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« Un jour j’arracherai l’ancre qui tient mon navire loin des mers. » 

Henri Michaux (1899 – 1984)   

  



 

 

 

4 
 

Remerciements 

 

 En premier lieu, je tiens à remercier Anja Böckmann, Séverine Boillée et Myriam 

Taverna d’avoir accepté de prendre le temps de lire ma thèse et juger mon travail. 

 Je tiens ensuite à remercier Ronald Melki et Luc Bousset. Ronald pour m’avoir 

accepté au sein de ton équipe, m’avoir enseigné le métier de chercheur et partagé ton 

savoir. Je remercie également Luc de m’avoir partagé ses connaissances théoriques et 

expérimentales. Sans votre patience et vos conseils, je n’aurais jamais pu faire le travail 

que je présente ici.  

 Evidemment, je remercie aussi chaque membre de l’équipe. Tous, ont contribué à 

ce travail, que ce soit en prodiguant des conseils ou tout simplement en ayant participé à 

l’ambiance de camaraderie de l’équipe. Ainsi, je tiens particulièrement à remercier Alexis 

Fenyi, Maud Landureau, Stéphane Tchankouo, Maya Bendifallah, Nolwen Rey et Emilie 

Caroux avec lesquels j’ai eu des conversations passionnantes et avec qui j’ai aussi 

partagé de bons moments d’amitié. Je remercie également Tracy Bellande pour la bonne 

humeur et la bienveillance angélique qu’elle apporte à tous.  

 Je n’oublie pas Elodie Monsellier, Virginie Redeker, Karine Madiona, Laura Pieri, 

Mehdi Kabani, Amulya Shrivastava et Jimmy Savistchenko qui m’ont accompagné dans 

mon travail et dans ses trois marquantes années de ma vie.  

 Je remercie également Mimoun Azzouz et Paolo Marchi de l’Université de Sheffield 

avec qui j’ai travaillé en collaboration. 

 Je remercie également les services administratifs, techniques et d’hygiène de 

MIRCen et de Neuro-PSI. Tous participent à faire avancer nos connaissances en assurant 

le bon fonctionnement des instituts de recherche.    

 

 Enfin, je tiens à remercier chaleureusement ma famille et mes amis. Sans le soutien 

et l’amour qu’ils me portent, je n’aurais jamais pu arriver au bout des 8 années d’études 



 

 

 

5 
 

qui se clôturent avec cette thèse. J’adresse ainsi des sentiments de profondes 

reconnaissances à toute ma famille. Je remercie ma mère dont le courage et la résilience 

inspirent l’humilité. Je remercie mon père, qui m’a transmis la soif de connaissances et 

dont l’intégrité morale force au respect. Je remercie mes grands-parents qui sont des 

modèles de probité et de dévouement. Je remercie mon grand frère Julien qui me connait 

mieux que quiconque et mon petit frère Vincent –  la mémoire de la famille.  Nous 

partageons tous une seule et même âme. 

  



 

 

 

6 
 

SOMMAIRE 

 

Index des illustrations ............................................................................... 10 

Abréviations ............................................................................................... 11 

Glossaire des symptômes ........................................................................ 12 

Résumé ...................................................................................................... 13 

 

Introduction ................................................................................... 17 

I – Aspects cliniques de la Sclérose Latérale Amyotrophique et des 

Démences Fronto-Temporale ................................................................... 19 

A – La Sclérose Latérale Amyotrophique .................................................................. 19 

B – Les Démences Fronto-Temporales ...................................................................... 24 

C – La SLA et la DFT, les deux pôles d’un même spectre pathologique ? ............. 29 

II – Les mécanismes pathologiques et les déterminants moléculaires 

majeurs des SLA/DFT ................................................................................ 33 

A – Comorbidités et facteurs environnementaux dans les SLA/DFT. ..................... 33 

B – Aspects génétiques majeurs des SLA/DFT ......................................................... 34 

