GCN. Toutefois, il est important de noter que les 8 maladies développementales
citées précédemment ne sont pas uniquement dues a 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 a 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 genes
impliqués dans le développement. Enfin, ces protéines avec les expansions les plus longues ont
tendance a former des agrégats cytoplasmiques et / ou nucléaires (pour revue, Messaed et

Rouleau, 2009).

Enfin, je vais m’attacher a décrire plus en avant ’OPMD, car cette maladie présente des
similitudes cliniques avec les myopathies oculo-pharyngo-distales (OPDM), abordées dans ce
travail de theése. Les personnes affectées par ’OPMD présentent une faiblesse musculaire des
membres distaux, un ptosis, c’est-a-dire un abaissement des paupieres, 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 a I’allongement a I’état hétérozygote de 2 a 8 répétitions ou, a I’état
homozygote d’une seule répétition, de tri-nucléotides GCG dans le premier exon du gene

PABPNI ; la population générale présentant 10 répétitions GCG (Brais et al., 1998). Ce gene
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code pour la « poly(A) binding-protein nuclear 1 » (PABPNI), une protéine nucléaire qui

contrdle la formation de la queue poly(A) a 'extrémité 3’ des pré-ARNm.

Figure 14. Caractéristiques histopathologiques des patients OPMD
(A, B) Fibres musculaires de patients OPMD présentant (A) des vacuoles et, (B) des inclusions
intranucléaires en vert. Echelle 50 um. Images de Richard et al., 2015.

L’élongation du nombre de résidus alanines dans la partie N-terminale de la protéine PABPN1
promeut son agrégation sous forme d’inclusions insolubles, caractéristiques des muscles des
patients OPMD (Calado et al., 2000). Le mécanisme de toxicité de cette expansion reste encore
mal compris. Des données suggerent un gain de fonction toxique ol, dans des myoblastes de
patients OPMD, la protéine PABPN1-polyA séquestrerait différents ARNm sans modifier la
taille de leur queue poly(A) (Calado et al., 2000). D’autres études suggerent une perte de
fonction partielle de PAPBNI1. En effet, des analyses de transcriptomiques a partir de muscles
d’un modele murin transgénique exprimant 17 résidus alanine dans le gene PAPBNI révelent
une dérégulation massive de la polyadénylation des ARN, pouvant ainsi expliquer 1’atrophie

musculaire (Trollet et al., 2010).
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1.4.4. Les maladies a polyGlycine (polyG)

Lorsque j’ai commencé ma these, les maladies a polyG étaient au nombre de 2 : le syndrome
de tremblement et d’ataxie li¢ a I’X fragile (FXTAS) et, de maniére incertaine, 1’insuffisance
ovarienne prémature liée a I’X (FXPOI). Ces 2 pathologies sont causées par la méme mutation,
une expansion de 55 a 200 répétitions de tri-nucléotides CGG dans la région 5’UTR du géne

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

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

Le syndrome de tremblement et d’ataxie li¢ a I’X fragile (FXTAS) a été décrit pour la premiere
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 symptomes 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 matiere 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, ¢) IRM de cervelets (a) d’un individu contrdle et (b, ¢) 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, 1’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 a

I’ubiquitine et p62 sont retrouvées dans les neurones et les astrocytes (Figure 16 ; Greco et al.,
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2006), mais aussi dans de nombreux autres tissus a I’exception des muscles squelettiques

(Hunsaker et al., 2011).
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Figure 16. Inclusions intranucléaires chez des patients FXTAS

(A, B) Présence d’inclusions intranucléaires dans les cellules de Purkinje du cervelet révélées
par (A) une coloration hématoxyline / €osine et (B) par un anticorps dirigé contre 1’ubiquitine.
Images de Greco et al., 2002.

La cause génétique de FXTAS est une expansion de 55 a 200 répétitions de tri-nucléotides CGG
dans la région 5’UTR du gene FMRI. Contrairement a FXS ou ces expansions excedent 200
répétitions CGG, FXTAS présente des répétitions plus courtes, qu’on appelle alors prémutation.
Cette prémutation ne conduit pas a une hyper-méthylation du promoteur du gene FMRI comme
dans FXS. En effet, les patients FXTAS présentant une quantité d’ARNm de FMR1 2 a 8 fois
plus élevée en comparaison a la population générale (Tassone et al., 2000), écartant ainsi
I’hypothese d’une toxicité au niveau ADN. Par la suite, [’hypothése d’une toxicité au niveau a
ARN a été largement investiguée avec plus d’une vingtaine de protéines décrites comme liant
les ARN composées de répétitions de nucléotides CGG comme hnRNP A2, MBNL, Pura,
CUGBPI1, SAMG68, etc. (Iwahashi et al., 2006 ; Jin et al., 2007 ; Sofola et al., 2007 ; Sellier at
al., 2010). Néanmoins, I’incidence d’une éventuelle perte de fonction de ces protéines liant
I’ARN dans FXTAS reste a démontrer. De plus, les agrégats intranucléaires retrouvés chez les
patients atteints de FXTAS sont différents de ceux retrouvés chez les patients DM par leur taille
et leur composition. En effet, les agrégats des patients FXTAS sont au moins 10 fois plus larges
que les foci d’ARN nucléaires typiquement retrouvés chez les patients DM et surtout, ils sont
enrichis en protéines impliquées dans la dégradation des protéines (ubiquitine et p62)
contrairement aux foci d’ARN typiques des DM (Greco et al., 2002). Ces données, en plus de
la découverte que certaines répétitions situées dans des régions non-codantes des genes
pouvaient étre traduites (Zu et al., 2011), ont conduit a s’interroger sur une possible traduction

« RAN » des répétitions CGG dans FXTAS. Des expériences de transfection de culture
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cellulaire ont ainsi montré que ces répétitions CGG pouvaient étre 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. Grace au développement d’anticorps
dirigés spécifiquement contre ces protéines a polyA ou a polyG et au développement de
modeles de drosophiles, il a alors été montré que les inclusions des patients FXTAS sont
majoritairement composées de protéines a polyG, appelées alors FMRpolyG ; I’expression de
FMRpolyA étant tres faible et cette protéine étant détectée uniquement apres sa surexpression

en modeles cellulaires (Figure 17 ; Buijsen et al., 2014 ; Sellier et al. 2017 ; Krans et al., 2019).
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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) I’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 thyroide. Echelle 50 pm. Images de
Buijsen et al., 2014.

-46-



Des analyses de spectrométrie de masse sur cette protéine FMRpolyG ont ensuite permis
d’identifier que I’initiation de la traduction avait lieu en amont des répétitions CCG a un codon
ressemblant a un ATG : un codon ACG, révélant ainsi la présence d’une petite uORF présente
en amont du gene FMRI. Afin de discerner le gain de fonction au niveau ARN du gain de
fonction protéique, deux modeles murins transgéniques ont alors été généré : le premier avec la
séquence 5’UTR du gene FMRI avec 100 répétitions CGG permettant la transcription en un
ARN contenant les répétitions et leur traduction en FMRpolyG et ; le second, délété de la région
contenant le codon ACG qui permet la traduction de la protéine FMRpolyG, ce modele
exprimant donc uniquement I’ARN contenant les répétitions CGG (Figure 18). De fagon
intéressante, seul le premier modele développe une ataxie et des agrégats intranucléaires
typiques des patients FXTAS, suggérant que la protéine FMRpolyG est responsable des
symptomes et des caractéristiques histopathologiques de cette pathologie. De plus, outre la
confirmation que I’initiation de la traduction de la protéine FMRpolyG a lieu en amont des
répétitions CGG grace a un codon non-AUG, ces résultats éliminent la possibilité¢ d’une toxicité
de protéines qui seraient traduites par un mécanisme « RAN » initiant directement a 1’ intérieur
des répétitions. Enfin, ces résultats excluent la toxicité au niveau ARN, puisque la seule délétion

du codon ACG ne modifie pas I’ARN composé de répétitions CGG (Sellier et al., 2017).

