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Titre : Familles atypiques et rOle des interruptions sur l'instabilité des triplets CTG impliqués
dans la Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1)

Résumeé :

L'instabilité des répétitions de microsatellites est un facteur clé pour plus de 40 maladies
humaines. Parmi ces maladies, la Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1) est une maladie
neuromusculaire autosomique dominante caractérisée par un fort phénomene d’anticipation :
les symptdmes s'aggravent et apparaissent plus tot d'une génération a l'autre. La DM1 est
causée par une expansion de triplet CTG répétés dans la région 3'UTR du géne DMPK. Dans
la population générale, la répétition CTG est stable et varie de 5 a 37 répétitions. Les patients
DM1 ont des répétitions variant de 50 a > 1 000 CTG et sont instables d'une génération a
l'autre (instabilité intergénérationnelle) et dans les tissus (instabilité somatique), avec un biais
vers les expansions. En général, il existe une bonne corrélation entre la longueur des
répétitions anormales et la gravité des symptdémes. L'instabilité des triplets CTG implique
divers facteurs (réparation, transcription, réplication, structures secondaires...). Cependant,
les mécanismes de contractions des triplets CTG restent peu compris. Des interruptions dans
les répétitions ont été rapportées chez des patients présentant une instabilité des triplets CTG
réduite. Il est suggéré que les interruptions pourraient étre un facteur de stabilisation ou de
contraction mais jusqu'a présent, aucune démonstration directe de leur impact n'a été
présentée. L'objectif de ma thése est de démontrer si les interruptions impactent l'instabilité
des triplets CTG et par quels mécanismes.

Nous avons étudié des familles DM1 atypiques, exemptes de phénoméne d'anticipation
et présentant des contractions de triplets CTG sur 2 a 4 transmissions successives. Tous les
patients de ces familles présentent des interruptions : un seul CAG en 5' de la répétition CTG
(famille A), ou plusieurs interruptions de la CCG en 5' ou 3' de la répétition (dans les familles
B et E respectivement). Nous avons démontré que I'amplitude de l'instabilité somatique est
réduite au moins pour les familles A et B. Ces d'interruptions sont de bons candidats pour
étudier les mécanismes de contraction/ stabilisation des répétitions CTG.

J'ai tout d'abord démontré in vitro que les structures secondaires de I'ADN étaient
différentes entre les répétitions pures ou interrompues. J'ai ensuite comparé la fixation des
protéines nucléaires aux répétitions CTG, avec ou sans interruption, par EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay). Mes résultats ont démontré des profils de fixation
différents selon la nature des répétitions. Afin d'étudier plus précisément l'impact des
interruptions sur l'instabilité des répétitions, j'ai dérivé des modéles de cellules HEK293 en
utilisant la technologie Phi-Integrase permettant l'intégration de plasmides d'expression. Ces
cellules permettent la transcription bidirectionnelle de la région 3 'UTR du géne DMPK mutant
portant des répétitions CTG pures ou interrompues avec une unique interruption CAG en 5’
des répétitions CTG, reproduisant le motif identifié chez la famille A. Grace a ce modeéle
cellulaire, jai démontré que la mosaique somatique des répétitions CTG interrompues était
réduite comparée a celle présentée par les clones a répétitions pures reproduisant ainsi ce qui
a été précédemment observée chez la famille A comparée a des controles DM1 a répétitions
pures. En utilisant ce modéle cellulaire, j'ai montré que la formation d'hybrides ADN/ARN (R-
loops) est réduite dans les cellules avec une seule interruption CAG et qu’il y a une bonne
corrélation entre la formation d’R-loop et le niveau de transcription de DMPK mutant antisens.
Ainsi, ce modeéle cellulaire démontre que l'interruption de CAG a un impact sur l'instabilité des
répétitions CTG, impliquant notamment le métabolisme des R-loops.

Une meilleure compréhension des mécanismes de contraction ou de stabilisation des
répétitions anormales de CTG est un point crucial pour pouvoir guérir le défaut moléculaire
responsable de la DM1. Mon projet fournit de nouvelles informations sur les mécanismes de
l'instabilité des triplets CTG, qui peuvent fournir de nouvelles cibles thérapeutiques.

Mots clefs : DM1, répétitions CTG, instabilité de triplets répétés, interruptions, R-loop,
structure secondaire de I'ADN, interaction ADN et protéines



Title : Atypical Myotonic Dystrophy type 1 families and how interruption(s) impact CTG
repeat instability.

Abstract :

The instability of microsatellite repeats is a key factor for more than 40 human diseases.
Among these diseases, Myotonic Dystrophy Type 1 (DM1) is an autonomic dominant
neuromuscular disease characterized by a strong phenomenon of anticipation: the symptoms
worsen and appear earlier from one generation to the next. DM1 is caused by expanded CTG
repeats in the 3'UTR of the DMPK gene. In the general population, the CTG repeat is stable
and ranges from 5 to 37 repetitions. Patients with DM1 have repeats that range from 50 to>
1000 CTG and are unstable from one generation to the next (intergenerational instability) and
in the tissues (somatic instability), with a bias towards expansions. In general, there is a good
correlation between the length of abnormal repeats and the symptoms severity. Instability of
the CTG repeats involves various factors (DNA repair, transcription, replication, secondary
structures etc...). However, the CTG repeats contraction mechanisms remain poorly
understood. Repeat interruptions have been reported in patients with reduced CTG instability.
It is suggested that interruptions could be a stabilization or contraction factor but so far, no
direct demonstration of their impact has been presented.

The aim of my thesis is to demonstrate whether and how interruptions impact the instability of
CTG repeat expansions.

We studied atypical DM1 families, with no anticipation and associated with contractions of the
repeats on 2 to 4 successive transmissions. All patients in these families showed interruptions:
a single CAG in 5 'of the CTG repeats (family A), or several CCG interruptions in 5' or 3 'of the
repeat (in families B and E respectively). We demonstrated that the amplitude of somatic
instability was reduced at least for families A and B. These interruptions are good candidates
to learn more about the contraction / stabilization mechanisms of CTG repeats.

| first demonstrated in vitro that DNA secondary structures were different between pure or
interrupted CTG repeats. Then, | compared the binding of nuclear proteins to CTG repeats
with or without interruption by EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay). My results
demonstrated different binding profiles depending on the nature of the repeats. To further study
the impact of interruptions on CTG instability, | derived HEK293 cell models using Phi-
Integrase technology and plasmids expressing the CTG repeats. These cells allow
bidirectional transcription of the 3' UTR region of mutant DMPK carrying pure or CTG repeats
with a single CAG interruption in 5’ of the repeats, as the interruption pattern observed in family
A.In these cells, | demonstrated via the newly optimized Flash-Small-Pool-PCR that the
somatic mosaic of interrupted CTG repeats was reduced compared to that observed for pure
repeat. | have also detected that the formation of DNA / RNA hybrids (R-loop) is reduced in
cells with the single CAG interruption compared to the clones with pure repeats. Moreover,
there is a good correlation between the R-loops level and the transcriptional pattern of mutant
DMPK antisense transcripts. Thus, our cellular model demonstrates that the CAG interruption
has an impact on the instability of the CTG repeats, implying at least the metabolism of the R-
loops.

A better understanding of the mechanisms of contraction or stabilization of abnormal CTG
repeats is crucial to being able to cure the molecular defect responsible for DM1. My project
gives new insights into the mechanisms of instability of CTG repeats, which can provide new
therapeutic targets and new clues to improve the prognosis of DM1.

Keywords : DM1, CTG repeats, triplet repeats instability, interruptions, R-loops, DNA
secondary structures, DNA binding, DM1 human cell model



A Suzy, Cécile et Annette qui, toutes les trois a leur maniere,

m’ont inspirée une volonté de « faire ».



Cay est, la these est enfin rédigée, les expériences certainement pas terminées et I’addiction
au café bien trop avancée... mais ¢a y est, le temps des remerciements est arrivé. C'est le moment de
ne pas se tromper, c’est en général I'un des trucs les plus lus dans ce genre de pavé. J'en sais quelque
chose, je les lis toujours, c’est édifiant. Alors a vous qui lisez ces pages entre deux cafés (ou thé, chacun
sa religion et si la vOtre n’est pas encore a base d’alcaloides Iégaux, n’ayez pas peur, il n’y a pas d’age
pour une conversion en regle...) armez-vous de patience, car bien que je craigne de ne pas pouvoir étre
exhaustive, I'expression « travail d’équipe » n’a jamais été aussi vraie que pour cette these, et
j’adoooooore les parenthéses difficilement fermées et surtout a base d’envolées lyriques a la syntaxe
plus que douteuse. Bien entendu, je remercie mes rapporteurs Vincent Dion et Karine Merienne

d’avoir accepté d’étre rapporteurs pour cette théese.

Et tout naturellement, je commence par vous Genevieve... (les 3 petits points c’est pour donner
un petit suspens). MERCI ! En lettres majuscules parce que ¢a rend a peine justice a ma gratitude envers
vous. Jamais je ne pourrai vous remercier assez (parce que sinon il y aurait sans doute une géne
|égitime qui se créerait, puis une ordonnance d’éloignement...bref beaucoup trop de paperasse dont,
je suis shre, vous préfereriez vous passer). Sans vous, et cela a bien des égards, jamais cette thése
n’aurait pu se faire. J'ai eu la chance de pouvoir compter sur vous, sur votre patience (si, si...), sur votre
bienveillance constante, votre amour contagieux des sciences, votre exigence aussi flatteuse
gu’agacante par manque de sommeil. Merci pour la confiance que vous m’avez conférée. Je ne dis pas
gue je n’ai jamais pesté apres vous (de toutes fagons vous ne le croiriez pas, vu que je peste a peu pres
tout le temps sur tout et n‘importe quoi). J'ai conscience de la chance que j'ai eu de vous avoir a mes
cOtés dans ce monde parfois un peu tordu qu’est le doctorat. Merci encore pour tout, vous avoir en
directrice de these a été une chance inestimable. Par je ne sais quelle magie, vous avez réussi a me
redresser face a de nombreux tumultes, a m’insuffler confiance en ma légitimité en tant que thésarde
(et ce n’était pas gagné !). Alors pour la -éniéme fois, merci infiniment et surtout je vous souhaite une
bonne continuation dans la nouvelle aventure REDS (mais je ne me fais aucun souci !). Je pourrais

continuer mon discours sur vous, et vous le mériteriez, mais les suivants seraient jaloux...
L'instant est délicat, qui faire suivre a présent ?

Petite pause pour le suspens n°2...



Mario ! Merci pour avoir supporté les réunions juuuuuuste a c6té de ton bureau, merci pour
avoir développé ma culture de I'Eurovision, et de m’avoir mis en lumiére bon nombre d’incongruités
francaises (le « bonne fin d’appétit » restera inoubliable). Ton imitation de danse de la poule est aussi
un collector dans mes souvenirs... Merci aussi et surtout pour toutes les remarques et idées
constructives que tu m’as transmis. Aline, mais que ferais-je sans toi ? Ma premiéere Small-Pool c’était
avec toi, et tu m’avais pourtant prévenue : cette manip c’est I’enfer. Et entre 2 buffers approximatifs,
tu avais parfaitement raison. Comme toujours ? Toi qui me mets face a mes mots, mes manies pour
mieux en rire, toi qui as toujours été la pour me faire relativiser et rationaliser les choses (ok t'étais
pas la seule, mais tu le fais super bien !). Toi qui étais aux premiéres loges pour mes seules et
traumatiques dissections de DMSXL, et qui m’a fait découvrir que le Bourgogne a de bons arguments
de vente. Toi qui nous as accueillis comme des rois pour des aventures épiques en canog, toi qui me
rappelais a I'ordre quand je défrisais a la moindre manip ratée... j'en oublie des choses et srement
des meilleures, mais merci pour tout. Parce que méme si (je te cite) « si je t’avais croisée dans la rue,
jamais je ne t’aurai adressé la parole, on ne serait clairement pas copines ... » et bien heureusement la
vie de labo est passée par la, ¢a aurait été dommage de ne pas ajouter ton personnage a mes
connaissances. (Avoue que t’as été curieuse de les lire ces remerciements...ca va les chevilles ? Ce long
paragraphe, c’est pour rattraper ma tendance a te faire faire 1m10 sur les dessins d’équipe...). Héléne,
membre du duo des mamans du bureau. Tu nous as rejoint un peu plus tard, mais t’avoir en voisine
de paillasse a été I'objet de bon nombre de discussions parfois sérieuses, parfois amusantes, toujours
agréables. Une voisine de paillasse qui patiemment écoutais mes traits d’esprits pas toujours trés
inspirés pour commenter le contenu de la radio et qui ne peste presque pas alors que je fiche le
chantier quotidiennement, c’est merveilleux... Sandra, my dear Ph.D fellow/ life saviour...mais
comment trouver les mots pour résumer tous ces regards de jugement sur mon café allongé
accompagné d’'une tranche de brioche avec du chocolat? Comment reporter avec justesse tous ces
post-it, tous ces rires “Under pressure”, et le nombre incalculable de fois ol tu as été la pour me
remonter le moral ou me secouer pour me redresser ? Ta présence et sagacité ont été des trésors
précieux. Je suis chanceuse d’avoir eu une compagne de galere comme toi. J'espére qu’on se croisera
a nouveau, en blouse ou avec un Gin en terrasse entre Paris et Porto. En tout cas, comptes que tu as
ici une admiratrice ! Diana, Louison, duo de génies au karma a dimensions variables, duo implacable a
la force de travail contagieuse et la bonne humeur communicative. Je suis décidément quelqu’un de
chanceux d’avoir pu travailler avec vous des le début en M2. Piliers de la « Best Team ever » a
I’addiction aux sushis assumée, et propagandistes healthy de choc, rien n’aurait été pareil sans vous.
Tous ces weekends et ces soirées, au labo, au café ou ailleurs sont des pépites de réconfort et de

sourires. Des personnes comme vous, on n’en croise pas si souvent, je suis fiere d’avoir travaillé a vos



cOtés et de vous compter parmi mon petit univers, et Louison, je m’excuse pour tous ces traumas a

bases de chaussettes dépareillées...