1 – La mutation du gène SOD1 dans la SLA ...................................................................... 34 

2 – La mutation du gène MAPT dans les DFT ................................................................... 35 

3 – La mutation des gènes TARDBP et Fus dans la SLA/DFT ....................................... 35 

4 – Plusieurs gènes impliqués dans la protéostasie sont retrouvés mutés dans les 
SLA/DFT ................................................................................................................................... 36 

C – Diversité de l’agrégation protéique dans les SLA/DFT ...................................... 37 

1) L’agrégation de la protéine SOD1 .............................................................................. 37 

2) L’agrégation de la protéine Tau .................................................................................. 39 

3) L’agrégation de la protéine TDP-43 ........................................................................... 40 

4) L’agrégation de la protéine FUS/TLS ........................................................................ 41 

D – Les SLA/DFT, des maladies de type prion et du dérèglement des ARN ........... 42 



 

 

 

7 
 

1) L’agrégation protéique dans les pathologies neurodégénératives et le concept 
de maladies de type prion ...................................................................................................... 42 

2) Les SLA/DFT sont des protéinopathies multiples appartenant à la famille des 
maladies de type prion ........................................................................................................... 46 

3) La dérégulation du métabolisme des ARN dans les SLA/DFT .............................. 48 

III – La présence de répétitions de l’hexanucleotide GGGGCC au niveau 

du gène C9orf72 et la cause génétique principale des SLA/DFT. .......... 50 

A – Le gène C9orf72 et sa mutation. ........................................................................... 50 

B – Trois hypothèses sur la pathogénicité de la mutation C9orf72 ......................... 51 

1) La perte de fonction du gène C9orf72 ....................................................................... 52 

2) La toxicité des ARN sens et antisens ........................................................................ 54 

3) Les Protéines à Répétitions de Dipeptides ............................................................... 56 

IV – Mécanismes de toxicité des PRD ...................................................... 60 

A – L’agrégation des PRD ........................................................................................... 60 

1) Poly-GA est capable de former des fibres amyloïdes in vitro ayant des 
caractéristiques de type prion ............................................................................................... 60 

2) Hypothèses sur l’agrégation des PRD ....................................................................... 61 

B – Les différentes voies de toxicité des PRD ........................................................... 64 

1) Les cibles multiples des PRD...................................................................................... 64 

2) L’agrégation des PRD engendre-t-elle celles des autres protéines retrouvées 
sous forme insoluble dans les SLA/DFT ? .......................................................................... 65 

Conclusions ............................................................................................... 68 

 

Travaux de thèse .......................................................................... 72 

I – Dipeptide Repeat derived from C9orf72 Hexanucleotide Expansions 

Forms Amyloids or natively unfolded structures in vitro ....................... 74 

II – Propriétés cellulaires de protéines à répétitions de dipeptides et de 

leurs assemblages ................................................................................... 109 

 

Conclusions et perspectives ..................................................... 115 

I – Conclusions ........................................................................................ 117 

A – Production de PRD et caractérisation de leur structure en solution. ............. 117 



 

 

 

8 
 

B – Conditions d’agrégation et caractérisations des assemblages de PRD ......... 118 

C – Marquage des assemblages de PRD dans le cadre d’une collaboration ........ 120 

II – Perspectives ...................................................................................... 122 

Bibliographie ............................................................................... 125 



 

 

 

9 
 

  



 

 

 

10 
 

Index des illustrations 

 

Figure 1 : Section d'une moelle épinière. ........................................................................... 20 

Figure 2 : Représentation du spectre pathologique de la Sclérose Latérale 

Amyotrophique.. ................................................................................................................. 24 

Figure 3 : Localisation des Aires de Broca et de Wernicke ................................................ 28 

Figure 4 : Contributions génétiques dans la SLA et la DFT.. ............................................. 37 

Figure 5 : Proportions des protéines formant des inclusions insolubles dans la SLA et la 

DFT. ................................................................................................................................... 38 