CAG PolyA ACG Stop PolyA 2
> | - | | /K % N
rosa26| [ || sutREMR1 GFP Rosa26| =) GGG RNA S
' "~ loxP loxP i A E ‘ ‘ FMRpolyG
(CGG)99x
CAG PolyA AXG Stop PolyA 9) <
» L v | ‘ o st ) D
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’ " oxPioxP N e ‘ y
(CGG)99x

Figure 18. Modeles murins de FXTAS prouvant la toxicité de FMRpolyG

Les 2 mod¢les murins sont porteurs d’une expansion de 100 répétitions CGG fusionnées a la
GFP dans le cadre de lecture glycine ; ils expriment donc les ARN contenant les répétitions. Le
premier modele présente, en amont des répétitions, la région 5S’UTR du gene FMRI permettant
la traduction de la protéine FMRpolyG, ce qui n’est pas le cas du second. Image de Sellier et
al. 2017.

Enfin, le mécanisme par lequel les expansions de répétitions CGG dans FXTAS est toxique
reste encore mal compris. Il a ét€ montré que les ARN contenant des répétitions CGG pouvaient
créer des boucles-R interagissant et provoquant des cassures de I’ADN (Loomis et al., 2014 ;

Robin et al., 2017), altérer les fonctions mitochondriales (Hukema et al., 2014 ; Robien et al.,
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2017) ou encore diminuer la production des micro-ARN mitochondriaux (Gohel et al. 2021).
La protéine FMRpolyG, quant a elle, est décrite pour altérer la structure de 1’enveloppe
nucléaire via son interaction avec Lap2f (Sellier et al., 2017), le systéme ubiquitine-protéasome
(Oh et al., 2015) ou encore I’intégrit¢ mitochondriale via 1’assemblage des complexes de la
chaine respiratoire (Gohel et al., 2019). Il reste donc a 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 a I’X (FXPOI)

L’insuffisance ovarienne prémature liée a I’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 a 200
répétitions CGG dans la région 5’UTR du géne FMRI 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 modele murin surexprimant la protéine
FMRpolyG présente un arrét précoce de leur capacité reproductive dii a une cessation de
I’ovulation (Shelly et al., 2021). Il est a noter que la seule expression de I’ARN contenant les
répétitions CGG conduit également a des altérations de la réponse ovulatoire face a des
stimulations hormonales. Toutefois, il s’agit d’anomalies mineures comparées au modéle

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

Ces résultats suggerent que FXTAS, et peut-étre 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,
I’ataxie spinocérébelleuse de type 31 (SCA31) est causée par une expansion intronique de
répétitions de penta-nucléotides soit TGGAA dans le gene BEANI, soit TTCCA dans le gene
TK2, selon le brin d’ADN considéré (Figure 19 ; Sato et al., 2009). L’ impact de la transcription
des répétitions TTCCA localisées dans le gene TK2 reste a éclaircir mais, dans le sens de lecture
du géne BEANI, 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 I’ARN sont associées a 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 maniere intéressante, la
surexpression de FUS et hnRNPA2, deux protéines liant I’ARN, diminue le nombre de foci
d’ARN et d’agrégats protéiques polyWNGME, suggérant un effet protecteur de certaines

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

BEAN1 e€xon6 exon 7
5 _m—(TGGAA)"(TAGAA)n(TAAAATAGAA)n—m— 32
3 =—————{1— (ACCTT), (ATCTT) (ATTTTATCTT), —f}——r 5’
exon 12 exon11 TK2
/ \ Bidrectinal transcription
BEAN1 TK2
5~ (UGGAA) ~——— 3’ 5 = (UUCCA) ~——— 3’

RNA toxicity / \Protein toxicity RNA toxicity / \Protein toxicity
N N @

% F 5

TDP-43 WNGME peptide ) RBPs FHSIP peptide
RNA aggregates Penta-peptide repeat RNA aggregates Penta-peptide repeat
/ recruitment of RBPs (PPR) proteins / recruitment of RBPs (PPR) proteins

Figure 19. Mécanisme de toxicité proposé pour SCA31

Les répétitions TGGAA dans le géne BEANI sont transcrites en ARN formant des foci
séquestrant des protéines de liaison a I’ARN, qui sont traduits en protéines composées de
polyWNGME toxiques. L impact de répétitions ACCTT dans le gene TK2 reste a éclaircir.
Image de Ishiguro et al., 2021.
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De maniére similaire, il a ét¢ montré dans la DM2 qu’en plus d’une toxicité au niveau ARN,
les répétitions sens CCTG et antisens CAGG peuvent étre traduites grace 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 a la présence des agrégats protéiques, suggérant que les protéines MBNL liant I’ARN
permettent la rétention dans le noyau des ARN contenant les répétitions et préviennent ainsi

leur traduction (Zu et al., 2017).

Un troisieme exemple de maladie a mécanisme complexe que je développerais plus en détail
par la suite (cf Introduction 3) est I’expansion de répétitions GGGGCC située dans le premier
intron du géne C9ORF72 comme premiere cause de sclérose latérale amyotrophique (SLA) et

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

Ces dernieres 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 I’adulte (FAME).

CANVAS est une maladie autosomale récessive causée par une expansion de 400 a 2000
répétitions de nucléotides AAGGG dans I’intron 2 du géne RFC1 (Cortese et al., 2019 ; Rafehi
et al., 2019). De maniere intéressante, ces expansions AAGGG sont pathogenes a I’état
homozygote et remplacent une expansion de microsatellites existante dans le géne composée
de AAAAGi1x / AAAGGnx chez les individus contrdles. La présence de cette expansion ne
modifie pas le niveau d’expression de I’ARN RFCI, écartant ainsi une possible perte de
fonction de la protéine RFC1 (Cortese et al., 2019). De plus, ’absence d’inclusions protéiques
dans le cerveau des patients CANVAS pourrait laisser penser a 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 I’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 gene muté : SAMDI2 dans FAMEI1, STARD7 dans FAME2, MARCHF6 dans FAME3,
YEATS2 dans FAME4, TNRC6A dans FAMEG et RAPGEF?2 dans FAMET7 (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 a
plusieurs milliers de répétitions ATTTC situées dans les régions introniques de ces genes. La
taille (plusieurs milliers de répétitions), la localisation intronique ainsi que la diversité des genes
mutés suggerent un mécanisme de toxicité commun indépendant du gene hote, 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-étre un
mécanisme toxique commun au niveau ARN. De maniere intéressante, bien que certains genes
comme STARD7 et MARCHF6 soient exprimés de maniere ubiquitaire, les patients présentent
uniquement des altérations neuronales. Ces données suggerent une toxicité des expansions
ATTTC seulement dans le systéeme nerveux central, via, peut-€tre, 1’altération de la fonction
d’une protéine spécifiquement neuronale. De plus, des expansions proches dans SCA10
(ATTCT dans le gene ATXN10), SCA31 (ATTCC dans le gene TK2) et SCA37 (ATTTC dans

le gene DABI) pourrait laisser penser a un mécanisme de toxicité similaire aux FAME.
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Enfin, parmi les maladies a mécanisme encore inconnu, plusieurs expansions comprises entre
50 et 200 répétitions de tri-nucléotides CGG localisées dans les régions 5S’UTR de différents
genes (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

Apres la découverte en 2001 d’une expansion de 50 a 200 répétitions CGG dans la région
5’UTR du géne FMRI comme cause de FXTAS (cf Introduction 1.4.4.1), d’autres expansions
similaires ont été reportées, notamment dans la maladie neuronale a 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 ’objet d’une revue présentée a la suite de ce chapitre.