Les stagiaires : merci pour votre totale dévotion et reconnaissance de notre suprématie a
Diana, Sandra, Louison et moi-méme. Quoi vous vous attendiez a mieux ?! Sérieusement ?! Bah Alexis
merci pour les 153kg de bonbons rapportés religieusement, Antoine pour les discussions édifiantes sur
la supériorité de Batman sur 'univers Marvel, et Aurélien pour étre un troll de compétition avec qui le
sarcasme et l'ironie sont des sports de compétition. Bon, sérieusement (ou pas d’ailleurs), merci,
c’était bien sympa de vous tolérer dans le bureau, et surtout, bonne continuation a vous, bien que je
congoive que I'idée de ne plus étre dans le méme bureau que Diana, Sandra, Louison, Aline, Hélene et
moi soit difficile a supporter. Merci. Stéphanie de m’avoir démontré la force de I'auto-détermination.
Il en faut, et je dois avouer que cette notion me manquait sirement un peu avant de te croiser. Notre
rencontre est une expérience qui fait date dans mon parcours, et je ne I'oublierai jamais (enfin, comme
tu le sais, j'ai une mémoire de poisson rouge en état de sévere déshydratation, cette affirmation est
donc a prendre avec des pincettes). Mouly and Anchel, thanks for your kindness, and your humor

which will always stay with me.

Olivier, Tristan, Daniel, Cyril, noyau dur d’un petit groupe dont il est difficile de repousser une
invitation en terrasse... toutes ces soirées a refaire le monde, pester, ironiser et parfois a ne rien
comprendre a ce que vous pouvez raconter, les cafés de la qualité, les échanges dans les couloirs, et
I’entraide, votre amitié... tout ceci constituera une partie inaliénable de ma these, merci d’avoir été la
aussi | Evelyne, il faut que je te parle, je pense que Quinzel et Thor fomentent un plan d’asservissement
des humains devant de déployer sous peu...mais surtout merci pour ces lettres et ces mots outre-
Atlantique, promis un jour on brllera plein de trucs ensembles. Christine, j’ai toujours pu trouver ton
bureau ouvert, je me suis toujours sentie accueillie autour d’un yogi-tea, toujours un mot pour
redresser la barre : merci pour tout. Merci aux « voisins Antignac-Saunier», ceux qui sont déja partis
et dont je ne suis pas préte d’oublier les personnalités, je parle de vous Gweltas, Rebecc’, Albane,
Vale... et merci aussi aux actuels qui m’ont permis de trouver un petit havre de paix pour cette délicate
période qu’est la rédaction. Merci aussi a Amine et Moussa, toujours prompts a me fairerire, a prendre

des nouvelles, de vrais phares dans cet institut aux murs trop blancs et ascenseurs défaillants.

Jen oublie slirement, mais j'imagine le lecteur qui s’attarde sur les remerciements et qui se
dit : ca n’en finira donc jamais ? Si, ¢a se finira sGirement, mais cette these a été avant tout un parcours
humain, et bizarrement on ne peut pas trop le caser dans I'intro ou le Matériels et Méthodes...c’est un

tort.



Papa, maman, vous le savez, d’ordinaire, je suis quelqu’un qui parle beaucoup, voire trop. Et
pourtant j’en viens a ne pas savoir quoi écrire pour vous témoigner toute ma reconnaissance, toute
mon affection a votre égard. J'ai la chance de vous avoir avec moi, d’avoir toujours pu compter sur
vous, depuis toujours. Vous m’avez appris a étre qui je suis aujourd’hui, a avoir envie de faire. Merci
de m’avoir supportée dans mes études et dans la vie avec toute votre affection qui est une source
inépuisable de force. Lucile, Margot, je ne compte pas le nombre de fois ou j’ai pesté avec vous, ou je
vous ai trainées au labo alors que vous passiez sur Paris, sans jamais me faire comprendre que j'abusais
de vous emmener en chambre froide en plein mois de février. Vous avez continuellement été d’'un
réconfort indispensable, j'espére sincérement I’'étre un peu pour vous aussi. Noémie, chere cousine
toujours préte a m’emmener voir des univers merveilleux sur scene et surtout pour partager un bon
moment. Combien de fois t'ai-je posé des lapins (et ce n’étaient pas Quinzel ou Jiminy) sans que jamais
tu n’en prennes ombrage ? Ton parcours est un modele de détermination et de courage, derriére mes
pipettes, j'ai pu te voir te réaliser dans ton parcours, et c’est chouette. Papi, Annette, Suzy, Cécile,
chacun a votre maniére avez contribué humainement a cette these et j’en suis aussi fiere qu’heureuse :
vous avez soutenu un petit troustet cap burut (je n’ai aucune idée de I'orthographe de ces mots) depuis
longtemps, et aujourd’hui encore j'apprends de vous. Géno, tous ces moments de partages, ces heures
a m’écouter, me réconforter sont inestimables, tu es une présence tranquillisante en ces territoires
France-iliens, merci a toi aussi pour tout, ces dernieres années ou méme avant : si toi qui lis ces
remerciements tu me connais un peu, sache que Géno est a la base de mon coup de crayon...et oui !
Merci a Pascale et Bernard pour ces soirées princieres, ces pauses avec vous ont aussi grandement
contribué a I'accomplissement de cette these. Cathy, Jean-Marie, Frédé, merci a vous aussi pour toutes
ces fois oU, de passage sur Paris, vous aviez toujours un moment a passer avec moi et mon emploi du

temps impossible.

Merci a Jeannette Pétrolette, Anais, Ariane, Mathilde, Justine, Clara, Noémie, ladies que j'ai la
chance de pouvoir compter parmi mes amies. Ladies aux multiples qualités qu’il serait trop long
d’énumérer. Amies de presque toujours ou amitiés plus parisiennes, toutes arrivant avec leurs horizons
divers et leur soutien inébranlable : autour d’un verre, d’'une table de JDR, d’une conversation
whatsapp de quelques messages ou de costumes des années 20 dans I’'h6tel Shinning de Duddley...

vous étes trop géniales mesdames.

Et enfin, merci a un certain papillonneur aux yeux bleus qui, par je ne sais quelle alchimie et
autres trésors d’affection, est une étincelle inaltérable qui m’illumine d’'un peu plus de tendresse

chaque jour, avec une patience d’or.

(oui c’est fini la, pour de bon, mais j'aurais pu continuer !)



ADN : Acide Désoxyribonucléique
ARN: Acide Ribonucléique

TNRs: Trinucleotides Repeats

UTR: Untranslated Region

DM1: Dystrophie Myotonique de type 1
HD: Huntington Disease

FSX: Syndrome de I'X Fragile

CTG: Cytosine, Thymine, Guanine
DMPK: Dystrophia Myotonica Protein Kinase
Pb: Paire de Bases

Kpb : Kilo paires de bases

POLR2A: ARN polymérase || ADN-dépendante

MMR : Mécanisme de Réparation des Mésappariements de bases
BER : Réparation par Excision de Base

NER : Réparation par Excision de Nucléotide

IP : Immuno-Précipité
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INTRODUCTION



|.1 LES DIFFERENTS TYPES DE SEQUENCES D’ADN REPETEES

Selon les prédictions informatiques, les séquences répétées représenteraient entre

50% et 70% du génome humain (de Koning et al. 2011). Ces séquences peuvent étre
grandement, moyennement ou légérement répétées et sont impliquées dans les variations
structurelles (SVs) du génome. Les SVs participent aux variations inter-individuelles (Conrad
etal. 2010) et sont vecteurs de remodelage de 'ADN pouvant devenir pathologiques (maladies
geénétiques, cancers...). ll existe dans 'ADN humain 2 grands types de séquences répétées :
(1) les séquences dites « dispersées », regroupant les éléments transposables, les génes
paralogues et les génes codant ’ARN de transfert (ARNt) ; et (2) les séquences « répétées en

tandem ».

[.1.1. LES SEQUENCES REPETEES DISPERSEES

Les séquences répétées dispersées représentent entre 40-45% du génome humain
(Prak et al. 2000, Pace et al. 2007). Parmi ces séquences se trouvent les éléments
transposables (transposons) qui se subdivisent en 2 grandes classes. La classe 1 des
Rétrotransposons, la Classe 2 des Transposons a ADN. Les transposons a ADN sont trés peu
représentés chez 'hnumain (moins de 3%), et se déplacent selon le mode « couper/coller »,
c’est-a-dire sans systéme de réplication. Aucun transposon a ADN n’a été détecté comme
« actif » chez 'Homme : nous ne les aborderons donc pas dans ce paragraphe. Nous
aborderons cependant brievement le cas des génes paralogues, issus de copies de génes
ancestraux. Les différentes structures d’éléments transposables actives dans le génome

Humain sont résumées dans la figure 1.

Les rétrotransposons sont issus de la rétro-transcription d’ARN initialement viral.
Aprés rétro-transcription en ADNc, la séquence s’intégre au génome hote. Les séquences

insérées se multiplient ensuite au sein du génome selon différents modes.

- Les rétrotransposons a LTR: ces éléments sont dits « autonomes » car les

séquences LTR (Long Terminal Repeats) codent pour une rétrotranscriptase et une
intégrase nécessaires a la multiplication de la séquence, ainsi qu’une protéase.
Cette classe de rétrotransposons peut ainsi, en toute autonomie, produire des
ADNc et les intégrer dans le génome héte. Dans le génome humain, les
rétrotransposons a LTR majoritaires sont les séquences HERVs, issues de

rétrovirus endogénes, elles représentent 8% du génome (Consortium 2001).



- Les rétrotransposons sans LTR : les principaux représentants de cette catégorie

sont les séquences de type LINE (Long Interspesed Elements). Chez ’humain, la
séquence LINE la plus représentée est « L1 » correspondant a 10% de 'ADN
genomique (Consortium 2001). Les LINEs sont des éléments autonomes, car ils
possédent dans leur séquence une protéine unique, capable de les répliquer et de
les intégrer dans ’ADN héte. Dans cette classe sont aussi comprises les séquences
type SINEs (Short INterspesed Elements), représentant 13% du génome. Les
séquences SINEs comprennent les séquences Alu (5% du génome), les MER et
les ARNt. Ces éléments ne produisent ni rétrotranscriptase, ni polymérase : ces
séquences utiliseront la machinerie des rétrotransposons a LTR ou des LINE pour

étre mobiles dans le génome (Klug 2009).

Cependant, chez 'humain, quasiment toutes ces séquences en théorie « mobiles »
restent stables et immobiles, a I'exception de certaines séquences L1 dont on estime que
chaque individu porte entre 40 et 60 séquences « actives », donc mobiles. Les insertions de
novo de L1 ont été cependant détectées et liées a des cas de Myopathie de Duchenne, béta
thalassémie et cancers (Prak et al. 2000, Pace et al. 2007).

Les génes paralogues dérivent d'un méme géne ancestral. Ce sont des copies
homologues ayant divergé suite a des événements de duplications de larges segments d’ADN.
Les duplications inter-chromosomiques aboutissent a des répétitions paralogues dispersées.
Les génes paralogues chez I'étre humain sont copiés sur une gamme allant de 5 a 368 copies
a travers le génome. Certaines de ces duplications sont spécifiques a 'humain et sont
étroitement liées au développement du cerveau et au phénomeéne de « conversion génétique »

dans 'hnumanisation des primates (Sudmant et al. 2010).
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Figure 1: Schématisation des Rétrotransposons présents chez 'Homme.

(A.) Les rétrotransposons LTR sont constitués de régions codantes qui se chevauchent partiellement. Ces
séquences codent pour les genes correspondant a des antigenes spécifiques du groupe (gag), une protéase (prt),
une polymérase (pol) et enveloppe (env), flanquées des deux cétés par de longues répétitions terminales (LTR) avec
une activité promotrice. Le gene Pol contient des domaines pour la transcriptase inverse (RT), la RNaseH et
I'endonucléase (EN) nécessaires a la réplication/ré-intégration de séquences ADN. (B). Un élément L1 consiste en
une région non traduite en 5' (6-UTR) ayant une activité promotrice, deux cadres de lecture ouverts (ORF1 et ORF2)
séparés par un spacer intergénique suivi d'une région 3-UTR et d'une queue poly A (pA). LORF1 code pour une
protéine qui se lie aux acides nucléiques, et 'TORF2 contient la transcriptase inverse (RT), un domaine endonucléase
(EN) et une région riche en cystéine (C). (C.) Les SINEs, sont des séquences sans intron de 300 nucléotides
composées de deux fragments riches en GC, le monomere gauche (L-Alu) et le monomere droit (R-Alu) sont reliés
entre-eux par une séquence riche en Adénine, et qui se termine par une queue poly A (pA). L'élément est flanqué
de courtes répétitions directes (fleches), qui sont des duplications du site d'insertion génomique. (D.) Les SINE
apparentés a I'ARN de transfert consistent en une région homologue a 'ARNt, une région non apparentée a '’ARNt
(zone grise) et une queue polyA. La région en 3 'de certains SINE dérivés d'’ARNt ressemble a une partie du 3' UTR
des LINEs. D’Apres (Prak and Kazazian Jr 2000). (E.) Répartition moyenne des différents éléments transposables
dans le génome humain.



[.1.1. LES SEQUENCES REPETEES EN TANDEM

Les séquences répétees en tandem représentent 10% du génome humain. Ce sont
des séquences de longueurs variables, qui se répétérent les unes a la suite des autres. Ces
répétitions regroupent les génes paralogues répétés en tandems (issus de duplications
intrachromosomiques), ’ADN ribosomique (ADNr) et les séquences satellites (Richard et al.
2008).