Figure 6 : Schéma de l’agrégation amyloïde d’une protéine.. ............................................ 45 

Figure 7 : Conséquences de la présence de répétitions de l’hexanucléotide GGGGCC au 

niveau du gène C9orf72 et hypothèses de toxicité. ........................................................... 53 

Figure 8 : Les brins sens et antisens d’hexanucléotides sont traduits pour chaque cadre de 

lecture ouvert.. ................................................................................................................... 57 

 

 

  



 

 

 

11 
 

Abréviations 
 

 

AMP : Atrophie Musculaire Progressive 

ALYREF ou Aly/REF export factor : ALY; THO complex subunit 4, Tho4; RNA and ex-

port factor binding protein 1, Refbp1 

APP : Aphasie Primaire Progressive 

BMAA : Beta-methylamino-L-alanine 
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Glossaire des symptômes   
 

 

Apathie : Perte de motivation et d’intérêt  

Bradykinésie : Ralentissement et perte de contrôle de la finesse des mouvements 

Dysarthrie : Trouble articulaire de la parole 

Dyslexie : Trouble de la lecture et de l’écriture 

Dysphagie : Trouble de la déglutition 

Dysphorie : Trouble de l'humeur caractérisé par un sentiment d'inconfort psychique. Op-

posé à l’euphorie. 

Fasciculation : Contractions brèves et involontaires de faisceaux musculaires 

Hypertonie : Tonus musculaire trop élevé 

Paraphasie : Trouble de la parole lié à la substitution ou l’alteration des mots/phonèmes  

Persévération : Répétitions incontrôlées de mêmes réponses verbales ou gestuelles sans 

tenir compte d'un changement de situation. 

Stéréotypie : Répétitions incontrôlées de gestes ou paroles qui ne servent aucune inten-

tion 
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Résumé 
 

 La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) et la Démence Fronto-temporale (DFT) 

sont deux pathologies neurodégénératives complexes. La première se manifeste 

essentiellement par des symptômes moteurs tandis que la deuxième par des troubles 

cognitifs et comportementaux. Bien que ces deux maladies fussent initialement décrites 

séparément, de nombreux aspects symptomatiques, anatomiques et biochimiques les 

rapprochent.  

Récemment, la découverte de la mutation du gène C9orf72 dans les deux maladies 

a soutenu l’hypothèse que la SLA et la DFT constituaient les deux pôles d’un même 

spectre pathologique. Cette mutation est la première cause génétique des deux maladies. 

Elle consiste en la répétition d’un hexanucléotide (GGGGCC) pouvant aller jusqu’à 

plusieurs milliers d’exemplaires. Trois hypothèses ont été avancées pour rendre compte 

de la pathogénicité de ces expansions :  

 

(1) L’haplo-insuffisance du gène C9orf72 induit par la séquence d’hexanucléotides 

répétés. 

(2) Les ARN issus de la transcription de ces séquences seraient toxiques. 

(3) L’agrégation de Protéines à Répétitions de Dipeptides (PRD) issues de la tra-

duction des ARN d’hexanucléotides constitue également une voie de toxicité 

possible. Ces PRD sont au nombre de 5 : poly-GA (Glycine-Alanine), poly-GP 

(Glycine-Proline), poly-GR (Glycine-Arginine), poly-PR (Proline-Arginine) et poly-

PA (Proline-Alanine). 

 

Parmi ces trois hypothèses, il semble que la dernière soit la plus à même de 

reproduire, dans des modèles animaux, des marqueurs essentiels de la SLA et de la DFT, 
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tel que la dégénérescence neuronale. 

 Les mécanismes de toxicité de ces protéines sont en cours d’investigation. 

Seulement, peu d’études se sont intéressées au comportement in vitro des PRD. Pourtant, 

explorer la manière dont s’agrègent ces protéines dans ces maladies est essentiel pour 

les comprendre davantage. En effet, l’agrégation protéique est un mécanisme 

fondamental responsable de la mort cellulaire dans de nombreuses maladies 

neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou encore celle de 

Huntington.  