2.1. La maladie a inclusions intranucléaires neuronaux (NIID)
2.1.1. Epidémiologie et clinique

La maladie a inclusions intranucléaires neuronaux (NIID, « Neuronal Intranuclear Inclusion
Disease ») est une pathologie d’origine génétique a 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 a 1’autre (Sone et al., 2016). De méme, 1’age d’apparition des
premiers symptomes varie grandement et des formes infantiles, juvéniles et adultes sont
décrites. Une classification a été envisagée selon le symptome initial majeur et 1’age

d’apparition des symptdmes ou la pathologie apparait (Sone et al., 2016) :

- Chez I’adolescent ou le jeune adulte ou le symptdme prédominant est une faiblesse
musculaire des membres distaux ;

- Chez I’adulte ou les symptdmes principaux sont un parkinsonisme et / ou un
tremblement essentiel ;

- Chez I’adulte ou le symptome 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 1ésions 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 (a gauche) et NIID (a
droite) ou 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 1’indique, cette maladie est caractérisée par la présence caractéristique
d’inclusions intranucléaires éosinophiliques positives a 1’ubiquitine et a p62. De facon
intéressant, ces inclusions sont strictement identiques a 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 systémes 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, a la fois sporadiques et familiaux, ont été répertorié€s jusqu’en 2011. Depuis,
le diagnostic de la maladie grace aux inclusions intranucléaires présentes dans la peau des
patients puis, 1’identification de la mutation responsable de NIID, ont permis de révéler la

présence de plusieurs centaines de cas a travers le monde.
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Figure 21. Inclusions intranucléaires dans le cerveau des patients NIID

Présence d’inclusions intranucléaires révélées par une coloration hématoxyline / éosine, et qui
sont positives pour I’ubiquitine et p62, dans les matieres grise et blanche du lobe frontal et dans
le cervelet d’un patient NIID. Images de Yamaguchi et al. 2018.

2.1.3. Mutation responsable de NIID

La cause génétique de cette maladie a été récemment identifiée comme une expansion comprise
entre 60 et 200 répétitions de tri-nucléotides CGG située dans la région 5S’UTR du gene
NOTCH2NLC (Deng et al., 2019 ; Ishiura et al., 2019 ; Sone et al., 2019 ; Tian et al., 2019). De
plus, cette expansion de répétitions est également retrouvée chez des patients initialement
diagnostiqués pour d’autres pathologies, comme le tremblement essentiel (TE), ou la myopathie
oculo-pharyngo-distale de type 3 (OPDM3), montrant la grande variabilité des symptomes des
patients NIID (Ng et al., 2020 ; Yu et al., 2021). Il est important de noter que cette mutation est
retrouvée chez les populations de I’est de 1I’Asie, et non chez les populations européennes,
suggérant qu’un autre locus est impliqué dans le développement de la pathologie en Europe

(Chen et al., 2020a).

NOTCH2NLC, avec NOTCHNLA et NOTCH2NLB, sont des paralogues tronqués du gene
NOTCH?2, et qui sont présents uniquement chez ’Homme (Fiddes et al., 2018 ; Suzuki et al.,
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2018a). Les 4 protéines NOTCH (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 et NOTCH4) sont hautement
conservées dans le regne animal. Ces protéines transmembranaires font toutes partie de la voie
de signalisation NOTCH intervenant dans la différenciation, la prolifération et 1’apoptose
durant la morphogénese (pour revue, Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Il a ét€ montré que les
paralogues de NOTCH2, notamment NOTCH2NLA/B, sont des régulateurs de la neurogénese
intervenant notamment dans le développement cortical en favorisant la prolifération des
progéniteurs neuronaux chez ’Homme (Figure 22). De plus, les genes NOTCH2NLA/B sont
situés sur la région chromosomique responsable du syndrome 1g21.1, caractérisé€ par un retard
mental et (1) une microcéphalie lorsque cette région subit une délétion ou, (2) une

macrocéphalie lorsque cette région est dupliquée (Fiddes et al., 2018 ; Suzuki et al., 2018a).
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Figure 22. Roéle des paralogues de NOTCH2 dans le développement cortical humain

Les chimpanzés sont porteurs de genes non-fonctionnels, appelés pseudogenes, de
NOTCH2NL. Chez les humains, 3 genes paralogues, et donc fonctionnels, codent pour des
protéines permettant de favoriser la prolifération des progéniteurs corticaux et d’inhiber la
différenciation neuronale, conduisant au développement d’un cortex plus complexe. Image de
Bizzotto et al., 2018.

Mon travail de these a participé a déterminer comment cette expansion de répétitions CGG
située dans la région non-codante du gene NOTCH2NLC peut se révéler pathogénique chez

I’Homme.
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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 a 1’age adulte. Depuis la
premiere 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 paupieres), une ophtalmoplégie ainsi
qu'une faiblesse des muscles faciaux, pharyngés et des membres distaux (Figure 23). Cet
affaiblissement musculaire est associé a une augmentation modérée du taux de créatine kinase
sérique, une insuffisance respiratoire précoce et des risques de problemes cardiovasculaires sur
le long terme. L'age moyen d'apparition de la maladie est estimé a 28 ans, plus ou moins 11 ans,
et le phénotype complet de 'OPDM se développe généralement sur une dizaine d'années

(Durmus et al., 2011).

Figure 23. Evolution d’un patient atteint ’OPDM

(A) A 16 ans, ptosis bilatéral comme premier symptome. (B) A 20 ans, ptosis et atrophie de la
face. (C-E) A 43 ans, sévere 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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2.2.2. Histopathologie

Les muscles de patients atteints d’OPDM présentent une variation de la taille des fibres
musculaires, des vacuoles, une fibrose endomysiale et un remplacement graisseux léger a sévere
(Figure 24A, 24B, 24C, 24D ; Durmus et al., 2011 ; Zhao et al., 2015b). Toutefois, ces
caractéristiques sont retrouvées dans de multiples myopathies et ne sont pas spécifiques de
I'OPDM. En revanche, 'OPDM est caractérisée par la présence d’inclusions intranucléaires
éosinophiliques de 1 a 2 um de diamétre, positives a p62 et a l'ubiquitine, et d’aspect tubulo-
filamenteux en microscopie électronique (Figure 24E, 24F ; Zhao et al., 2015b ; Ogasawara et
al., 2020). Ces inclusions trés particulieres ne sont pas retrouvées dans d’autres types de
myopathies, mais rappellent les inclusions intranucléaires observées dans les maladies

neurodégénératives NIID et FXTAS.