L’ADN ribosomique correspond a une séquence de 43kpb comprenant l'information
geénétique nécessaire pour construire les sous unités d’ARN ribosomique (ARNr) 185, 5.8S et
28S et une séquence « spacer » intergénique. Ce motif de 43kpb se répéte en tandem entre
200 et 600 fois sur le bras court de différents chromosomes (chromosomes 13,14,15,21 et 22)
(Agrawal et al. 2018). Cette fréquence de répétition positionne 'ADN ribosomique dans la

catégorie des séquences moyennement répétées chez 'humain (Klug 2009).

Les séquences satellites correspondent a des motifs plus ou moins courts, répétés
en tandem. Les séquences satellites sont classées en fonction de la taille du motif répété,
entre 1 et plusieurs centaines de nucléotides chez I'humain. Il existe ainsi les séquences
meégasatellites, satellites, minisatellites et microsatellites : cette classification est décrite dans
le tableau 1 (Jeffreys et al. 1985, Kogi et al. 1997). Leurs répartitions est inégale dans le
génome, on retrouve par exemple les minisatellites principalement dans I'’hétérochromatine
comme les régions sub-telomériques et centrosomiques par exemple (Charlesworth et al.
1994). Dans la suite de ce chapitre, nous allons nous intéresser plus particulierement aux

séquences microsatellites.

Taille de la Longueur de

. e A Exemples Références
séquence répétée la répétition P

. . . Plusieurs centaines Locus RS447 .

Mégasatellite Plusieurs kb de kb (4p.15) (Kogi et al. 1997)
. 100kb a . (Masumoto et al.

Satellite 5-171pb plusieurs Mb Centromeres 1989)

.. . ) . . . (Charlesworth et
Minisatellite 6-100pb 500pb a 10kb Télomeéres al. 1994)

Répétitions (GGAT)

Microsatellite 1-10pb <500pb dans le géne de (Weller et al. 1984)

la myoglobine



|.2. LES SEQUENCES MICROSATELLITES DANS LE GENOME HUMAIN

[.2.1. REPARTITION AU SEIN DU GENOME

La présence des séquences microsatellites, aussi appelées Short Tandem Repeat
(STR) semble étre corrélée a la complexité des génomes. En effet, les procaryotes n’ont que
peu de microsatellites, et généralement les motifs s’y répétent peu (Hancock 1996, Hancock
1996). Contrairement aux génomes eucaryotes qui présentent une forte densité de
microsatellites : ils représentent 3% du génome humain par exemple. Les microsatellites sont
uniformément répartis entre les chromosomes humain a raison d’une occurrence tous les
2Kpb en moyenne (Consortium 2001), avec une densité Iégérement plus élevée sur le
chromosome 19 (Subramanian et al. 2003). Les motifs rencontrés sont variables (entre 1 et
10pb), et le nombre de répétitions est polymorphes d’un individu a I'autre. Ces séquences sont

notamment utiles dans la définition d’haplotypes (Jeffreys et al. 1990).

Tous les motifs de répétitions ne se rencontrent cependant pas a la méme fréquence
dans les génomes. En effet, il y a une nette prédominance des répétitions de di-nucléotides,
couvrant a elles-seules 0,5% du génome (Consortium 2001). De plus, selon le motif répété, le
biais de répartition entre introns et exons varie. Par exemple, chez I'humain et plus
généralement chez les primates, dans les régions intergéniques et les introns, les répétitions
de mononucléotides sont deux fois plus fréquentes que celles de di- ou tétra-nucléotides (Téth
et al. 2000). Ou encore, les motifs de 3 et 6pb sont prédominants dans les exons. De maniére
générale, sur 1 mégabase, les tri- et pentanucléotides représentent entre 0,05-0,1% de la
séquence, tandis que les di-tetra- et hexanucléotides représentent entre 0,15-0,4%
(Subramanian et al. 2003).

Les microsatellites ont longtemps été considérés comme de « '’ADN poubelle », entités
neutres dans 'ADN. A présent, il a été démontré que les microsatellites sont primordiaux pour
l'intégrité des génomes. lIs sont particulierement importants dans le maintien de la structure
de 'ADN, via la formation de structures secondaires que leur repliement impose (Li et al.
2002) : ces repliements influencent I'expression des génes. Nous nous proposons dans la
suite de ce chapitre de développer plus particulierement le cas d’'une famille de microsatellites

particuliére : les répétitions de trinucléotides.



[.2.2. LES REPETITIONS TRINUCLEOTIDES DANS LE GENOME HUMAIN

Plus de 2000 génes ont au moins un exon associé avec au minimum 4 répétitions d’'un
motif trinucléotide. Ces répétitions sont notamment retrouvées dans les génes codant des
protéines nucléaires (Mirkin 2007). Les triplets répétés (TNRs) sont 2 fois plus fréquents dans
les exons que dans les introns sauf sur le chromosome Y. A noter cependant que chez
'Homme, 4,6% des séquences 3'UTR et 31,1% des régions 5’UTR contiennent des triplets
répétés (Subramanian et al. 2003). La répartition des triplets dans le génome est biaisée selon
la nature des TNRs. Par exemple, les triplets les plus fréquemment rencontrés sur 'ensemble
du génome humain sont les motifs AAA et TTT. Mais les motifs répétés les plus présents dans
les exons correspondent a des CnG, ce qui laisse supposer une pression de sélection positive
de ces répétitions (Kozlowski et al. 2010). Dans les régions introniques et intergéniques, c’est
le motif AAT qui est le plus fréquent (0,03%), quant aux régions UTRs, ce sont majoritairement
des répétitions CCG et CGG, AAT et AAC qui y sont retrouvées. Les zones de répétitions
CTG/CAG sont quant a elles plus rares, estimées a 900 dans tout le génome humain. (Wren
et al. 2000, Subramanian et al. 2003).

Les microsatellites sont des zones présentant de hauts taux de mutations. En effet,
leur taux de mutation est compris entre 10 et 10 |a ou celui estimé sur 'ensemble du génome
humain est en moyenne de 10 par nucléotide (Cavalli-Sforza et al. 2006). Cependant, dans
la population générale, I'on considére que les microsatellites sont stables. Certains motifs sont
associés avec des maladies génétiques en cas d’instabilité anormale au cours de la vie des

individus (instabilité somatique) ou d’'une génération a I'autre (instabilité intergénérationnelle).



[I.1. APERCU GENERAL

Il existe une quarantaine de pathologies humaines neurodégénératives ou

neurologiques liées a des séquences répétées (Pearson et al. 2005, Paulson 2018). Ces
mutations apparaissent sur des régions de motifs répétés et polymorphes, mais généralement
stables au sein de la population générale. Ces maladies se déclarent lorsqu’un nombre seulil
de répétitions est dépassé, généralement a la suite d’'une addition anormale de motifs répétés
(expansion). Cette valeur seuil est spécifique de chaque maladie. Les répétitions impliquées
sont des motifs de tailles différentes variant entre 3pb (trinucléotides CTG dans la Dystrophie
Myotonique de type 1) et plusieurs kpb (unité D4Z4 de 3.3kpb dans la Dystrophie Musculaire
Fascioscapulo-humérale). Les répétitions peuvent étre de natures différentes (riches en A, T,G
ou C) et peuvent étre présentes sur des séquences codantes ou non codantes. Les
conséquences de ces répétitions sont variables, elles peuvent causer un gain ou une perte de
fonction de 'ARN ou de la protéine issus du géne muté (voir figure 2). Les maladies a
répétitions de nucléotides sont divisées en 2 catégories. Les maladies a séquences répétées
stables (exemple : séquences répétées de poly-alanine) et les maladies a séquences répétées
dynamiques. Les maladies a répétitions dynamiques témoignent d’une instabilité du nombre
de répétitions, avec généralement un biais vers les expansions, au cours de la vie des patients

(instabilité somatique) et de génération en génération (instabilité intergénérationnelle).

ARN

HDL2"
(cT6)

FRAXE (CCG) FRDA (GAA)
FXS (CGG)
ADN
\ Sl 3l
Gene —| Promoteur 5 UTR Exon Intron 3’ UTR |—
SPD
ADN OPMD Gain de fonction protéine
XLMR
SBMA HDL2" = Perte de fonction protéine
ARN o *  Perte de fonction ARN
HD ccoce  (CAG/CUG) erte de fonction
DRPLA HS
) SCAL,2,367  pe
Protéine (CAG) (6CG)

Figure 2: Exemples de localisation génique et conséquences de différentes
natures de répétitions de nucléotides.

(*) Les répétitions CTG chevauchent la région 3'UTR de DMPK et la région promotrice de SIX5. (**)Le gene
sur lequel des répétitions CTG sont localisées possede 3 cadres de lectures différents. Selon le cadre utilisé
et le sens de la transcription les répétions auront des conséquences différentes. EPM1 (Maladie de Unverricht
Lundborg) ; SLA (Sclérose Latérale Amyothrophique); DM2 (Dystrophie Myotonique de type 2). Pour les
autres abreéviations, se référer aux tableaux 2,3,4.



Cette thése concernant linstabilité des triplets CTG, les descriptions présentées ci-
dessous seront orientées vers les maladies associées aux trinucléotides répétés. Les triplets
répétés ont été liés a des pathologie génétique humaine a partir des années 1990, avec les
répétitions CGG/CCG sur le géne FMR1 dans le syndrome de I’X Fragile (Oberle et al. 1991,
Verkerk et al. 1991) ; I'expansion CAG/CTG dans le récepteur a androgéne, impliqué dans
I'amyotrophie spino-bulbaire SBMA (Verkerk et al. 1991) ; et les répétitions CTG/CAG dans le
gene DMPK impliquées dans la DM1 (Brook et al. 1992, Fu et al. 1992, Mahadevan et al.
1992). Dans la suite de ce mémoire, les pathologies seront organisées en 2 groupes, en
fonction de la localisation des répétitions, a savoir sur une région codante ou non codante. Les
tableaux récapitulatifs des pages suivantes présentent les principales caractéristiques de ces

pathologies.



Mode de

. . . Localisation Position : taille de o . Fonction initiale Conséquence .
Pathologies Phénotype principal . . : Protéine mutée o o transmission
chromosomique I'expansion de la protéine sur la protéine
Synpolydactilie type Il Malformation des FT impliqué dans le Autosomique
HOXD13 2q31 Exon 1: (15 — 22-29) Homeobox D13 développement des voies génito- Gain de fonction ;
(SPD) membres . dominant
urinaires et des membres
Facteur de transcription impliqué
Dysplasie . . . Runt related dans la différenciation des . Autosomique
cléridocranienne (CCD) YIRS B R &2 =i 0 — 21 transcription factor 2 ostéoblastes et du e Gle okl dominant
développement squelettique
Protéine de liaison a la queue
. . . polyA des ARNm pour Autosomique
Dystrophie muscu’lalre Ptosis, dysphagie et Exon 1: (10— 17) Poly(A)-binding protein I'exportation . . dominant
occulopharyngée faibl d b PABPN1 14911 lear 1 & | . téi Gain de fonction
(OPMD) aiblesse des membres nuclear _nuc eogytop asmique, protéine
) impliquée dans la différenciation Autosomique
Exon 1: 11 musculaire récessif
Développement anormal
Holoprosencéphalie et malformation du ZIC2 13032 Exon 3 : (15 — 25) T TG R el 2 Facteur de transcription impliqué e 6 (e Autosomique
(HPE) systéme nerveux central q ’ gerp dans le développement du CNS dominant
(CNS)
Al li letti Fxon 1 Facteur de t iption impliqué
N nomalies squelettiques acteur de transcription impliqué . .
Syndggir:\; E:ﬁ:'gsp)'ed et malformations HOXA13 7914 Homeobox A13 dans le développement des voies Per;gn(z:tjig:l’r; de AL(thgrsnci)rr]r;gtue
g urogénitales Tract# 1 (14 — 22) génito-urinaires et des membres ’
Tract# 2 (12 — 18)
Syl ETEEE B3 Facteur de transcription impliqué
blepl_'larop_thlmosm _ paupieres e’g FOXL2 3923 Exon unique : (14—19, R — T Y S o iy Perte de_fonct|on Autosc_)mlque
ptosis-epicanthus insuffisance ovarienne 22 et 24) . T partielle dominant
X . . développement des paupiéres
inversus (BPEIS) prématurée
Facteur de transcription impliqué
Retard mental lié a I’X Nanisme et déficit en Exon unique : (1522 Sex-determining dans le
avec déficit . SOX3 Xq26 que ! Region of Y -related Développement neural et la Perte de fonction Récessif lie a I'X
hormone de croissance 26) . o ,
somatotrope HMG-box 3 fonctionnalité de I'axe
hypothalamo-hypophysaire
Retard mental associé Exon2:
au syndrome de West
Al T [ I8 GV GIES MREITEN.S frect e =29 Aristaless-related Facteur de transcription impliqué
syndromique et non dystoniques des mains ARX Xp22 . p pIq Gain de fonction Récessif lie a I'X
. . o homeobox dans le développement cérébral
syndromique (XLMR) et a une dysarthrie liée
au syndrome de Tract# 2 (12 — 20)
Partington
Syndrome
d'hypoventilation Facteur de transcription impliqué
centrale colngen_ltale Anomalies du systéme PHOXB2 4p12 Exon 3: (20 — 25-33) Paired-like homeobox ] _ dans Ig Perte de fonction Autosc_)mlque
(syndrome d'Ondine ou nerveux autonome 2b régulation du systeme nerveux dominant
syndrome de Haddad) autonome (ANS)
(CCHS)