 

 L’objectif de cette thèse a été de produire in vitro certains de ces PRD afin de 

déterminer leur structure en solution, ainsi que les conditions et la nature de leur 

agrégation. Pour cela, Audrey Coens et Luc Bousset ont sous-cloné des séquences 

d’ADN codant pour les PRD GAx34 et GPx24 dans un  vecteur d’expression bactérien. 

Nous nous sommes également procuré deux plasmides codant pour les peptides GAx50 

et PAx50. En exprimant ces PRD dans des bactéries, j’ai pu les produire puis les purifier 

par FPLC.  

 J’ai d’abord montré que GAx34, GPx24 et PAx50 étaient des protéines très peu 

structurées. Dans nos conditions expérimentales, seul poly-GA s’assemble pour former 

des agrégats fibrillaires de nature amyloïde. Ces résultats sont cohérents avec la 

littérature disponible sur les PRD. Nous avons aussi montré que ces agrégats ne liaient ni 

la Thioflavin T, ni la Primuline : deux molécules fluorescentes habituellement utilisées pour 

marquer les assemblages amyloïdes. Quant aux PRD GPx24 et PAx50, ils forment peu 

d’agrégats à la morphologie amorphe. 

 En parallèle de ces caractérisations biochimiques, j’ai produit des échantillons de 

protéines oligomériques et fibrillaires marquées covalemment avec des molécules 

fluorescentes. Ces préparations ont été réalisées dans le cadre d’une collaboration avec 
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l’équipe de Pr. Mimoun Azzouz de l’université de Sheffield. Ce travail est en cours et a 

pour objectif d’étudier l’internalisation, la toxicité et la propagation de ces PRD dans des 

modèles cellulaires. 
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I – Aspects cliniques de la Sclérose Latérale Amyotrophique et des Démences 

Fronto-Temporale 

 

 A – La Sclérose Latérale Amyotrophique 

 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), également appelée Maladie de Charcot 

ou encore Maladie de Lou Gehrig, est une maladie neurodégénérative caractérisée par 

des symptômes moteurs comme la paralysie, une atrophie des muscles squelettiques et 

dans certains cas des symptômes cognitifs et comportementaux (Hardiman et al. 2017). 

La SLA est la forme la plus courante des maladies du motoneurone avec une incidence de 

2-3/100 000 et une prévalence de 3-6/100 000 (Grad et al., 2017). 

L’anatomiste Charles Bell (1774-1842) fut le premier à s’intéresser à cette 

pathologie (Bell, 1830). Après avoir différencié la fonction motrice des racines antérieures 

de la moelle épinière de celle sensorielle des racines postérieures, il rechercha des 

patients ayant une atteinte purement motrice (Fig 1.). Bell et les neurologues de son 

époque ne réussiront pourtant pas à définir si les symptômes moteurs de leurs patients 

étaient d’origine musculaire ou nerveuse. Ce n’est qu’à partir de travaux effectués en 1865 

par l’un des pères fondateurs de la neurologie moderne, Jean-Martin Charcot (1825-1893) 

et son élève Alix Joffroy (1844-1908), qu’on a commencé à caractériser la SLA et la 

séparer d’autres maladies semblables – en associant les aspects cliniques de la 

pathologie à des lésions anatomiques définies. Pour Charcot, la SLA se caractérise par 

une atteinte duale du système moteur. Ainsi, des lésions observées dans la colonne 

latérale de la moelle épinière entrainent une paralysie chronique progressive ainsi que des 

contractions musculaires, tandis que des lésions de la corne antérieure sont associées à 

une atrophie musculaire (Rowland., 2001 ; Goetz, 2000). Le terme Sclérose Latérale 
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Amyotrophique n’apparaît sous la plume de Charcot qu’en 1874. Les termes « Sclérose 

Latérale » se réfèrent aux lésions tissulaires et « Amyotrophique » à l’atrophie musculaire 

résultante. 