. A ‘ ’ 4
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Figure 24. Caractéristiques histopathologiques des fibres musculaires des patients OPDM
(A, B) Coloration hématoxyline / éosine montrant la variation de la taille des fibres et les
vacuoles du tibialis antérieur. (C) Coloration au trichome de Gomori révélant les vacuoles en
rouge du biceps. (D) Microscopie électronique des vacuoles autophagiques contenant des
structures multi-lamellées du tibialis antérieur. (E, F) Immunomarquage de p62 dans des fibres
musculaires révélant la présence de d’inclusions et intranucléaires et de vacuoles. Images de
Durmus et al., 2011 et Deng et al., 2020.
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2.2.3. Mutations responsables de ’OPDM

Les progres du séquencage du génome humain ont récemment permis d'identifier les causes
génétiques de I'OPDM. Tout d'abord, en 2019, une expansion anormale de répétitions CGG
dans la région S'UTR du géne LRP12 a été identifiée chez 22 patients OPDM japonais (Ischiura
et al., 2019). Le géne LRPI2 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 I’endocytose de molécules lipophiles
(Battle et al., 2003). La déplétion de LRP12 lors du développement conduit a un retard de la
migration neuronale, a une plus faible arborisation neuronale et a des altérations de la
lamination corticale (Schneider et al., 2011 ; Grotte et al., 2016). Cependant, il est a noter que
cette expansion dans le géne LRPI2 n'a été retrouvée que dans ~40% des cas d’OPDM,

suggérant I’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 gene GIPC1 était associée a '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 tres récemment identifiée dans le 5'UTR du gene

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

Quel que soit le géne hote, un nombre de répétitions CGG inférieur a 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). A la suite de ces découvertes, 'OPDM a
donc été divisée en 3 sous-types : ’OPDMI due a une expansion de répétitions CGG dans le
5’UTR du gene LRP12,1’OPDM2 causée par une expansion de répétitions CGG dans le 5’UTR
du gene GIPCI, et désormais ’OPDM3 due a une expansion de répétitions CGG dans le 5S’UTR
du géne NOTCH2NLC. 1l est a noter qu’une étude publiée sur MedRxiv rapporte une expansion
de répétitions CGG dans le 5’UTR du géne RILPLI 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 a 200

répétitions CGG) mais localisées dans des genes différents. Ces données suggerent donc que
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les expansions de répétitions CGG jouent un rdle essentiel dans la pathogénese de 1'OPDM,

indépendamment des genes dans lesquels ces répétitions sont situées.

Enfin, dans I’OPDM3, I’expansion de répétitions CGG retrouvée dans la région 5’UTR du gene
NOTCH2NLC est identique a celle observée dans NIID (cf Introduction 2.1.3). Ceci suggere
qu’une méme mutation peut causer 2 maladies différentes, ’OPDM et NIID, soulignant un
continuum entre ces 2 pathologies neuromusculaires. L’hypothése d’un continuum est
renforcée par la découverte d’un autre syndrome, la myopathie oculo-pharyngée avec
leucodystrophie (OPML), affectant a la fois les muscles et le systéme nerveux central qui est

décrite ci-dessous.

Mon travail de these a tenté de déterminer par quel mécanisme ces expansions de répétitions
CGG, notamment dans les régions 5’UTR des génes GIPCI et NOTCH2NLC, peuvent se

révéler toxiques pour les muscles.
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2.3. La myopathie oculo-pharyngée avec leucodystrophie (OPML)

Actuellement dans le monde, 7 individus issus d’une méme famille ont été décrit comme
développant une pathologie musculaire autosomale dominante est caractérisée par un ptosis,
des mouvements des yeux réduits, une dysphagie et une dysarthrie ainsi que des faiblesses
musculaires. De plus, certains patients présentent des symptomes neurodégénératifs tels qu'une
ataxie et des tremblements (Ishiura et al., 2019). Cette maladie a donc été nommée myopathie
oculo-pharyngée avec leucodystrophie (OPML) en référence aux symptomes musculaires et

neurologiques.

Tout comme NIID et FXTAS, des IRM réalisées sur les patients OPML révelent une hyper-
intensité en T2 de la matiére blanche (leucodystrophie) ainsi qu’une atrophie du cerveau (Figure
25). Toutefois, les analyses histopathologiques sur des biopsies de muscle de 2 patients n’a pas
révélé la présence d’inclusions intranucléaires (Ishiura et al., 2019).

FXTAS NIID OPML

DWI

-
® 50 mm
e—

Figure 25. IRM de cerveaux de patients FXTAS, NIID et OPML.
IRM d’un patient FXTAS (a gauche), NIID (au centre) et OPML (a droite) révele en T2WI des
1ésions de la matiere blanche, notamment chez les patients NIID et OPML. Les images en DWI

montrent une hyper-intensité en T2 des jonctions cortico-médullaires. Images de Ishiura et al.,
2019.

De fagon intéressante, une expansion d’une centaine de répétitions de tri-nucléotides CGG a
été identifiée au niveau du locus 642361 chez ces patients OPML, alors que les individus sains
présentent entre 3 et 16 répétitions CGG (Ishiura et al., 2019). Toutefois, il reste a déterminer

comment ces expansions de répétitions CGG sont toxiques.

Enfin, pour plus de détails sur ces différentes maladies a expansion de répétitions CGG dans

les régions 5’UTR, une revue est présentée page suivante.
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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
(Fuetal., 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, ATXNS) (Moseley et al.,
2006; Wilburn et al, 2011), are translated in



n': ;::::;:‘ Disease Gene Localization Repeat Nz:;:al P'ﬂ;?::"ic reference
LOF BSS XYLT1 Promoter CGG 9-20 120 - 800 LaCroix et al. 2019
(el XS EMRT SNl SO0 =Y 2200 Oberlé \::ﬂgz 3|FJ ?e?ll., 1991
LOF FRAXE AFF2 5'UTR CCG 4-39 200 - 900 Knight et al. 1993
LOF EPM1 CSTB 5'UTR C4GC4GCG 2-3 30-75 Lalioto et al. 1997
LOF GDPAG GLS 5'UTR GCA 8-16 680 - 1400 Van Kuilenburg et al. 2019
LOF FRDA FXN Intron GAA 5-34 65 - 1300 Campuzano et al. 1996
LOF XDP TAF1 Intron C3TCT absent 30-55 Bragg et al. 2017
polyAla SPD1 HOXD13 Exon GCG 15 24 Akarsu et al. 1996
polyAla BCCD RUNX2 Exon GCN 17 27 Mundlos et al. 1997
polyAla HFGS HOXA13 Exon GCN 12-18 18-30 Goodman et al. 2000
polyAla BPES FOXL2 Exon GCN 14 19-24 De Baere et al. 2001
polyAla HPES Zic2 Exon GCN 15 25 Brown et al. 2001
polyAla EIEE1 ARX Exon GCN 12-16 20-23 Stromme et al. 2002
polyAla MRGH SOX3 Exon GCN 15 26 Laumonnier et al. 2002
polyAla CCHS PHOX2B Exon GCN 20 25-29 Amiel et al. 2003
polyAla OPMD PABPN1 Exon GCG 6-10 11-18 Brais et al. 1998
polyQ SBMA AR Exon CAG 9-36 38-68 La Spada et al. 1991
polyQ DRPLA ATN1 Exon CAG 3-35 48 -93 Koide et al. 1994; Nagafuchi et al. 1994 ‘
polyQ HD HTT Exon CAG 6-35 36 - 200 Huntington's Collaborative Group 1993 |
polyQ HDL2 JPH3AS Exon CAG 6-28 41-58 Margolis et al. 2001 ‘
polyQ SCA1 ATXN1 Exon CAG 6-38 39-88 Orretal. 1993
polyQ SCA2 ATXN2 Exon CAG 13-31 32-500 Pulst et al. 1996
polyQ SCA3 ATXN3 Exon CAG 12-44 55-87 Kawaguchi et al. 1994
polyQ SCA6 CACNA1A Exon CAG 4-18 20-33 Zhuchenko et al. 1997
polyQ SCA7 ATXN7 Exon CAG 4-33 37 - 460 Lindblad et al. 1996
polyQ SCA8 ATXN8 Exon CAG 15-50 74 - 250 Koob et al. 1999
polyQ SCA17 TBP Exon CAG 25-40 43 - 66 Koide et al. 1999
? SCA12 PPP2R2B 5'UTR CAG 4-32 43-78 Holmes et al. 1999
polyGly FXTAS FMR1 5'UTR CGG 5-50 55 - 200 Hagerman et al. 2001
polyGly NID  NOTCH2MLC 5 UTR BCC 7-60  60-200 |s1t_1:r:a;;?|2§(1);903623e;:| e
? FXPOI FMR1 5'UTR CGG 5-50 55 - 200 Conway et al. 1998
? OPML LOC642361 LncRNA CGG 3-16 50 - 60 Ishiura et al. 2019
? OPDM1 LRP12 5'UTR CGG 13-45 80-130 Ishiura et al. 2019
? OPDM2 GIPC1 5'UTR CGG 12-32 70-120 Deng et al. 2020
? OPDM3 NOTCH2NLC 5'UTR CGG 7-60 60 - 200 Yu et al. 2021
RAN ALSIFTD  C9ORF72 Intron G4C2 3-25 >30 e
RAN SCA36 NOP56 Intron G3c2T 5-14 650 - 2500 Kobayashi et al. 2011
RAN SCA31 BEAN1 Intron G2A2T variable 110 - 760 Sato et al. 2009
? CANVAS RFC1 Intron G3A2 variable 400 -2000 Cortese et al. 2019; Rafehi et al. 2019 |
RNA DM1 DMPK 3'UTR cTG 5-37  50-10000 Bmo":";“;f’yﬂ’gg;kﬂ;&??‘1992
RNA DM2 CNBP Intron CCTG 11-30 50 - 11 000 Liquori et al. 2001
RNA FECD3 TCF4 Intron CTG 5-31 > 50 Mootha et al. 2014
? FAME1 SAMD12 Intron TTTCA absent 440 - 3680 Ishiura et al. 2018
? FAME2 STARD7 Intron TTTCA absent >660 - 730 Corbett et al. 2019
? FAME3 MARCHF6 Intron TTTCA absent > 660 - 2800 Florian et al. 2019
? FAME4 YEATS2 Intron TTTCA absent > 500 Yeetong et al. 2019
? FAME6 TNRCG6A Intron TTTCA absent > 400 Ishiura et al. 2018
? FAME7 RAPGEF2 Intron TTTCA absent > 500 Ishiura et al. 2018
? SCA10 ATXN10 Intron TTCTA 10-32 280 - 4500 Matsuura et al. 2000
? SCA37 DAB1 Intron TTTCA absent 31-75 Seixas et al. 2018