Tableau 2: Apergu des principales caractéristiques des pathologies dues a des répétitions GCG dans des régions codantes (maladies polyalanines). Adapté de Messaed et al.2009.
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. . . Localisation Position : taille de Protéine Fonction initiale Conséquence Mode de
Pathologies Phénotype principal . . . . o o .
chromosomique I'expansion mutée de la protéine sur la protéine transmission
Atrophie musculaire
spinale et bulbaire liée a Atrophie musculaire, tremblements des mains, ) . Androgen Récepteur nucléaire Gain de . s
I'X (SBMA, Maladie de troubles endocriniens AR Xq11-q12 Exon1: 38— 70 receptor aux stéroides fonction Récessif lie a X
Kennedy)
Maladie de Huntington Perte progressive c_iu control_e_des mt?uvements, HTT 4p16.3 Exon 1: 36 — 121 Huntingtin Signalisation, Galn_de Autosc_)mlque
(HD) perte des fonctions cognitives, démence transport fonction dominant
Atrophie dentato-rubro- Myoclonus, épilepsie, ataxie cérébelleuse Kinase, Co- Gain de Autosomique
pallido-luysienne yoclonus, epliepsie, -ere ’ ATNT 12p13 Exon 5:49 — 88  Atrophin-1 represseur de . omiq
démence, troubles psychiatriques o fonction dominant
(DRPLA) transcription
ALEPED) JellAC Facteur de Gain de Autosomique
spinocérébelleuse de comportementaux, ATXN1 6p23 Exon : 39 — 88 Ataxin-1 - . omiq
. . transcription fonction dominant
type 1 (SCA1) dysphagie et amyotrophie
SCA2 Mouvements choréiques, ATXN2 12924 Exon1:32—77  Ataxin-2  Métabolisme des ARN ~ >ain de Autosomique
hyporéflexie, tremblements fonction dominant
Tableaux cliniques
hétérogénes, faiblesses s e YA
musculaires, perte etEs 162 S . . .y Dé-ubiquitinase, Gain de Autosomique
) sensorielle, amyotrophie, ~ Présentent des troubles ATXNS el LA EEI AiEhIY cystéine protéase fonction dominant
ataxie, troubles apparentés ~ de coordination du
a la maladie de Parkinson mouvement, un
nystagmus, une
dysarthrie cérébelleuse
SCA6 Atteintes 'd|'verses liges au et des troubles du CACNATA 19p13 Exon 47 - 21 — 33 Cav2.1 Sous—un_|te canal Galn_de Autosc_)mlque
cérébellum langage calcique fonction dominant
Ataxie, perte de la
EEEEUE G Sous-unité complexe Gain de Autosomique
SCA7 mouvements et de la ATXN7 3p21-p12 Exon3:38 - 200  Ataxin-7 © comp . omiq
N de transcription SAGA fonction dominant
marche, dégénérescence
rétinienne
Démence, troubles
. . . apparentés a la maladie de TATA- . )
Huntington like disease - . S Facteur de Gain de Autosomique
2 (HDL2, SCA17) Park|r_150n, mogvements TBP 6p27 Exon 3:45 63 b|nd|r)g transcription fonction dominant
involontaires, protein
hyperreflexion

Tableau 3: Caractéristiques des pathologies dues a une expansion CAG dans des régions non codantes (poly-glutamine, polyQ) adapté de Andrew P.Lieberman et al. 2019
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Pathologies

Syndrome de I'X

Syndrome de I'X
fragile avec

(FXTAS)
Syndrome de
l'insuffisance

ovarienne liée a I'X
fragile (FXPOI)

Syndrome de I'X
fragile de type E
(FRAXE)

(FRDA)

SCA12

SCA8

de type 2 (HDL2)

Dystrophie

(DM1)

fragile (FRAXA/FXS)

tremblement et ataxie

Ataxie de Friedreich

Maladie de Huntington

myotonique de type 1

Phénotype principal

Symptémes apparaissant durant
'enfance, Retard dans
I'apprentissage des fonctions
motrice et/ou du langage, déficit
intellectuel, dysmorphies,
trouble du comportement
Symptémes apparaissant chez
I'adulte, tremblement, ataxie
cérébelleuse progressive de la
marche,
manifestations psychiatriques
Taux constamment élevés de FSH
entrainant une dérégulation de la
fonction ovarienne : cycles
irréguliers, infertilité, ménopause

précoce

Troubles intellectuels et cognitifs,
troubles de l'apprentissage

Symptdmes apparaissant dans
I'enfance, ataxie des membres
supérieurs, dysarthrie, nystagmus,
trouble
de l'audition, dysphagie,
perte de la sensibilité distale

Tremblements d'action, ataxie
cérébelleuse, démence

Ataxie cérébelleuse, troubles
cognitifs et psychiatriques

Troubles psychiatriques,
Mouvements choréiques,
dystonie

Myotonie, dégénérescence
neuromusculaire

FMR1

FMR1

FMR1

FMR2

Frataxine

PPP2R2B

Junctophiline
2

DMPK

Localisation

chromosomique

Xq27.3

Xqg27.3

Xq27.3

Xq28

9913-21.1

5q31-33

13921

16q24.3

19913.3

Nature de la

répétition

CGG

CGG

CGG

CCG

GAA

CAG

CTG

CTG

CTG

Position : taille de Conséquence
I'expansion sur ARN

=200 Perte'de
fonction

55-200 Galn_de
fonction

55-200 Galn_de
fonction

5200 Perte de
fonction

Intron : 200 — Perte de
1700 fonction

Promoteur : 6 — Perte ou gain

78 variables ;
- de fonction
selon ethnie

3UTR : >74 Gain de
fonction
Exon épissé : 66 Gain de
—78 fonction
3'UTR: 50 — Gain de
2000 fonction

Fonction initiale
de la protéine

Régulateur de la
transcription

Régulateur de la
transcription

Régulateur de la
transcription

Régulateur de la
transcription

Facteur d'assemblage
de protéines a noyau
fer/cuivre

Phosphatase

Régulateur de la
transcription

Facteur d'assemblage
de complexes
membranaire et du
Réticulum
Endoplasmique

Sérine-thréonine-kinase

Conséquence sur la
protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine

Diminution de la protéine
et gain de fonction

Diminution de la protéine

Mode de
transmission

Dominant lié¢ a
I'X

Dominant lié a
I'X

Dominant lié a
I'X

Dominant lié a
I'X

Autosomique
Récessif

Autosomique
Dominant

Autosomique
Dominant

Autosomique
Dominant

Autosomique
Dominant

Tableau 4: Caractéristiques des pathologies dues a une expansion de triplets dans une région non codante.
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|I.2. PATHOLOGIES CAUSEES PAR DES TRIPLETS REPETES DANS LES EXONS

Les répétitions anormales situées dans les régions codantes sont transcrites et

traduites. Ces mutations pourront ainsi avoir des conséquences au niveau de 'ARN et de la

protéine produits par le géne muté.
[1.2.1. MALADIES A EXPANSION D’ALANINE (GCG)

Les expansions alanines sont codées par des répétitions GCG. La Synpolydactylie de
type Il a été la premiére maladie humaine associée a des expansions anormales d’alanine
(Muragaki et al. 1996, Goodman et al. 1997). A ce jour, 9 maladies humaines associées aux
répétitions GCG sont identifiées et sont connues pour généralement provoquer une
dégénérescence neuromusculaire sévére et des dysfonctionnements neuronaux: leurs
principales caractéristiques sont résumées dans le tableau 2. Dans la population générale, le
nombre de répétitions GCG est peu polymorphe et les répétitions sont souvent interrompues
par des triplets GCN (N=A, T ou C) et n’excédent jamais 20 répétitions. (Warren et al. 1997,
Messaed et al. 2009). Ces répétitions deviennent pathologiques une fois un nombre seuil de
répétitions atteint (nombre spécifique a chaque maladie, voir tableau 2), avec une corrélation
positive entre la taille des répétitions et la sévérité des symptdmes. (Amiel et al. 2004, Albrecht
et al. 2005, Carroll et al. 2017) Les répétitions alanines sont trés fréequemment observées dans
des facteurs de transcription et entrainent un gain ou une perte de fonction de protéines selon

les pathologies (voir tableau 2).

Les expansions alanines ménent a I'agrégation des protéines mutantes soit dans le
cytoplasme, soit dans le noyau, soit dans les 2 compartiments en méme temps. La formation
d’agrégats est positivement corrélée a la longueur des répétitions (Albrecht et al. 2004,
Caburet et al. 2004, Utsch et al. 2007). Les répétitions alanine ménent soit a un gain soit a
une perte de fonction. Afin d’expliquer ces différentes conséquences, plusieurs mécanismes
ont été proposés. Tous se basent sur le repliement et 'agrégation anormaux des protéines
mutantes. Des expériences dans un modele cellulaire issu de patients atteints de dystrophie
musculaire occulopharyngée (OPMD) ont démontré que des protéines chaperonnes (HSP40
et HSP70) sont séquestrées par les protéines PAPNB1 mutantes agrégées dans le
cytoplasme (Abu-Baker et al. 2003). Cette co-localisation anormalement stable avec des
protéines chaperonnes peut étre représentative de différents mécanismes : (1) les protéines
chaperonnes arrivent a replier correctement les protéines et celles-ci peuvent alors étre
fonctionnelles, (2) les protéines chaperonnes échouent a replier correctement les protéines et
les orientent vers le protéasome pour y étre dégradées, (3) les protéines mutantes échappent
aux mécanismes en aval de la fixation des protéines chaperonnes ainsi qu’au protéasome et

vont former des agrégats qui conférent un gain de fonction aux protéines. En effet, il a été



démontré dans les Syndrome- Main-Pied- g4
Génital (Utsch et al. 2007) et de
Synpolydactylie (Albrecht et al. 2004) que
les protéines mutantes deviennent capables
de séquestrer leur version normale
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possible I'agrégation d’'un nombre variable
de protéines entre-elles, formant des clusters
a configuration et stabilité également
variables (voir figure 3). Selon la configuration de l'agrégat, les protéines optent pour un
repliement anormal (voir figure 3) qui va entrainer la perte d’interaction avec un ligand (perte
de fonction) ou au contraire créer de nouvelles interactions (gain de fonction) (Polling et al.
2019). ll est probable que les pertes et gains de fonction des protéines décrits ci-dessus soient
des mécanismes complémentaires entre eux participant tous ensembles a la physiopathologie

des maladies a expansion d’alanine.

Contrairement aux autres maladies a triplets, les répétitions GCG restent relativement
stables au cours de la vie des patients et lors des transmissions (Pearson et al. 2005).
L'instabilité des répétitions de trinucléotides dépend effectivement en partie de leur nature et
de leur longueur (voir chapitre 111.3). Or, la plus longue répétition de poly-alanine décrite a ce
jour correspond a une répétition de 33 alanines dans le cadre du Syndrome d'hypoventilation
centrale congénitale (Matera et al. 2004). A titre de comparaison, cela correspond a une taille
de répétition qui serait normales pour les répétitions poly-glutamines associées a des
pathologies par exemple, et c’est un nombre de répétitions tres faible comparées aux plus de
1000 répétitions observées dans le cas de répétitions de triplets CTG dans la Dystrophie
Myotonique de type 1 (DM1). La présence d’interruptions réguliéres est également un facteur

pouvant expliquer la stabilité de ces répétitions (voir chapitre 111.3.).
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L’observation de recombinaisons homologues inégales dans des cas de Dystrophie
musculaire occulo-pharyngée (OPMD), de Synpolydactilie de type Il (SPD) et du Syndrome
main-pied-génital laissent supposer que ce mécanisme de recombinaison, lorsqu’il implique
deux alleles normaux, est la source d’expansions anormales de poly-alanine (Warren 1997,
Nakamoto et al. 2002, Utsch et al. 2002, Robinson et al. 2005). Cependant, il a été observé
des cas de Syndrome d'hypoventilation centrale congénitale ou la taille des expansions
d’alanines ne pouvait pas étre expliquée par une recombinaison homologue inégale. En effet,
les tailles des alléles parentaux normaux n’étaient pas compatible avec I'expansion observée
chez le patient (Trochet et al. 2007). De plus, les auteurs ont révélé une mosaique somatique
chez des patients asymptomatiques et pourtant porteurs d’un alléle mutant. Ces observations
laissent supposer l'existence de mécanismes d’instabilités communs entre les maladies a

expansions de poly-alanine et les maladies a répétitions instables (décrites ci-aprés).

Il existe une vingtaine de maladies humaines associées a des « mutations
dynamiques » de triplets (les mécanismes d”instabilité des triplets répétés serons traités dans
le chapitre Ill.). Les motifs répétés peuvent étre de différentes natures et le nombre seuil de
répétitions pathologique dépend de chacune des maladies. Une fois ce seuil atteint, les
répétitions deviennent instables, de génération en génération (instabilité intergénérationnelle)
et au cours de la vie des patients dans les tissus (instabilité somatique). Les répétitions
anormales peuvent survenir dans les régions 5’ UTR, les exons, les introns, et les régions 3’
UTR (voir figure 2). Les conséquences de ces répétitions anormales vont étre différentes selon

leur nature, le nombre de répétitions, et leur localisation sur les génes.

Toutes les maladies a triplets instables dans les régions exoniques sont dues a des
répétitions CAG, aboutissant a un gain de fonction des protéines mutantes qui sont allongées

avec une chaine de poly-glutamine.

[1.2.2. MALADIES A EXPANSION DE GLUTAMINES (POLY-Q)

A ce jour, 9 maladies humaines sont associées aux répétitions anormales de
glutamine. Toutes sont autosomiques dominantes (a I'exception du SBMA qui est lié au
chromosome X, voir tableau 3). Les maladies Poly-Q sont neurodégénératives, menant a une
perte des fonctions motrices, et cognitives (voir (Pringsheim et al. 2012) pour revue). Les
répétitions CAG sont instables une fois une valeur seuil pathologique atteinte, cette valeur
seuil étant spécifique a chaque maladie (généralement une quarantaine de CAG, voir tableau
3). Ces maladies présentent une instabilité intergénérationnelle et somatique biaisées vers les
expansions. Généralement, I'dge d’apparition des symptomes est inversement corrélé au
nombre de répétitions CAG hérité : plus les répétitions sont nombreuses, plus les symptomes

sont précoces et séveres. Des cas particulierement séveres se sont déja manifestés sur des



patients de moins de 20 ans, notamment pour la maladie de Huntington, dans le cas
d’expansion CAG exceptionnellement longues a la suite d’'une transmission paternelle (Van
Dijk et al. 1986, Telenius et al. 1993). Ces maladies présentent un phénoméne d’anticipation
(aggravation et age de plus en plus précoce des symptdmes au cours des générations), bien
que celui-ci reste modéré lorsqu’il est comparé a celui observé dans les autres maladies a
mutations dynamiques comme la DM1. Le plus fort phénoméne d’anticipation dans les
maladies a poly-glutamine est observé dans la DRPLA, maladies quasi-exclusivement
retrouvée au Japon (effet fondateur), ou l'instabilité intergénérationnelle est biaisée dans 80%
des cas vers les expansions, avec en moyenne +13 CAG par transmission, avec une instabilité
et un gain de (n)CAG plus importants lors de transmissions paternelles (Ikeuchi et al. 1995).
Cependant, une étude sur 188 patients porteurs de différentes SCAs nuance ces propos : en
effet, aucune corrélation significative entre 'age d’apparition des symptémes et le nombre de
répétitions CAG hérité n’y a été trouvée (Lone et al. 2014). Généralement, les symptomes

apparaissent a 'age adulte et suivent une lente progression.

Les expansions poly-glutamines ménent a I'agrégation de protéines mutantes suite a
un mauvais repliement de celles-ci, et cela malgré le recrutement de protéines chaperonnes
(Ciechanover et al. 2003). Les protéines poly-Q s’agrégent sous forme d’inclusions nucléaires
notamment dans les neurones (SCA1, 7 et 17), ou forment des agrégats dans le cytoplasme
(SCA2, SCAB) voire dans les 2 compartiments en méme temps (SCA3, HD, SBMA, DRPLA)
(Gatchel et al. 2005). Ces agrégats peuvent étre de différentes tailles, aboutissant a de
longues structures fibrillaires aberrantes (voir figure 3). Les conséquences

physiopathologiques de ces agrégats sont encore aujourd’hui sujet a débat.

La premiére hypothése serait que les inclusions de protéines avec expansions poly-Q
soient vecteurs de mort cellulaire. De nombreuses études, principalement dans le cadre de la
maladie de Huntington, démontrent un aspect délétére des agrégats de protéines mutantes
sur de nombreuses fonctions cellulaires (voir (Lieberman et al. 2019) pour revue). Par
exemple, les agrégats déstabilisent la matrice et I'enveloppe nucléaires entrainant ainsi la mort
cellulaire (Skinner et al. 1997, Liu et al. 2014). Les agrégats séquestrent des facteurs capitaux
pour la survie cellulaire en co-séggrégeant avec les ribo-protéines (Ramdzan et al. 2017), en
délocalisant des facteurs de transcription comme TBP (Boutell et al. 1999) et des protéines du
transport nucléocytoplasmique (Woerner et al. 2016) ou encore des protéines du transport
axonal (Orr et al. 2007). Il a aussi été démontré que ces agrégats dérégulent 'adressage de
protéines vers le Réticulum Endoplasmique, déstabilisant ainsi ce dernier (Bauerlein et al.
2017). De plus, les agrégats en grand nombre résistent au systéme de dégradation par le
protéasome, perturbant ainsi cette voie métabolique a I'échelle de la cellule entiere

(Ciechanover et al. 2003). Enfin, il a été démontré que les inclusions nucléaires d’huntingtine



mutante fixent et transforment la structure chromatinienne, dérégulant les interactions de
'ADN avec les protéines nucléaires et la bonne répartition chromosomique au cours de la

neurogénése (Li et al. 2016, Ruzo et al. 2018).

Cependant, malgré toutes ces démonstrations, le doute demeure sur l'aspect
uniquement pathologique des agrégats de protéines a expansion de glutamine. En effet, des
travaux sur des échantillons de cerveaux post-mortem et des modéles murins ont démontré
qu’il n’y a pas de bonne corrélation entre latteinte tissulaire et le nombre d’inclusions
d’huntingtine mutante (Saudou et al. 1998, Kuemmerle et al. 1999). De plus, dans un modéle
cellulaire de la maladie de Huntington, la survie des neurones en culture est améliorée en
présence d’inclusions nucléaires (Arrasate et al. 2004). Il a par ailleurs été prouvé dans des
modéles de souris de la SCA1 et SCA7, qu’en absence d’inclusion nucléaire de protéines
allongées, la maladie progresse plus rapidement (Cummings et al. 1999, Watase et al. 2002,
Yoo et al. 2003). Enfin, les protéines huntingtine mutantes solubles sont connues pour
déclencher I'apoptose rapidement, tandis que les agrégats inhibent 'apoptose et séquestrent
des éléments toxiques pour la cellule (comme des structures prions), mais déclenchent
cependant plus tardivement la nécrose (Orr 2001, Riley et al. 2004, Ramdzan et al. 2017).
L’ensemble de ces travaux tendent a conclure que les protéines mutantes solubles sont
toxiques, tandis que les agrégats pourraient étre les témoins de mécanismes protecteurs de

la cellule.

Il est trés fortement probable que les agrégats soient a la fois pathologiques et
protecteurs. Les agrégats seraient tout d’abord le résultat de mécanismes protégeant la cellule
des protéines allongées solubles et d’autres molécules toxiques. Les agrégats seraient
bénéfiques tant que leur nombre et leur taille restent « gérables » pour la cellule (hotamment
via le systéme de destruction par le protéasome). Puis, en s’accumulant, suite a 'accumulation
de répétitions CAG au cours de la vie des patients, les agrégats deviennent ingérables et
résistant aux mécanismes de destruction. lls s’accumulent alors dans les cellules, jusqu'a
devenir toxiques de diverses maniéres (voir paragraphes précédents) puis déclenchent la

nécrose (Tallaksen-Greene et al. 2003, Ramdzan et al. 2017).

Les maladies a expansions d’alanine et de glutamine ont des caractéristiques qui leurs
sont propres (nature des répétitions, seuils pathologiques...). Pour autant, elles partagent des
mécanismes de toxicité communs, basés sur le mauvais repliement des protéines et la
mauvaise prise en charge de celle-ci par la cellule. A contrario, les maladies a mutation
dynamiques qui seront décrites ci-aprés sont dues a des mutations dans des régions non
codantes : leur pathogénicité sera uniquement liée a 'ADN ou aux ARN mutants générés par

les triplets répétés.



[I.3. PATHOLOGIES CAUSEES PAR DES TRIPLETS REPETES DANS DES REGIONS
NON CODANTES DES GENES

Il a été décrit une vingtaine de pathologies humaines dues a des mutations dynamiques

dans les régions non codantes des génes. La majorité d’entre-elles sont causées par des
triplets répétés. Les principales caractéristiques de ces pathologies sont répertoriées dans le
tableau 4. Dans les paragraphes suivants, nous présenterons un apergu des maladies a
triplets répétés instables en fonction de la nature des répétitions impliquées, avant de recentrer

le discours sur la Dystrophie Myotonique de type 1, sujet de ce mémoire.
[1.3.1 EXPANSIONS CGG/CCG : SYNDROME DE L'X FRAGILE ET MALADIES ASSOCIEES

Avec une fréquence de 1/5 000 pour les hommes et jusqu’a 1/8 000 pour les femmes,
le syndrome de I'X fragile et les syndromes qui y sont associés sont les causes héréditaires
de déficience intellectuelle les plus répandues dans le monde, ainsi que les maladies
monogéniques transmettant le plus fréquemment des troubles de la sphére autistique.
Cependant, I'on distingue des effets fondateurs trés marqués pour ces maladie. En Colombie,
précisément dans la ville de Ricaurte, 1 homme sur 25 et 1 femme sur 49 sont porteurs de
l'alléles avec une mutation dite « compléte » (voir paragraphe suivant). Par opposition, on ne
releve en Irlande qu’une fréquence de 1/ 10,619 chez les hommes et de 1/43,540 chez les
femmes pour cet alléle. Les enfants naissant avec une mutation compléte sont généralement
hypotoniques, et présentent notamment des troubles du développement et un retard dans

'apprentissage du langage (voir (Hagerman et al. 2017, Rajaratnam et al. 2017) pour revues).

Le Syndrome de I'X Fragile (FXS) est d0 a la mutation « compléte » dans la région
5’'UTR du géne FMR1 porté sur le chromosome X et codant pour la protéine FMRP. La
mutation est dite « compléte » lorsque FMR1 est porteur d’au moins 200 répétitions CGG
(contre 6 a 52 dans la population générale). Les alléles pré-mutés (55 a 200 CGG) peuvent
transmettent d’autres maladies génétiques, cliniuement distinctes : les hommes développent
le plus souvent un Syndrome de I’X Fragile avec Tremblement et Ataxie (FXTAS) tandis
que les femmes sont le plus souvent atteintes du Syndrome de l'Insuffisance Ovarienne
Précoce liée au X fragile (FXPOI). Cependant, la pénétrance de ces syndromes associés a
I'X fragile est incompléte : tous les porteurs de pré-mutation ne sont pas symptomatiques. A
partir de 55 répétitions, les triplets CGG sont instables, augmentant d’une génération a 'autre
avec notamment une influence du sexe du parent transmetteur et de la longueur de la taille de
répétition héritée. En effet, les mutations « complétes » sont exclusivement transmises par les
meéres. (Fu et al. 1991, Moutou et al. 1997, Tassone et al. 2013, Yrigollen et al. 2014).

La mutation compléete entraine une sur-méthylation locale de la région promotrice du

géne FMR1, ce qui diminue la transcription de ce géne. Il en résulte un déficit pathologique



(perte de fonction) en FMRP, protéine régulant initialement la transcription de facteurs
impliqués dans le maintien des synapses. Le mécanisme derriére cette dérégulation n’est pas
bien connu. Mais une étude dans des cellules souches d’embryons humains a mis en évidence
que la désactivation du géne FMR1 commencgait a la 11°™® de semaine de gestation. Dans
cette étude, I'inactivation du géne est liée au recrutement de I'histone H3 suite a 'accumulation
anormale d’hybrides ADN/ARN au niveau des répétitions CGG (Colak et al. 2014).

Contrairement au FXS, la pré-mutation entraine une élévation du niveau de
transcription de FMR1, un gain de fonction toxique de 'ARN et une diminution paradoxale de
la production de protéine FMRP (Primerano et al. 2002). Une étude sur des cerveaux post-
mortem de patients a mis en évidence la présence d’inclusions nucléaires d’ARN pré-mutés
dans les cellules neuronales. Ces agrégats contiennent les ARNm FMRP pré-mutés ainsi que
des protéines chaperonnes, des ribo-protéines, MBNL1 et des protéines filamentaires
(Tassone et al. 2004, Iwahashi et al. 2005). Contrairement au FXS a mutation compléte, les
symptdmes résultant d’'une mutation incompléte apparaissent a I'age adulte (environs 40 ans).
A noter, qu’il a récemment été décrits 2 cas de patients porteurs de pré-mutation (65 et 66
CGQG), présentant des troubles neurologiques mais pas de tableau clinique correspondant au
FXTAS et, surtout, ils ne présentaient aucune inclusion d’ARN mutants. Une explication aurait
pu étre le faible nombre de répétitions CGG chez ces patients, mais, dans la méme étude, les
auteurs ont réussi a détecter des inclusions nucléaires chez des patients avec 63 et 67
répétitions. Ces cas laissent suggérer que les inclusions nucléaires ne sont pas les seuls
éléments responsables de la pathogénése causées par les pré-mutations sur FMR 1 (Martinez-
Cerdeno et al. 2017).

Par ailleurs, il a été révélé des cas ou les patients ont une mosaique de la taille des
alleles mutants (Pretto et al. 2014), c’est-a-dire que, dans les cellules d’'un méme patient, il a
été retrouvé soit des alleles pré-mutés ou des alleles a mutation « compléte ». D’autres
patients, porteurs exclusivement de la mutation « compléte » présentent une mosaique dans
le statut de méthylation (Pretto et al. 2014) de la région promotrice de FMRT1 : toutes les
cellules ‘un méme individu ne présentent pas le méme profil de méthylation de cette région.
Les patients porteurs de ces mosaiques ont eux aussi une faible production de FMRP et
présentent un tableau clinique moins sévére que les patients porteurs uniquement de la
mutation compléte. Ces mosaiques troublent le diagnostic et les dénominations des
syndromes liés a I'X Fragile. En effet, une étude post-mortem sur différents tissus d’un patient
trés légérement atteint (faibles troubles de I'attention et de 'apprentissage) et pourtant porteur
d’'une mutation « compléte », présentait une mosaique de taille et de méthylation (Taylor et al.
1999). Ces mosaiques sont d'importants modulateurs de la maladie et tendent a étre considéré

comme de réels biomarqueurs pour le pronostic de FXS, FXTAS et FXPOI.



Il existe aussi le FRAXE (Syndrome de I'’X Fragile de type E) présentant un retard
mental modéré comparé aux syndromes décrits plus hauts. Les symptébmes sont dus a
I'expansion de triplets CCG dans la région 5° UTR du géne FMR2 : le nombre de répétitions
chez les patients est >200 contre 4 a 42 CCG dans la population générale (Gecz et al. 1996).
Ces répétitions aboutissent a la troncature ou I'absence de FMR2, et a I'hyper-méthylation de
la zone promotrice de FMR2 : I'expression de FMRZ2 s’en retrouve diminuée (Gécz et al. 1997).
De plus, I'expansion de CCG hyper-méthylée affecte I'expression du géne FMR3. En effet,
FMR3 est proche du géne FMR2, chacun de ces génes étant transcrit dans un sens
différent (transcription divergente): la méthylation des répétitions CCG en 5’ UTR de FMR2 est
donc située dans la région promotrice du géne FMR3, ce qui diminue la transcription de ce
dernier (Gécz 2000). FMR2 est un facteur de transcription impliqué dans le développement du
systéme nerveux et la plasticité synaptique. L’expansion de CCG sur FMR2 est responsable
des troubles autistiques présentés par les patients, le rble de FMR3 dans la pathologie reste

cependant méconnu (Gécz 2000).