Table 1. Repeat expansion diseases, sorted by their proposed pathogenic mechanism.

LOF, loss of function mechanism; polyAla, polyalanine; polyGly, polyglycine; polyQ, polyglutamine; RAN, repeat non-ATG
translation; ALS, amyotrophic lateral sclerosis; BCCD, brachydactyly and cleidocranial dysplasia; BPES, blepharophimosis, ptosis
and epicanthus inversus; BSS, Baratela-Scott syndrome; CANVAS, cerebellar ataxia, neuropathy and vestibular areflexia
syndrome; CCHS, congenital central hypoventilation syndrome; DM1, myotonic dystrophy type 1; DM2, myotonic dystrophy type
2; DRPLA, dentatorubral-pallidoluysian atrophy; EIEE1, early infantile epileptic encephalopathy type 1; EPM1, progressive
myoclonus epilepsy type 1; FAME, familial adult myoclonic epilepsy; FECD3, Fuchs endothelial corneal dystrophy type 3; FRAXE,
fragile XE syndrome; FRDA, Friedreich ataxia; FTD, frontotemporal dementia/; FXPOI, Fragile X-associated premature ovarian
infertility; FXS, fragile X syndrome; FXTAS, fragile X-associated tremor ataxia syndrome; GDPAG, global developmental delay,
progressive ataxia and elevated glutamine; HD, Huntington disease; HDL2, Huntington disease-like 2; HFGS, hand-foot-genital
syndrome; HPES5, holoprosencephaly type 5; MRGH, mental retardation with isolated growth hormone deficiency; NIID, neuronal
intranuclear inclusion disease; OPDM, oculopharyngodistal myopathy type; OPMD, oculopharyngeal muscular dystrophy; OPML,
oculopharyngeal myopathy with leukoencephalopathy; SBMA, spinal and bulbar muscular atrophy; SPD1, synpolydactyly type 1;
SCA, spinocerebellar ataxia; XDP, X-linked dystonia parkinsonism.



polyglutamine-containing proteins that form inclusions
and are toxic for neuronal cells, causing several
neurodegenerative diseases with similar
histopathological characteristic and related symptoms
(Huntington’s disease and Huntington disease-like 2,
spinal-bulbar  muscular  atrophy, dentatorubral-
pallidoluysian atrophy, spinocerebellar ataxia 1 to 3, 6
to 8 and 17; table 1).This example illustrates that repeat
expansions with similar sequences, sizes and genetic
localizations can be pathogenic by a common molecular
mechanism, ultimately resulting in a group of diseases
with related clinical symptoms and remarkably similar
histopathological features. In that aspect, progress in
long-read and whole human genome sequencing has
recently unveiled a dozen of novel pathogenic repeat
expansions with striking similarities in sequence and
localization and that can be divided in two groups
(review in Ishiura and Tsuji, 2020). First, six identical
expansions of ATTTC repeats that are all localized
within introns, but of various gene, are responsible of
familial adult myoclonic epilepsy (FAME) 1t0 4,6 and 7
(Ishiura et al., 2018; Corbett et al., 2019; Florian et al.,
2019; Yeetong et al., 2019). Second and topic of this
review, several identical CGG repeat expansions,
embedded within the 5’UTR of different genes or in a
long non coding RNA (IncRNA), were recently identified
as the genetic causes of fragile X-associated
tremor/ataxia syndrome (FXTAS), neuronal intranuclear
inclusion disease (NIID), oculopharyngodistal myopathy
type 1 to 3 (OPDM) and oculopharyngeal myopathy with
leukoencephalopathy (OPML) (Hagerman et al., 2001;
Ishiura et al., 2019; Sone et al., 2019; Deng et al., 2019;
Tian et al., 2019; Deng et al., 2020; Xi et al., 2021; table
1 and figure 1). In addition to their similar genetic cause,
FXTAS, NIID, OPDM and OPML present overlapping
clinical manifestations and similar histopathological
features, including the presence of characteristic
eosinophilic ubiquitin-positive nuclear inclusions (Nls),
suggesting that these diseases belong to a continuum
of neuromuscular and neurodegenerative diseases
potentially caused by a common molecular mechanism
(figure 1).

Fragile X-associated tremotr/ataxia syndrome

Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS,
OMIM:  300623) is a late-onset X-linked
neurodegenerative disorder originally described in
great-fathers of infants with fragile X (Hagerman et al.,
2001). Due to its X-linkage, FXTAS mostly affect males,
while  females are protected from  overt
neurodegeneration by random = X-chromosome
inactivation of the mutant allele, but are nonetheless at
risk of developing another disease, fragile X-associated
primary ovarian insufficiency (FXPOI; Conway et al.,
1998). FXTAS is characterized by variable progressive
intention tremor, gait ataxia and dementia, frequently
accompanied by progressive cognitive decline,
parkinsonism, peripheral neuropathy and autonomic
dysfunctions (Jacquemont et al., 2003).
Neuroradiological features of FXTAS include mild brain
atrophy and white matter lesions with T2
hyperintensities in the middle cerebellar peduncle, as
well as in the splenium of the corpus callosum, in the
pons, insula and periventricular white matter.
Furthermore, FXTAS is characterized by the presence
of large eosinophilic ubiquitin-, p62- and sumo-positive

intranuclear inclusions in both neurons and astrocytes
across the nervous system, as well as in non-nervous
tissues (Greco et al., 2006; Hunsaker et al., 2011; Ariza
et al., 2016). However, these inclusions proved to be
negative for polyQ or any other common protein
inclusion markers of neurodegenerative disorders
(Synuclein, Tau, B-amyloid, TDP43, FUS, etc.) and they
origin remained mysterious until recently (Todd et al.,
2013).
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Figure 1. CGG repeat expansions cause a spectrum
of disease.