11.3.2. MALADIE A EXPANSIONS GAA : L’ATAXIE DE FRIEDREICH (FRDRA OU FA)

L’Ataxie de Friedreich est une maladie autosomique récessive due a une expansion
GAA dans l'intron 1 du géne frataxine (FRDA/FXN) supérieure a 200 GAA contre 6-35 dans la
population générale. Les alleles avec une répétition de GAA comprise entre 35 et 200 sont
dits « prémutés ». L’expansion de GAA est généralement homozygote, mais il a aussi été
identifié que dans de trés rares cas, des mutations ponctuelles dans I'un des alléles de
FRDA/FXN, associées a des expansions GAA hétérozygote sont coresponsables de la
maladie (Orr et al. 2007, Willis et al. 2008, Sacca et al. 2011, Clark et al. 2019). L’ataxie de
Friedreich est la forme d’ataxie héréditaire la plus fréquente : elle est responsable de la moitié
des ataxies héréditaires, et de 75% de celles se manifestant avant 25 ans. Dans les
populations occidentales, la prévalence de la FRDA varie entre 1/20 000 et 1/725 000 (voir
(Burk 2017) pour revue). La comparaison de données épidémiologiques et de bases de
données gérées par des associations de patients ont permis de démontrer que les prévalences

de FRDA les plus élevées se retrouvent en Irlande, France et Espagne du nord (Vankan 2013).

Les répétitions GAA entrainent I'extinction du géne FRDA/FXN, aboutissant a un déficit de la
protéine frataxine. Les répétitions entrainent une dérégulation de I'expression de la frataxine
en stabilisant la formation d’R-loop (hybrides ADN/ARN), qui provoquent des changements de
marques épigénétiques et I'hétérochromatisation du géne FRDA/FXN (Groh et al. 2014, Groh
et al. 2014). Normalement, la frataxine active I'assemblage de protéines a noyaux fer-soufre

pour composer des complexes protéiques dans tous les compartiments cellulaires. Le déficit



en frataxine entraine surtout une diminution de ces complexes au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale. Ainsi, 'on observe chez les patients un dysfonctionnement
mitochondrial progressif, menant a une accumulation de fer sur les membranes
mitochondriales, a une plus grande fragilité des cellules face au stress oxydatif, jusqu’a causer
la mort cellulaire, principalement dans les neurones sensoriels et le cervelet (Saveliev et al.
2003, Groh et al. 2014). Les conséquences sur le plan clinique, se manifestent notamment par
une neuro-dégénérescence progressive menant a une spasticité et a 'absence de réflexe des
membres inférieurs, une cardiomyopathie, un diabéte sucré et de nombreuses difformités

squelettiques (Pandolfo 2009).

La sévérité des symptdmes est corrélée a la taille de la répétition de GAA héritée la
plus courte. Autrement dit, plus la taille de la plus courte expansion GAA pathologique héritée
est longue, plus les symptdmes sont sévéres et précoces (Durr et al. 1996, Mateo et al. 2004).
Il a par exemple été estimé qu’a chaque pallier de 100 GAA ajoutés, la maladie se déclare 2-
3 ans plus t6t (Reetz et al. 2015). La répétition de GAA devient instable au-dela de 200
répétitions, et peut atteindre jusqu’a 1700 répétitions. Les expansions pathologiques les plus

communes varient entre 600-900 GAA.

L’instabilité intergénérationnelle des triplets GAA pathogénes est particulierement
importante : jusqu’a +300 répétitions de rajoutés en 1 transmission. Cette instabilité dépend
du sexe et de la taille I'expansion de GAA du parent transmetteur : les transmissions
paternelles sont toujours biaisées vers les contractions de GAA tout comme les transmissions
maternelles lorsque la mére porte plus de 800 GAA répétés. Par contre, lorsque la mére
transmettrice présente moins de 800 GAA, l'instabilité intergénérationnelle est biaisée vers les
expansions (De Michele et al. 1998). Différentes études sur des tissus de cohortes de patients
ont démontré une instabilité somatique qui s’accentue au cours du temps. Ces analyses ont
mis en évidence que linstabilit¢é somatique est tissu-spécifique, avec les plus grandes
fréquences des plus grandes tailles d’expansion dans cceur, le pancréas et les ganglions de
I'épine dorsale (De Biase et al. 2007, Long et al. 2017), tissus particulierement atteints dans
la FRDA.



[1.3.3 MALADIE A EXPANSION CAG/CTG — SCA12

L’ataxie spino-cérébelleuse de type 12 (SCA12) est une maladie neurodégénérative,
transmise sur le mode autosomique dominant. La SCA12 est causée par une expansion de
triplet CAG dans la région 5UTR du géne PPP2R2B, codant pour une sous-unité d’une

sérine/thréonine phosphatase (PP2A) exprimée dans le cerveau (Holmes et al. 1999).

Le peu de données répertoriées a ce jour rend difficile la confirmation ou infirmation
d’'une corrélation entre les symptdmes et la taille de triplets répétés (Merrill et al. 2012). Cela
semble mettre en avant que la taille de la répétition CAG pathologique ne peut pas expliquer
a elle seule les symptdmes. De plus, il a été démontré chez une famille de patients japonais
que le tableau clinique de la SCA12 pouvait se manifester sans qu’il n’y ait de répétitions CAG
aberrantes (16-17 selon les patients). Ce cas laisse également supposer que la SCA12 n’est
peut-étre pas seulement dépendante des répétitions CAG. Par « mapping », les auteurs ont
proposé 44 génes candidats pouvant étre impliqué dans la pathogénése de la SCA12 dans
chez ces patients. Parmi eux, HTR4 et ADRB2, deux génes trés fortement exprimés dans le
cerveau mais aucune démonstration directe de leur implication n’a été faite (Sato et al. 2010).
Par ailleurs, la trés faible instabilité des répétitions impliquées dans la SCA12 (+/- 1 a 2 CAG
par génération) n’est pas corrélée a la gravité et 'dge d’apparition des symptdmes (Holmes et
al. 1999, Fujigasaki et al. 2001, O’Hearn et al. 2001, Srivastava et al. 2001). Par exemple,
dans I'étude de Lone et al., les plus petites tailles de répétitions (soient 6 CAG retrouvés chez
2 individus atteints par la SCA12) ne se retrouvent que chez les patients et non pas dans la

population générale (Merrill et al. 2012).

A noter, en revanche, que la taille des répétitions CAG est positivement corrélée a
I'expression de PPP2R2B (Chen et al. 2009, Lin et al. 2010, Kimura et al. 2011). Ceci peut
s’expliquer par la proximité des répétitions CAG avec de nombreux sites d’initiation de la
transcription de PPP2R2B : La présence de CAG au sein de ces séquences va moduler
I'expression du géne PPP2R2B. En fonction du site utilisé pour la transcription du géne
PPP2R2B, les conséquences de l'implication des répétitions sera différente. Les répétitions
pourront étre transcrites mais non traduites (entrainant un gain de fonction de 'ARN mutant),
ou alors ne seront pas transcrites mais influenceront 'expression de PPP2R2B : |la sélection
d’'un site d’initiation de la transcription par rapport a un autre est variable d’'un patient a un
autre, cette sélection est donc un élément pouvant expliquer la haute variabilité

symptomatique de la SCA12.



[1.3.4 MALADIES A EXPANSIONS CTG

Il existe plusieurs maladies a mutations dynamiques due a une expansion de triplets
CTG dans différents génes. Aprés de brefs apergus de I'Ataxie Spinocérébelleuse de type 8
(SCAB8) et la maladie de Huntington de type 2 (HDL2), ce chapitre présentera plus en détails
la Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1).

La SCAS8 est une maladie neurodégénérative autosomique dominante, causée par une
expansion de triplets CTG/CAG, adjacentes a des répétitions CTA/TAG, dans la région 3’'UTR
du géne ATXNS8OS (anciennement connu sous le nom de SCAS8). La région 3'UTR
d’ATXN8OS se superpose a la région 5’UTR du géne ATXNS transcrit dans le sens de inverse
de ATXNS8OS (Koob et al. 1999). Dans la population générale, les répétitions CTG sur le locus
SCAB8 sont polymorphes, comprises entre 15 et 50 répétitions (CTG/CAG)n combinées a des
répétitions (CTA/TAG)n polymorphe stables. Chez les patients SCAS8, le nombre de triplets
répétés est généralement compris entre 50-250 répétitions. Il arrive que dans de rares cas,
des patients présentent jusqu’a 1300 répétitions. A noter que seules les répétitions CTG/CAG
sont instables. Cependant, la SCA8 a une pénétrance trés réduite pour les alleéles possédant
entre 50 et 80 répétitions. Plusieurs facteurs peuvent influencer la pénétrance de la maladie
dont le nombre de répétitions CTA/TAG, I'haplotype ou encore la présence d’interruptions
(Ranum et al. 1999, Ikeda et al. 2004, Martins et al. 2005, lkeda et al. 2008, Hu et al. 2017).
Les répétitions CTG/CAG mutantes sont instables de génération en génération. Lors de
transmissions maternelles, on observe un biais vers les expansions, lors des transmissions
paternelles, linstabilité intergénérationnelle est biaisée vers les contractions (Moseley et al.
2000). Les triplets CTG/CAG sur le locus SCA8 présentent également une instabilité
somatique, que ce soit en cas de répétitions pathologiques ou normales. En effet une étude
sur 20 familles asymptomatiques a démontré que les alléles porteurs de 23 a 28 répétitions
(CTG/CAG et CTA/TAG) combinées étaient instables, avec de faibles contractions (1 CTG
délété) ou présentaient une substitution en mosaique d’'un CTA par un CTG (Moseley et al.
2000, Silveira et al. 2000, Martins et al. 2005). Les répétitions sur le locus SCA8 seraient donc
naturellement « instables », indépendamment de la longueur répétitions CTG/CAG. Cette
observation soulignerait ainsi I'impact prédominant d’autres facteurs que la longueur des

répétitions sur l'instabilité des triplets impliqués dans la SCAS8.

Les transcrits ATXN8OS et ATXN8 sont exclusivement produits dans le cerveau
(Janzen et al. 1999). Les transcrits ATXN8OS contiennent des répétitions CUG, qui vont
agréger les ARNm mutants en formant des foci nucléaires. Les ARN mutants ont un gain de

fonction qui leur permet de séquestrer MBNL1 (protéine impliquée dans I'épissage alternatif),



dérégulant ainsi I'épissage d’autres ARNm, comme par exemple I'épissage de transcrits
codant une sous-unité du transporteur GABA-A (Daughters et al. 2009). Les transcrits ATXN8
portent les répétitions CAG et codent pour une protéine mutante a expansion de poly-
glutamine a traduction indépendante du mécanisme RAN. Ces protéines s’agrégent dans le
noyau des cellules du cerveau. (Janzen et al. 1999, Moseley et al. 2006, lkeda et al. 2008, Zu
etal. 2011). Le réle exact de ces ARNm et protéines mutantes ne sont pas décrits. Cependant,
'agglutination d’ARN sous forme de foci et de protéines sous forme d’agrégats sont connues
pour étre impliquées dans les symptdmes d’autres pathologies a triplets répétés (DM1, HD...).
Il est donc trés probable que les transcrits ATXN8OS et ATXN8 a expansion de CTG/CAG

soient impliqués dans la pathogénése de la SCAS8.

La maladie de Huntington de type 2 (HDL2) est due a une expansion de CTG dans
'exon 2A épissé du géne JPH3. La HDL2 se transmet selon le mode autosomique dominant
et n'est cliniquement pas distinguable de la maladie de Huntington. JPH3 code pour la
junctophiline 3 principalement exprimée dans le cerveau. Cette protéine participe aux jonctions
entre la membrane cytoplasmique et la membrane du réticulum endoplasmique. Le géne JPH3
présente de nombreux sites d’épissage. En fonction de I'épissage alternatif, les répétitions
CTG peuvent étre interprétées selon 3 différents cadres de lecture aboutissant soit a des
répétitions poly-alanine, soit des répétitions poly-leucine, ou encore étre dans la région 3’'UTR
du géne (voir (Margolis et al. 2019) pour revue). Les répétitions CTG ont été associées a la
maladie, cependant, leur role exact dans la pathogénése demeure inconnu. Différentes
hypothéses sont proposées : (1) perte de fonction de la junctophiline 3 par séquestration dans
le noyau des ARN sous forme de foci avec (2) gain de fonction toxique des ARNm mutants a
l'instar de ce qui est décrit dans la DM1 (voir chapitre suivant), (3) gain de fonction toxique des

protéines allongées poly-glutamine ou poly-leucines.

La Dystrophie myotonique de type 1, aussi appelée DM1 ou encore maladie de Steinert,
est une pathologie neuromusculaire autosomique dominante, décrite au début du XXéme
siécle par le docteur Hans Steinert (Steinert 1909). Avec une prévalence estimée de 1/20 000
dans le monde, c’est la maladie neuromusculaire la plus fréquente chez I'adulte (Theadom et
al. 2014). La DM1 présente une extréme variabilité phénotypique ainsi qu’'un phénoméne
d’anticipation trés marqué. Le phénomene d’anticipation se défini par une aggravation et une

apparition de plus en plus précoce des symptdomes au fil des générations. Le principal



symptébme de la DM1 est la myotonie (trouble du tonus musculaire correspondant a des
difficultés de relaxation aprés une contraction volontaire). Cependant, la DM1 est multi-
systémique, et provoque aussi par exemple une dégénérescence neuromusculaire
progressive, des troubles neurologiques, digestifs, des anomalies ophtalmique et cardiaque,
ou encore une insulino-résistance. La DM1 se présente selon quatre formes différentes suivant

'age d’apparition des symptémes (cf. Figure 4 et (Bird 2018) pour revue) :

-La forme tardive passe souvent inapercue. En effet, les patients développent une faiblesse

musculaire et une cataracte bilatérale en écusson assez tardivement. L’espérance de vie de

ces patients n’est pas (ou peu) réduite

-La forme adulte (aussi dite « classique ») est multi-systémique avec une myotonie, une

dégénérescence des fonctions neuromusculaires, liées a des troubles de la conduction
cardiaque. L'on observe également des troubles du comportement, un déficit intellectuel
mineur s’aggravant parfois avec I'age, des défauts endocriniens et respiratoires (pouvant
nécessiter une ventilation artificielle). Il a été observé que ces patients ont plus de risque de
développer certaines formes de cancers de la thyroide, du colon, ou encore de la peau par

exemple (Emparanza et al. 2018, Wang et al. 2018)

-La forme juvénile se manifeste avant 'adge de 10 ans. Elle est caractérisée par des troubles

cardiaques et neurologiques (troubles du sommeil, de I'attention) ainsi que par une faiblesse
musculaire. La forme « juvénile » est létale dans 20% des cas, les sujets survivants ont

généralement une espérance de vie réduite (30-40 ans).

-La forme congénitale, est la forme la plus sévére de la maladie. Elle se manifeste dés le stade

prénatal, avec des mouvements foetaux réduits, un poly-hydramnios et souvent avec la
formation de pied bot. A la naissance, les enfants présentent une hypotonie sévére, des
troubles respiratoires et une diplégie faciale. Le taux de mortalité de ces enfants est trés élevé
durant les 3 premiéres années de vie. Les enfants survivants auront une Iégére amélioration
du tonus musculaire durant la prime-enfance, puis leur tableau clinique s’aggrave : ils
développent une DM1 classique avec des symptébmes séveres accompagné d’un retard

mental.

Cependant, la classification des différentes formes de la DM1 est régulierement sujet a débat.
Selon les propositions de classification, on peut distinguer de 4 jusqu’a une quinzaine de

formes différentes (Bassez 2019).



Figure 4: Exemple de famille atteinte de la Dystrophie Myotonique de Type 1

La DM1 résulte d’une expansion anormale de triplets répétés CTG dans la région 3'UTR
du géne DMPK (Dystrophy Myotonic Protein Kinase) localisé en q13.3 du chromosome 19.
Cette maladie se transmet selon le mode autosomique dominant. Dans la population générale,
le nombre de triplets CTG est polymorphe, compris entre 5 et 34 répétitions et reste stable. En
revanche, chez les patients DM1, la taille des répétitions est supérieure a 50 CTG et augmente
dans 90% des cas au cours des générations, jusqu’a atteindre 4000 répétitions dans la forme
la plus grave de la maladie (instabilité intergénérationnelle). Les alléles ayant une répétition
comprise entre 35 et 49 répétitions sont dits « prémutés » : ces alléles ne provoquent pas la
maladie, mais ont de plus grands risques de transmettre une expansion pathologique de la
répétition CTG a la génération suivante. Dans les familles DM1, il a été observé une bonne
corrélation entre la taille des répétitions et la sévérité des symptdbmes. Le phénoméne
d’anticipation trouve ainsi une explication par l'instabilité intergénérationnelle biaisée vers les
expansions et la corrélation directe entre la sévérité des symptémes et la taille de I'expansion
de triplets CTG (voir (Yum et al. 2017) pour revue).

Le nombre de répétitions CTG hérité varie selon la taille de la répétition et le sexe du parent
transmetteur. Lorsque le nombre de triplets est <100 CTG chez le parent transmetteur, les
plus grandes expansions a la génération suivante sont observées dans le cas de transmissions
paternelles. En revanche, au-dela de 500 CTG, on observe une inversion de l'influence du
sexe du parent transmetteur. La taille des expansions est plus importante lors des

transmissions maternelles et on note de plus fréquentes contractions lors des transmissions
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paternelles. Les expansions supérieures a 1000 répétitions (observées le plus souvent chez
les patients DM1 atteints de la forme congénitale) sont généralement transmises par la mére.
Il a aussi été remarqué, au cours d’études familiales, des phénoménes plus rares, sporadiques
ou répétés, de contractions intergénérationnelles dont la fréquence est estimée a 10% dans
le cas de transmissions paternelles et seulement a 3% lors de transmissions maternelles
(Brunner et al. 1993, Martorell et al. 2007, Pratte et al. 2015).

Chez les patients DM1, la taille des répétitions CTG varie également dans les tissus au
cours de la vie du patient (Ashizawa et al. 1993). Cette instabilité somatique se caractérise

par:

-Une mosaique inter-tissulaire : c'est-a-dire que tous les tissus n’auront pas le méme nombre

de répétitions CTG.

-Une mosaique intra-tissulaire : au sein d’'un méme tissu, toutes les cellules ne présenteront

pas le méme nombre de répétitions CTG.

Cette mosaique est de plus en plus prononcée avec I'age du patient. L’instabilité somatique

est biaisée vers les expansions et est corrélée avec la progression des symptdomes DM1.

Les mécanismes par lesquels I'expansion des répétitions CTG entraine des troubles
multi-systémiques chez les patients sont nombreux et résumés dans la figure 5. DMPK code
pour une sérine-thréonine kinase, détectée notamment dans le cceur, les muscles
squelettiques et les jonctions neuro-musculaires. A I'échelle cellulaire, DMPK a été localisé
dans le réticulum sarcoplasmique et les gap-junctions des cellules cardiaques. DMPK est
impliquée dans lintégrité de I'enveloppe nucléaire des myoblastes (Kaliman et al. 2008) et
interagit avec d’autres kinase influencant le métabolisme de protéines GTPase de la famille
Rho et la mort cellulaire médiée par le complexe hexokinase |I-Src (Schiavon et al. 2002,
Kaliman et al. 2008, Pantic et al. 2013). De plus, il a été démontré chez la souris et le poulet
que DMPK participe, au cours de I'embryogénése, a la régulation de I'apoptose, et serait
impliqué dans l'expression de certains marqueurs des cellules musculaires comme la
myogénine (Harmon et al. 2008). Un modéle murin knock-out pour DMPK, a permis de
démontrer que DMPK est aussi impliqué dans 'homéostasie insulinique (Llagostera 2007) et
calcique (Pall et al. 2003).

Chez les patients, I'expression de DMPK et SIX5 (géne dans le voisinage de DMPK,
en 3’ des expansions CTG) est réduite (Groenen et al. 1998). Ainsi, les premiéres hypothéses
pour tenter d’expliquer le réle des répétitions CTG mutantes dans la pathogénése de la DM1
se sont orientées vers un effet en cis de la mutation. Dans ce modéle, les répétitions CTG sont

responsables de l'altération de I'expression du géne DMPK et SIX5, et cette diminution serait



la cause de la maladie. Cependant, les différents modeéles murins invalidés pour le géne Dmpk
n’ont développé qu’une Iégére myopathie et peu anomalies cardiaques, voire aucun symptéme
(Jansen et al. 1996, Berul et al. 1999, Carrell et al. 2016); tandis que les modéles murins
invalidés pour SIX5 (géne impliqué dans I'organogénése puis exprimé dans la sclére et la
rétine adulte) ne présentent que de faibles atteintes cardiaques et une cataracte aux
caractéristiques différentes de celles observées chez les patients DM1 (Klesert et al. 2000,
Wakimoto et al. 2002). Donc, laltération de I'expression des génes DMPK et SIX5 par
I'expansion de la répétition CTG ne semble pas capable a elle seule d’expliquer la totalité des

symptdmes observés chez les patients. C’est pourquoi la possibilité d’un effet en trans a été
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Figure 5: Représentation schématique de la pathogénése de la DM1. Les répétitions CTG ont un effet en cis
qui diminuent l'expression de DMPK et SIX5. Les transcrits mutants (majoritairement sens, mais aussi antisens)
s‘accumuleront dans les noyaux en formant des foci dérégulant des protéines essentielles au métabolismes
d’autres ARNm (CELF, MBNL, HRNP), ce qui permet de qualifier la DM1 de splicéopathie.

Des études ont montré que les ARNm DMPK porteurs d’amplification anormale de
rCUG (transcrits sens) et rCAG (transcrits antisens) s'accumulent dans le noyau des cellules
de patients DM1 sous forme de foyers d’accumulation nommés « foci » et deviennent toxiques
pour la cellule (Taneja et al. 1995, Mankodi et al. 2000, Seznec et al. 2001, Michel et al. 2015).
Les foci nucléaires ont un effet en trans, avec un gain de fonction des ARNm DMPK mutants.

Des études ont ainsi démontré qu’ il y avait une augmentation de I'activité et de la quantité des
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protéines CUG-Binding Protein (CUG-BP, protéines impliquées dans I'épissage alternatif des
ARNSs) dans les lymphoblastes, les muscles squelettiques, le coeur et le cerveau des patients
DM1 (Timchenko et al. 1996, Savkur et al. 2001, Timchenko et al. 2001, Kuyumcu-Martinez et
al. 2007). Par la suite, il a été démontré que les protéines de la famille muscleblind (MBNLA1,
MBNL2 et MBNL3), elles aussi impliquées dans I'épissage alternatif, sont séquestrées au
niveau des foci d’ ARNm mutants dans des fibroblastes de patients DM1 (Fardaei et al. 2002).
Cette séquestration diminue le pool libre nucléocytoplasmique de ces protéines aboutissant a
la diminution de leur activité normale. Chez les patients DM1, des défauts d’épissage d’un
certain nombre d’ARN ont été effectivement observés (voir (Nakamori et al. 2013, Chau et al.
2015, Wang et al. 2018) pour revue). C’est le cas, entre autres, des transcrits codant pour
CLCN-1 (Chloride chanel-1), IR (Insulin Receptor) ou encore des transcrits codant pour le
complexe dystrophine-glycoprotéine (DGC) permettant la cohésion des filaments d’actine
dans les muscles (Charlet-B et al. 2002, Wheeler et al. 2007, Nakamori et al. 2008). Les
découvertes des anomalies d'épissage des génes IR et CLCN-1 expliquent respectivement au
moins en partie les anomalies du métabolisme du glucose et la myotonie caractéristiques de
la DM1. Les protéines MBNL et CUGBP sont aussi impliquées dans d’autres métabolismes
des ARNm tels que la stabilité, la polyadénylation régulée au cours du développement (Batra
et al. 2014), l'adressage et la traduction, la régulation des miARN, la fonctionnalité de
protéines : ces mécanismes sont aussi perturbés dans la DM1 (Sicot et al. 2011). Des

exemples d’éléments dérégulés dans la DM1 sont résumés dans le tableau 5.

En 2001, la découverte de 'anomalie génétique a I'origine de la dystrophie myotonique
de type 2 (DM2), trés semblable cliniquement parlant a la DM1, a conforté I'hypothése d’'un
effet trans-dominant dans les dystrophies myotoniques (DM1 et DM2). La DM2 est causée par
I'expansion d’'un quadruplet CCTG dans I'intron 1 du géne CNBP (ZNF9) (Day et al. 2005). Les
ARN mutés ZNF9 s’accumulent sous forme de foci nucléaires (comme pour les ARNm mutés
DMPK dans la DM1). Comme dans la DM1, ces agrégats séquestrent les protéines de la
famille MBNL, et accroissent la quantité de protéines CUGBP, ce qui entrainera des défauts
de I'expression et d’épissage alternatif d’autres ARNs. La DM1 et la DM2 sont dues a des
mutations sur des génes différents (DMPK et ZNF9) a fonctions différentes (kinase et facteur
de transcription a doigt de zinc), cependant, les répétitions de trinucléotides dans la DM1et la
DM2 produisent des ARN riches en CUG. Ainsi, il a été conforté que les similitudes entre ces
2 pathologies étaient liées a l'effet en frans des ARN mutants dans la DM1 et la DM2.
Toutefois, I'effet cis n’est pas exclu et pourrait expliquer les différences entre les symptdmes

de la DM1 et la DM2 comme, par exemple, la forme congénitale, qui est absente dans la DM2.