(A) Identical CGG repeat expansions embedded within the
5’'UTR of different genes cause various neurodevelopmental,
neuromuscular and neurodegenerative disorders. (B) Brain
sections of individuals with FXTAS or NIID show identical p62-
or sumo-positive intranuclear inclusions. (C) FXTAS, NIID,
OPML and OPDM may belong to a continuum of
neuromuscular and neurodegenerative disorders.

FXTAS is caused by a limited expansion (called
premutation) of 60-70 to ~200 CGG repeats localized in
the 5UTR of the FMRT gene (Hagerman et al., 2001).
Interestingly, an identical but longer expansion (>200
CGG repeats, named full mutation) causes the
neurodevelopmental fragile X mental retardation
syndrome, while control individuals carry less than 50
CGG repeats, with 30 repeats being the most common
allele. Importantly, the instable nature of this genetic
mutation, notably during meiosis, explains the
anticipation (also known as the Sherman paradox)
observed in fragile X families where the clinical
manifestations occur at progressively earlier age and/or
with increasing severity in successive generations
(Sherman et al., 1984; Sherman et al., 1985; Fu et al.,
1991). At the molecular level, in fragile X syndrome, the



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 FMRT1 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 FMRT 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 5UTR 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/DGCRS8, among others (lwahashi 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 FMR71 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 elF1 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



independently developed and directed against
FMRpolyG revealed presence of this protein within the
typical eosinophilic  ubiquitin-positive intranuclear
inclusions in cell and tissue sections of individuals with
FXTAS (Todd et al., 2013; Buijsen et al., 2014; Sellier
et al., 2017; Krans et al., 2019; Bonapace et al., 2019;
Dijkstra et al., 2021). Of technical interest these
antibodies are directed against the N- or C-terminal
parts of FMRpolyG, but none are directly targeting the
polyglycine stretch. Furthermore, due to its high
propensity to aggregates, very litle FMRpolyG is
present in soluble brain extract or in fluids of individuals
with FXTAS, tempering its relevance as an easily
quantifiable biomarker for FXTAS (Ma et al., 2019; Holm
et al., 2021). Finally, expression of FMRpolyG in cell
and animal models is toxic, and drosophila or mice
expressing FMRpolyG show locomotor alterations,
neuronal cell loss and ultimately, premature death of
these animals (Todd et al., 2013; Sellier et al., 2017).
However, the mechanism of FMRpolyG toxicity is
currently unclear (review in Boivin et al.,, 2018;
Glineburg et al., 2018), with proposed alteration of the
proteasome and degradation pathway (Oh et al., 2015),
of the nuclear architecture and nucleocytoplasmic
transport (Sellier et al., 2017), of mitochondrial functions
(Gohel et al., 2019) and/or through binding to FMR1
CGG RNA repeats (Asamitsu et al., 2021).
Furthermore, it is unclear whether FMRpolyG toxicity is
related to its propensity to form large cellular aggregates
and/or to its localization and notably whether its import
into nuclei is required for its pathogenicity. Similarly,
whether FMRpolyG toxicity is mainly triggered by its
polyglycine stretch, or whether bordering N- or C-
terminal amino acid sequences contribute to FMRpolyG
pathogenicity is currently ill-defined (Sellier et al., 2017).
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Figure 2. CGG repeat expansions are translated into
polyG proteins in FXTAS and NIID.

(A) Scheme of FMR1 indicating FMRpolyG upstream ORF and
FMRP main ORF localization. (A) Scheme of NOTCHZNLC
indicating uN2CpolyG upstream ORF and NOTCH2NLC
(abbreviated N2C) main ORF localization. Initiation codons
and stop codons are indicated in red for uORFs and in blue for
the main ORFs. Near-cognate initiations codons are indicated
in bold yellow. (C) Protein sequences of FMRpolyG and
uN2CpolyG show no similitude beyond their polyglycine
stretch. (D) Sequence of the putative uUORFs embedded within
NOTCHZ2, NOTCHNLA, B and C 5’UTRs. Variant amino acids
are indicated in bold. The sequence required for uN2C to
interact with KU70/KU8O is indicated in blue.

UORF NOTCH2NLC (uN2C)

In parallel to the translation initiation of a CGG repeats-
containing UORF at a near-cognate start codon
resulting in expression of the toxic FMRpolyG protein,
RAN translation where initiation occurs directly within
the CGG expansion and in all three frames was
proposed as a leading pathogenic mechanism in
FXTAS (Todd et al, 2013). While modest to no
translation of CGG repeats was found in the arginine
frame, which is the frame of the downstream FMRP
ORF, assays using highly-sensitive nanoluciferase
detection methods revealed some translation of the
expanded CGG repeats into the alanine frame, resulting
in expression of a novel polyalanine containing protein
that was named FMRpolyA (Todd et al., 2013; Oh et al.,
2015; Kearse et al., 2016). However, independently
developed mouse and rabbit antibodies directed against
FMRpolyA failed to detect significant accumulation of
this protein in cells and tissues of individuals with
FXTAS, suggesting that FMRpolyA is not a major
component of the intranuclear inclusions typical of that
disease (Sellier et al,, 2017; Krans et al.,, 2019).
Furthermore, a mouse model expressing an expansion
of CGG repeats but deleted of the FMR71 5UTR
sequence that contains the near-cognate start codon
initiating FMRpolyG translation shows no inclusions and
no locomotor or neurodegenerative phenotype. In
contrast, mice expressing the same CGG expansion,
but with its upstream natural FMR1 near-cognate
codon, show numerous FMRpolyG inclusions and
neurodegeneration (Sellier et al., 2017). These animal
models suggest that RAN translation initiating inside the
CGG repeat track is not sufficiently efficient to drive
inclusion formation and neuronal cell death, at least in
the limited time frame of mouse longevity. Similarly,
these models suggest that the sole expression of CGG
repeats at the RNA level, and thus an RNA gain of
function mechanism, is not sufficient to drive
neuropathogenicity in these animals.

Overall, these results may explain how in a rare
inherited neurodegenerative disease a microsatellite
expansion, first annotated as “non-coding”, is in reality
translated into a novel protein, which contains a stetch
of polyglycine, forms intranuclear inclusions and is toxic
for neurons. These data clarify the origin of ubiquitin-
positive intranuclear inclusions, a key histological
feature observed in FXTAS, but they also support a
novel model of pathogenicity in human diseases, where
repeat expansions located in ill-defined upstream ORFs
can be decoded into novel and toxic proteins through
translation initiation at near-cognate start codons (Todd
et al., 2013; Sellier et al., 2017). Interestingly, a similar
mechanism was recently identified in amyotrophic
lateral sclerosis and frontotemporal dementia, where an
expansion of G4C2 repeats located in the first intron of
the C9ORF72 gene is translated into a polyglycine-
alanine dipeptide repeat (polyGA DPR) protein through
translation initiation at a CUG near-cognate start codon
located 24 nucleotides upstream of the repeats (Green
et al., 2017; Tabet et al., 2018; Sonobe et al., 2018;
Almeida et al., 2019; Boivin et al., 2020; Sonobe et al.,
2021; figure 3). It remains to determine whether these
examples of translation initiation at near-cognate start
codons are two isolated cases or reflect a more global
mechanism of disease.
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Figure 3. Repeat expansions located in “non-
coding” regions are nonetheless translated.