Conséquences/ Symptomes Références

Protéine Réle des protéines Type de dérégulation (démontrés ou supposés)
APP Récepteur transmembranaire Expression isoforme aberrant ND (Jiang et al. 2004)
BIN1 Invaglnafuon’s Qes membranes dans la Expression isoforme aberrant Faiblesse musculaire, diminution du (Fugier et al. 2011)

biogénése des muscles nombre de tubules T
CACNA1 Canal caImquc_e impliqué dans la pqlarlsatlon Surexpression Probléme de conductlon de l'influx (Rau et al. 2011)
membranaire des cellules cardiaques cardiaque
Canal calcique impliqué dans le couplage Faiblesse musculaire. troubles
CACNA1S excitation/contraction des muscles Expression isoforme aberrant e o ) (Tang et al. 2012)
: d'excitation/contraction musculaires
squelettiques
Expression aberrantes d'isoformes
CELF Régulation de I'épissage alternatif Hyper-phosphorylation / stabilisation foetales des ARNm CELF- (Wang et al. 2007)
dépendants
. _ Hyperexcitabilité membranaire des (Charlet-B et al. 2002,
CLCN1 Canal chlore membranaire Expression isoforme aberrant muscles, Myotonie Mankodi et al. 2002)
Séquestration dans les foci nucléaires ) . .
DDX5 Hélicase ARN de de DMPK mutants, perte de T avorise laséquestrationde MBNLT | ;o1 of 41 2011)
. dans les foci
fonction
DMD Protéine du cytogquelgttg, maintien de‘la Expression isoforme aberrant Dystrophie muscqlawe, fragilité Fies (Nakamori et al. 2007)
structure et de la signalisation du sarcoleme membranes des fibres musculaires
GJA1 Canal impliqué de_ms la c_on_ductance intra- Surexpression Arrythmie (Groh et al. 2008, Souidi et
cardiomyocitaire al. 2018)
GLT1 Transporteur du glutamate Sous-expression S U EoTiE e 0EE (Sicot et al. 2017)
mouvements
GRIN1 Recepteur au g!u'ta’mate, '”?p"q“e dans la Sur-expression d'un isoforme (x3) Troublej de la memoire etde (Jiang et al. 2004)
plasticité synaptique I'apprentissage
GSK3p Kinase du métabolisme du glycogéne Suractivé Faiblesse musculaire et myotonie (Jones et al. 2012)
hnRNP H Régulateur d'épissage alternatif Surproduction Deregulatu;l"l de epissage alternatif (Paul et al. 2006)
autres genes
IR Récepteur a I'lnsuline Pre('jomlnar_mce |§o_forme I.R'A @ Insulino-résistance (Savkur et al. 2001)
réponse insulinique faible
LDB3 Composant des bgndes Z dumuscle Expression isoforme aberrant Desprganlsa_tlon des sarcomeres, (Machuca-Tzili et al. 2006)
cardiaque interruption des bandes Z
Tableau 5: Exemples de protéines dérégulées dans la DM1, conséquences attribuées ou supposées dans la physiopathologie de la DM1
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Conséquences/ Symptomes

Protéine Réle des protéines Type de dérégulation . . . Références
(démontrés ou supposeés)
Protéine en doigt de zinc modulant I'épissage Séquestration dans les foci nucléaires Dérégulation de I'épissage d'autres
MBNL : de de DMPK mutants, perte de (Miller et al. 2000)
alternatif . ARNmM
fonction
NKX2.5 Facteur de transc_rlptlon |mpllque dans la Expression aberrz_:mte hors du tissus Deregula_tlon de I'expression des (Yadava et al. 2008)
conduction cardiaque cardiaque cibles de NKX2.5
PKM Enzyme produisant du pyruvate lors de la Expresspn_ |§oform§ a_berrant a Favorisation de la production de (Christofk et al. 2008)
glycolyse activité constitutive lactate
Protelng cemeEolles synapth’ue'zs pgrmettant . Trouble comportemental, cognitif et (Hernandez-Hernandez et
RAB3A la fusion des membranes vésiculaires et Surexpression .
cellulaire neuropshychologiques al. 2013)
Récepteur a la Ryanodine permettant le
RYR1 relargage de calcium des réticulums Expression d'isoforme aberrant Dégénération musculaire (Kimura et al. 2005)
endo/sarco plasmiques
Sous unité du canal sodium dépendant Arvthmie. trouble de la conduction
SCN5A impliqué dans I'excitabilité des cardiomyocytes Expression d'isoforme aberrant ry ’ cardiague (Freyermuth et al. 2016)
et la conduction de l'influx cardiaque q
SERCA1 ATPase des réticulums endo/sarcoplasmiques Expression d'isoforme aberrant Dégénération musculaire (Kimura et al. 2005)
SHARP Facteur de transcription Délocalisation dans le cytoplasme Sl expre;sl_liTRcliDes EEEE (Dansithong et al. 2011)
Protéines impliquées dans la synaptogénése Troubles du développement des
SLITRK 4 PR Sous expression connexions neuromusculaire et la (Marteyn et al. 2011)
et la neuritogénese . .
formation des neurites
ARN double brin impliqué dans I'adressage Favorise la localisation nucléaire des
STAU1 des ARNm dans les différents compartiments Surexpression ARNm DMPK mutant et dérégule le  (Ravel-Chapuis et al. 2012)
subcellulaires splicing d'autres ARNm
Régulation du relargage de i . ) .
SYN1 neurotransmetteurs synaptique via des Hyperphosphorylation Trouble comportement:_al, cognitif et (Hernandez-Hernandez et
. . neuropsychologiques al. 2013)
signaux de phosphorylation
Protéine associée aux microtubules Enchevétrement neurofibrillaire (EEEEIS e &l 2001,
TAU (MAPT) stabilisation du cvtosquelette des axor;es Expression d'un isoforme aberrant axonopathie ’ Jiang et al. 2004, Caillet-
S P Boudin et al. 2014)
TNNT2 Protéine du complexe troponine cardiaque Expression d'isoforme aberrant Hyper senS|bllg:kc:iii?nmyoflbrllles ad (Philips et al. 1998)
Tableau 5: Exemples de protéines dérégulées dans la DM1, conséquences attribuées ou supposées dans la physiopathologie de la DM1

(2)

31



[I.3. CONCLUSION DE CHAPITRE

Les différentes maladies présentées dans ce chapitre découlent de répétitions de

différentes natures, sur différentes régions géniques. Ces répétitions ont des conséquences
variées au niveau des ARN et/ou des protéines. Pourtant, la plupart de ces maladies partagent
des mécanismes communs d’instabilité, véritables piliers de ces pathologies. La
compréhension des mécanismes d’instabilité des TNRs est primordiale pour comprendre
I'origine et la mécanistique de la DM1 ainsi que des autres maladies a expansion de triplets
instables. De nombreuses études dans différents modeéles in vitro, in vivo et chez les patients
ont permis de mieux comprendre ces mécanismes. La suite de mon introduction sera

consacrée aux connaissances accumulées sur les différents mécanismes et facteurs.



Il existe de nombreux facteurs influencant l'instabilité des triplets répétés, a différents
stades de la vie des patients. Nous décrirons ici dans un premier temps les deux grands types
d’instabilités (intergénérationnelle et somatique), puis l'influence de la nature des répétitions
sur l'instabilité. Enfin, nous présenterons les différentes voies du métabolisme de 'ADN qui

viennent moduler l'instabilité.

I11-1. INSTABILITE INTERGENERATIONNELLE
I11.1.1. INFLUENCE DU PARENT TRANSMETTEUR : EVENEMENTS GERMINAUX

L’influence du sexe du parent transmetteur varie en fonction des pathologies. A titre
d’exemple, dans la HD, les transmissions patemelles transmettent les plus longues
expansions tandis les transmissions maternelles témoignent plus rarement d’une expansion
(Kremer et al. 1995). A l'inverse, les plus longues expansions de triplets CTG dans la DM1
sont observées dans le cas de transmission maternelles (Brunner et al. 1993). On peut aussi
citer 'exemple de la FRDA, ou les expansions de triplets GAA ne sont observées que dans
les transmissions maternelles, alors que les transmissions paternelles résultent en des
contractions (De Michele et al. 1998). Ces observations laissent supposer que l'instabilité peut
intervenir dés la gamétogenése. La figure 6 ci-dessous apporte un bref rappel sur les
spécificités des gamétogénése male et femelle, afin de mieux appréhender en quoi les
différences entre ces 2 évolutions cellulaires sont importantes pour expliquer l'influence du

sexe du parent transmetteur dans l'instabilité intergénérationnelle.

Ovulation et
fertilisation

7
@-------- )] —W—W Wé%{/

Les spermatogonies se Production tout au

divisent tout au long long de la vie a partir

de la vie a la puberté de la puberté = Diploide
Haploide

Arrét en

Terminaison de la Arréten
Prophase |

Méiose | pour 1 ou Métaphase I
plusieurs ovocytes
(1 fois/mois)

Figure 6: Rappel sur les processus d'ovogénése et spermatogénése chez I'Homme.
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Les premiéres informations sur les mécanismes d’influence de [linstabilité
intergénérationnelle chez les mammiferes ont été rendue accessibles grace au
développement de modéles murins. En effet, il a été montré dans différents modéles murins
que linstabilité de triplet CAG (modéle de maladie de Huntington) et CTG (modéle de la DM1)
dans les lignées germinales males et femelle était hautement dépendante du MMR,
notamment de Msh2 (facteur primordial du MMR, voir chapitre 111.4.2.3. pour plus de détails).
Par exemple, il a été démontré que Msh2 était nécessaire pour observer l'instabilité des triplets
CAG dans un modéle murin invalidé pour Msh2 (Manley et al. 1999). Dans un modéle murin
de la DM1, en cas d’invalidation de Msh2, il y a une disparition des expansions au profit de la
formation de contractions. Dans ce méme modéle murin développé par le laboratoire, il a été
montré que l'instabilité des triplets CTG intervenait dans les gamétes (spermatogonies) mais
également aux premiers stades du développement de I'embryon (Savouret et al. 2003,
Savouret et al. 2004). L’'étude des modéles murins a aussi démontré que Msh3 était
nécessaire et limitant pour les expansions intergénérationnelles, (Wheeler et al. 2003, Foiry et
al. 2006, Dragileva et al. 2009).

Chez les patients atteints de la chorée de Huntington, les événements d’expansion de
triplets CAG sont majoritairement observables dans les stades pré-méiotiques, bien gqu’ils
puissent aussi plus rarement se manifester aprés la méiose dans les spermatozoides (Jansen
etal. 1994, Yoon et al. 2003). Pour les patients HD, I'dge du pére transmetteur ne semble pas
influencer la taille de la répétition héritée par le foetus (Martorell et al. 2004, Wheeler et al.
2007). En revanche, dans le cas de la DM1, il existe une forte corrélation entre I'age du pére
transmetteur, la taille des répétitions présentes dans les spermatozoides et la taille de
répétition héritée (Morales et al. 2015). L’ensemble de ces études laisse supposer que la
majorité des événements d’instabilité de TNRs dans la lignée germinale male se produit dans
les stades précoces de la gameétogénése, qui sont des phases de mitoses et réplication

intensives.

Dans le cas d’'une transmission paternelle de la DM1, les plus longues expansions dans
les gamétes sont observées chez les patients porteurs de pré ou proto-mutation (Martorell et
al. 2000). Il a aussi été prouvé que lorsqu’'un homme hérite d’'une grande taille de répétition
CTG, la mosaique somatique dans sa lignée germinale est biaisée vers les contractions
(Jansen et al. 1994). Ces données suggerent I'existence d’'un mécanisme de protection contre
les larges expansions au cours de la spermatogénése. Ceci expliquerait pourquoi les plus
grandes tailles de répétitions, menant notamment a la forme congénitale de la DM1 ne sont

quasiment qu’exclusivement héritées via les transmissions maternelles, au cours desquelles



l'instabilité des triplets dépendrait de régles différentes (Harley et al. 1993, Lavedan et al. 1993,
Ashizawa et al. 1994, Barcelo et al. 1994, Barbé et al. 2017)

Au cours de 'ovogénése humaine, l'instabilité des TNRs est active dans les stades
pré-méiotiques dans les cas de syndrome de I'X fragile et de la DM1 (Oberle et al. 1991, Yu
etal. 1991, De Temmerman et al. 2004, Dean et al. 2006). Contrairement a la ligné germinale
male, il a été observé, une instabilité biaisée vers les expansions dans les ovocytes au cours
de la vie des patientes atteintes de la DM1 et du FXS (Yrigollen et al. 2014, Morales et al.
2015). Sachant que les ovocytes sont bloqués a la Prophase | a la naissance, ceci signifierait
que linstabilité intervient dans des cellules non mitotiques. Donc, contrairement aux lignées
germinales paternelles, I'instabilité dans les ovocytes ne dépendrait pas majoritairement de la
réplication, mais de d’autres mécanismes modulateurs, comme par exemple la réparation de

I'ADN dans les ovocytes a I'arrét en méiose |.

L’instabilité dans les cellules germinales représente la premiére vague d’instabilité

intergénérationnelle qui sera suivie par d’autres au cours du développement du foetus.

111-1.2. INSTABILITE AU COURS DU DEVELOPPEMENT : EVENEMENTS ZYGOTIQUES

Il a été observé des cas de jumeaux monozygotiques atteints du syndrome de I'X fragile
ayant hérité de tailles de répétitions identiques, mais ayant a la naissance des tailles de
répétitions différentes (Devys et al. 1992, Helderman-van den Enden et al. 1999, Reyniers et
al. 1999). Toujours dans les cas d’X fragiles, les hommes qui présentent une mutation
compléte n'ont dans leurs gamétes que des tailles de répétitions inférieures a celle héritée
(Malter et al. 1997). Ces éléments suggérent que linstabilité des répétitions CGG dans le cas
du FXS démarre trés tot au cours de 'embryogénése. Au contraire, dans le cas de la DM1, les
répétitions CTG restent stables durant le premier trimestre de gestation, et I'instabilité n’est
détectée qu’entre la 13e et 16e semaine de la gestation (Martorell et al. 1997). Par ailleurs, il
a également été démontré chez des foetus humains DM1, que lorsque le pére transmetteur
est porteur d’'une pré-mutation, le nombre de répétitions CTG peut s’accroitre au cours de
'embryogénése (Dean et al. 2006). Par ailleurs, dans le cas de patients HD, l'instabilité des
répétitions CAG au cours du développement varie en fonction du sexe du foetus lors de
transmissions maternelles : les enfants de sexe féminin naissent avec une taille de répétitions

plus élevée que les garcons (Wheeler et al. 2007).



Ces différents éléments mettent en évidence que selon les pathologies a TNRs,
l'instabilité zygotique est différente, ce qui laisse suggérer que la régulation et/ou la nature des

mécanismes impliqués dans l'instabilité des TNRs sont différentes.

L’instabilité intergénérationnelle est la résultante de 2 vagues d’instabilités : (1) au
cours de la gamétogénése et (2) au cours du développement du foetus. Ces événements
conditionneront la taille de la répétition de triplets héritée. Apres la naissance, I'instabilité des

triplets se poursuit au cours de la vie des patients, on parle alors d’instabilité somatique.

I11.2. INSTABILITE SOMATIQUE

Généralement, l'instabilité somatique est biaisée vers les expansions et est tissu