(A) G2C repeat expansions embedded in the 5’-“untranslated”
regions of the FMR1 and NOTCH2NLC genes are translated
into polyglycine-containing proteins in NIID and FXTAS. (B)
G3C2T and G4C2 repeats embedded in the first and retained
introns of the NOP56 and C90ORF72 genes are translated into
poly(glycine-proline) and poly(glycine-alanine)-containing
proteins in SCA36 and ALS/FTD, respectively. (C) CAG
repeats and G2C4 repeats embedded in ATXNS8, JPH3AS and
CI90RF72AS long “non-coding” RNAs are translated into
polyglutamine- or poly(glycine-proline)-containing proteins in
SCAS8, HDL2 and ALS/FTD, respectively. Initiation codons
and stop codons of the ORFs containing the pathogenic
expansion are indicated in red, while they are indicated in blue
for the main ORFs. Near-cognate initiations codons are
indicated in bold yellow.

Neuronal intranuclear inclusion disease

Neuronal intranuclear inclusion disease (NIID, OMIM:
603472), also known as intranuclear inclusion body
disease (INIBD) or neuronal intranuclear hyaline
inclusion disease (NIHID), is a rare autosomal dominant
genetic disorder with variable age of onset, from infant
to late adult (Lindenberg et al., 1968; Michaud and
Gilbert, 1981; Munoz-Garcia and Ludwin, 1986;
Takahashi-Fujigasaki, 2003; Sone et al., 2016). The
clinical manifestations of NIID are highly heterogenous
and generally comprise variable skeletal muscle
weakness associated with variable dysfunctions of the
central and peripheral nervous systems, including
cerebellar ataxia, parkinsonism, cognitive decline,
peripheral neuropathy and autonomic dysfunctions.
Moreover, atypical NIID clinical manifestations are
increasingly described, including leukoencephalopathy,
essential tremor, multiple system atrophy, retinal
changes and retinopathy, amyotrophic lateral sclerosis,
Alzheimer or Parkinson disease as well as with various
acute symptoms, including stroke-like episodes,
migraine-like attack, epileptic seizures and/or
encephalitic episodes (Takahashi-Fujigasaki, 2003;
Sone et al., 2016; Takahashi-Fujigasaki et al., 2016;

Okubo et al., 2019; Nakamura et al., 2020; Ng et al.,
2020; Fang et al., 2020; Ma et al., 2020; Shi et al., 2020;
Li et al., 2020; Yuan et al., 2020; Yang et al., 2021; Cao
etal., 2021; review in Cao et al., 2021; Fan et al., 2021).
Interestingly, brain MRI of individuals with NIID reveal
abnormalities reminiscent of FXTAS with mild brain
atrophy and white matter lesions, including T2-weighted
hyperintensities in the middle cerebellar peduncle and
high-intensity signals in the corticomedullary junction
(Gelpi et al., 2017; Sugiyama et al., 2017; Ng et al.,
2020). Furthermore, and as its name imply, NIID is
characterized by the presence of large eosinophilic
ubiquitin-, p62- and sumo-positive intranuclear
inclusions. These aggregates are present in both
neurons and glial cells in the central and peripheral
nervous systems, as well as in various other tissues,
including the skin, which observation can be
determinant to confirm diagnosis of this multifaced
syndrome (Patel et al., 1985; Kimber et al., 1998;
Pountney et al., 2003; Mori et al., 2012; Liu et al., 2008;
Sone et al.,, 2011; Chen et al., 2020; Zhang et al., 2021).
Importantly, these intranuclear inclusions are virtually
identical and indistinguishable to those observed in
FXTAS (Gelpi et al., 2017; Lim et al., 2020; Toko et al.,
2021).

The genetic cause of NIID was recently identified as a
limited expansion of ~60 to 200-300 CGG repeats in the
5'UTR of the NOTCH2NLC gene (Sone et al., 2019;
Ishiura et al., 2019; Deng et al., 2019; Tian et al., 2019).
Of interest, an identical expansion of CGG repeats in
NOTCHZ2NLC was also recently identified as the genetic
cause of oculopharyngodistal myopathy type 3
(OPDMS3) with variable neurological manifestations
(Ogasawara et al., 2020; Yu et al., 2021). These studies
highlight the diversity of NIID and OPDM clinical
manifestations and the ensuing complexity to diagnose
these syndromes, as well as the potential overlap
between OPDM and NIID. Furthermore, NOTCH2NLC
CGG expansion is mostly reported in individuals of
Asian origin, but rarely observed in European NIID
cases, despite clinical similitudes and the presence of
identical intranuclear inclusions (Chen et al., 2020),
suggesting a founder effect for this mutation, but also
that NIID is genetically heterogenous with other
mutations awaiting to be identified. The Notch 2 N-
terminal like (NOTCH2NL) A, B and C genes are
hominid-specific genes located on chromosome 1g21.1,
which result from the duplication of the promoter region
and N-terminal part (exons 1 to 5) of Notch2. As a
consequence of this partial duplication, the NOTCH2NL
proteins contain six epidermal growth factor (EGF)-like
domains, but are deleted of the middle transmembrane
and C-terminal cytoplasmic domains of Notch2.
Moreover, these proteins also lack the N-terminal
Notch2 peptide signal due to an intronic nucleotide
variation changing NOTCHZNLB intron 1 splice
acceptor by 8 nucleotides and modified ATG start site
localization in NOTCHZNLA and C. Important to
hominid brain size evolution, NOTCH2NL proteins
regulate Notch signaling and expand human cortical
progenitors. Furthermore, 1g21.1 genomic deletions or
duplications potentially encompassing the
NOTCH2NLA and B genes are associated with
neurodevelopmental syndromes with microcephaly or
macrocephaly, respectively (Fiddes et al., 2018; Suzuki
et al,, 2018). These seminal studies highlight the



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 5UTR 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 NOTCH2ZNLC
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
NOTCHZ2NLC 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 uUORF 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 uUN2CpolyG 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
NOTCHZ2NLB 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
NOTCHZ2NLC 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, NOTCHZ,
NOTCHZ2NLA 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 NOTCHZ2NLC,
NOTCHZ2NLA 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 CI9ORF72
gene in ALS/FTD (Jovici¢ 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



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 5UTR 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,
OPDMS3/NIID1  caused by CGG repeats in
NOTCHZ2NLC 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 (Nls). 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



NOTCHZ2NLC (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 OPDM?2, 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 NOTCH2ZNLC, 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
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

polyG proteins
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Figure 4. Repeat expansion range of toxicity in different
microsatellite diseases.

We propose that CGG expansions are pathogenic between
~60-70 to 200-300 repeats when they are expressed into toxic
polyglycine-containing proteins, but over 200 repeats when
they promote DNA epigenetic changes, promoter silencing and
a loss of function mechanism, such as in FXS. This range of
protein toxicity is to be compared to other translated
microsatellite diseases such as polyalanine-containing
proteins that are generally toxic with 10 to 35 GCN repeats,
while polyQ proteins are generally pathogenic with longer CAG
expansions (~40 to 80-200 repeats), with the exception of short
polyglutamine stretch altering functions of the calcium voltage-
gated channel subunit alphalA (CACNA1A) in SCA6. Of
interest, DNA epigenetic changes and promoter silencing in a
loss of function mechanism, or an RNA gain of function
mechanism such as titration of the MBNL RNA binding proteins
in DM1, require much longer repeat expansions.

import into the nucleus, is required for their
pathogenicity. In that aspect, overexpression of
FMRpolyG or uN2CpolyG in transformed cell lines
mainly results in their accumulation in cytoplasmic
aggregates, while these proteins are mainly found in
intranuclear inclusions in patient tissues. Thus, it
remains to determine the mechanism responsible of
polyglycine-containing proteins nuclear import in these
diseases. Furthermore, FXTAS and NID are
neurodegenerative  diseases, but FMR7 and
NOTCHNLC expression are not restricted to neurons,
and intranuclear inclusions are widely observed outside
of the CNS in individuals with FXTAS and NIID (Greco
et al., 2006; Hunsaker et al., 2011; Yamaguchi et al.,
2018; Chen et al., 2020). However, presences of these
inclusions are associated with only limited tissue
dysfunctions and/or sub-clinical observations. In
consequence, the mechanisms underlying the cellular
specificity of FMRpolyG or uN2polyG pathogenicity
remain to be determined. Finally, whether their toxicity
is uniquely caused by their polyglycine stretches, or
whether there is a toxic contribution of their bordering
N- or C-terminal amino acid sequences is ill-defined. In
that aspect, expression of a polyglycine protein deleted
of any FMR1 or NOTCH2NLC bordering sequence is
toxic in cell models, however not as much as the full-
length FMRpolyG or uN2polyG proteins (Sellier et al.,
2017; Boivin et al., 2021). Furthermore, C-terminal
tagging of the FMRpolyG protein by the cherry
fluorescent protein prevents its aggregation, while
fusion of FMRpolyG with the GFP promotes its stability
and increases its expression (Sellier et al., 2017; Derbis
et al., 2018). These data suggest that the sequences
bordering the polyglycine stretch of FMRpolyG or
uN2polyG may contribute to their pathogenicity.
However, this remains to be confirmed, notably in

animal models.

Conclusion

Translation of GGC repeat expansions into simar
polyglycine-containing  (polyG) proteins in two
neurodegenerative diseases with overlapping clinical
manifestations and nearly identical histopathological
features, FXTAS and NIID, suggest the existence of a
novel class of human genetic disorders, the polyG
diseases. This model is inspired by the translation into
toxic polyalanine- or polyglutamine-containing proteins
of GCN or CAG repeat expansions embedded in the
ORFs of diverse genes, resulting in the polyAla or polyQ
diseases, respectively. Furthermore, these data confirm
that expanded repeats localized in human genomic
regions predicted as “non-coding” can nevertheless be
translated into novel pathogenic proteins, notably
through classical initiation at canonical AUG, or near-
cognate, start codons. In that aspect, the similarities of
clinical manifestations and histopathological
characteristic between FXTAS, NIID, OPDM, and
OPML question whether CGG repeats also located in
sequences predicted as non-coding, such as the
LOC642361/NUTMZ2B-AS1 locus or the 5UTR of the
LRP12 and GIPC1 genes, are similarly translated into
novel and potentially pathogenic polyG proteins.
Importantly, a similar mechanism of toxicity for NIID,
FXTAS and potentially other diseases, suggests that
therapeutic strategies targeting the common CGG
repeats/polyglycine-stretch could be of interest for
the whole group of polyG diseases. In that
aspect, recent pre-clinical development of
small molecules and/or antisense
oligonucleotides targeting the FMR1 CGG
repeats and that efficiently decrease
expression of the toxic FMRpolyG in cell and
animal models provide exciting therapeutic
hope for these disorders (Disney et al., 2012;
Qurashi et al., 2012; Tran et al., 2014; Yang
et al., 2016; Green et al., 2019; Rodriguez et
al.,, 2020; Verma et al.,, 2020; Konieczny
2021; Haify 2021; Derbis et al., 2021; Malik et
al., 2021; Asamitsu et al., 2021).
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24. Hypotheses et objectifs

Ces dernieres années, grace au progres en termes de séquencage, 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 génes ont été identifiées
dans différentes pathologies : NIID, OPDM et OPML. Cependant, le mécanisme de toxicité de
ces expansions reste a élucider. Mon travail de theése a consisté a éclaircir par quel mécanisme
ces répétitions CGG pouvaient étre toxiques. Trois mécanismes sont actuellement proposés
pour expliquer la toxicité des expansions de répétitions. Nous avons écarté 1’hypothése d’une
toxicité au niveau ADN puisque ces maladies ont des symptomes communs ainsi que des
caractéristiques histopathologiques similaires, bien que les répétitions de nucléotides CGG
soient situées dans des genes différents. De plus, ces « courtes » expansions, toutes situées dans
larégion 5’UTR des génes, ne sont pas suffisantes pour induire des modifications épigénétiques
conduisant a la perte d’expression du géne. En effet, aucune diminution de 1’expression au

niveau ARN et protéique de ces différents génes 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 maniére suffisante des protéines de liaison a I’ARN, éliminant
donc également un mécanisme de toxicité au niveau ARN. Cette supposition est soutenue par
I’absence de foci d’ARN dans les noyaux cellulaires chez ces patients. Dans FXTAS, les
répétitions CGG dans la région 5’UTR du géne FMRI sont traduites en une protéine composée
de polyGlycine, qui forme des inclusions intranucléaires et dont I’expression est toxique dans
différents modeles. Nous avons alors fait ’hypothese que les expansions CGG dans les genes
NOTCH2NLC et GIPCI 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 a 200), de localisation (5’UTR) des expansions de répétitions ainsi que
caractéristiques histopathologiques communes (agrégats intranucléaires positifs a 1’ubiquitine
et p62) entre FXTAS, NIID et ’OPDM suggerent un mécanisme pathogénique commun entre

ces différentes maladies.

Cette question a fait I’objet de mon travail de these et les résultats sont présentés sous forme de
publication (Publication 1) et de résultats. Enfin, aprés m’étre intéressée a 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 a 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 troisieme maladie neurodégénérative la plus commune apres 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 apparait généralement entre 55 et 65 ans, et tres
rarement au-dela 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 mene la majorité
des patients a la paralysie, puis a la mort par déficience respiratoire en moyenne 3 a 5 ans apres
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 ’atteinte des membres,
inférieurs ou supérieurs. Elle est caractérisée par une dégénérescence des motoneurones
inférieurs conduisant a des sensations de faiblesse musculaire, des crampes et des
sensations de raideur ;

- La forme bulbaire concerne 1/3 des cas et débute par des problemes de déglutition, de
phonation et d’élocution. Elle est due a la dégénérescence des motoneurones supérieurs.

A I’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
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3.1.2. La démence fronto-temporale (DFT)

Apres la maladie d’Alzheimer et les démences a corps de Lewy, la démence fronto-temporale
(DFT) est la troisieme 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 a 22 cas pour
100 000 personnes (Coyle-Gilchrist et al., 2016). Cette pathologie touche autant les hommes
que les femmes et apparait généralement entre 55 et 70 ans, avec environ 13% des patients
développant la maladie avant 1’age de 50 ans (Mercy et al., 2008). Entre 30 a 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 €tre 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 controle 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 dégénerent chez les patients atteints de DFT.
Image adaptée de wilkesadultdaycare.org.

Lobe Frontal Lobe Temporal

3.1.3. SLA et DFT : un continuum

La SLA et la DFT peuvent exister sous des formes dites « pures », mais aussi appartenir a un
méme continuum. En effet, au niveau clinique, environ 15 % des patients atteints de SLA
présentent aussi une DFT et, de méme, parmi les patients atteints de DFT, 40% des sujets
présentent aussi des déficits moteurs dont 15% sont compatibles avec une SLA (Ringholz et

al., 2005).

De plus, 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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3.2. Histopathologie

La SLA et la DFT présentent des caractéristiques histopathologiques communes, que ce soit
pour les formes familiales ou sporadiques, la plus notable étant la présence d’agrégats de
protéine TDP-43 (codée par le gene TARDBP) tronquée et phosphorylée qui s’accumule dans
le cytoplasme des neurones de ces patients (Figure 28 ; Neumann et al., 2006). Ainsi,
approximativement 95% des patients touchés par la SLA et 50% des patients atteints de DFT
présentent des agrégats de protéines TDP-43 qui sont localisés dans les zones atteintes du

cerveau et de la moelle épiniere des patients (Arai et al., 2006 ; Neumann et al., 2006).
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Figure 28. Présence d’agrégats de la protéine TDP-43 chez des patients SLA et DFT
IHC réalisée contre la protéine TDP-43 (A, B, C) sur des motoneurones de patie<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>