 

 

Figure 1 : Section d'une moelle épinière. La corne dorsale est située sur la partie 

supérieure de la substance grise, tandis que la corne ventrale se trouve dans la partie 

inférieure. 

 

Depuis les découvertes de Charcot, nos connaissances sur la SLA se sont 

nettement enrichies. Malheureusement, dans de nombreux cas, le diagnostic reste encore 

délicat à établir. Cela dit, une dégénérescence des motoneurones au niveau central et 

périphérique, ainsi qu’une apparition sérielle de symptômes moteurs sont les critères 

nécessaires pour pouvoir dire d’une pathologie qu’elle correspond à une Maladie de 

Charcot (Hardiman et al., 2017). Le diagnostic se base essentiellement sur les signes 

cliniques et les antécédents familiaux du patient.  

La plupart des malades sont atteints d’une faiblesse et d’une atrophie musculaire, 

d’une paralysie progressive, d’hyperréflexie, d’hypertonie, de fasciculation (contraction 

involontaire de faisceaux musculaires) et de dysphagie (difficulté à déglutir). A cela 
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s’ajoute que près de la moitié des patients développent des symptômes cognitifs et/ou 

comportementaux (Renton et al., 2014).  

Dans de nombreux cas, la pathologie progresse par contiguïté. Ce qui permet de 

différencier différentes formes phénotypiques de la pathologie par l’origine de sa 

propagation (Ravits et al., 2009 ; Swinnen et al. 2014).  Les formes les plus courantes se 

propagent depuis la moelle épinière ou depuis le bulbe rachidien.  

Dans le premier cas, les premiers symptômes apparaissant consistent en une 

atrophie, une faiblesse musculaire, une fasciculation, une hyperréflexie et une hypertonie. 

Ces manifestations cliniques sont cohérentes avec un dysfonctionnement des fonctions 

normales de la moelle épinière.  

Dans les formes « bulbaires », les premiers symptômes sont une dysarthrie 

(troubles articulaires de la parole), de la dysphagie, une fasciculation des muscles 

linguaux ainsi que des rires et des pleurs incontrôlés. Il existe également une forme rare 

de SLA qui se déclare avec des symptômes respiratoires.  

Bien qu’on ne comprenne pas pourquoi il existe ces différentes formes de SLA, 

certaines mutations génétiques semblent partiellement en rendre compte. Ainsi, la 

mutation C9orf72 est associée à la forme bulbaire tandis que les mutations de la 

Superoxyde Dismutase 1 (SOD1) sont retrouvées chez des patients ayant une forme 

spinale (Swinnen et al., 2014).  
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Jean-Martin Charcot (1825-1893), un des pères fondateurs de la neurologie moderne 

 

L’âge moyen de l’apparition de la maladie se situe entre 50 et 60 ans, mais il existe 

aussi des formes juvéniles se déclarant avant 25 ans (Renton et al., 2014).  Ces dernières 

sont généralement à progression lente. Des mutations touchant les gènes ALS2, SETX et 

FUS sont retrouvées chez ces patients (Sabatelli et al., 2008 ; Pupillo et al., 2014). Pour 

60% des malades âgés entre 20 et 60 ans, on remarque surtout une dégénérescence du 

système moteur central. Les formes plus tardives sont plus virulentes et ont une 

probabilité plus élevée d’être d’origine bulbaire (Zoccolella et al., 2008). 

La rapidité de la maladie est variable. La valeur médiane de survie des patients se 

situe entre 2 et 4 ans après l’apparition des premiers signes cliniques. Seulement 5 à 10 

% des sujets survivent au-delà de 10 ans (Del Aguila et al., 2003 ; Chi et al., 2009). Chez 

ces derniers, on n’observe pourtant pas de différence anatomique majeure (Iwanaga et al., 

1997). Cependant, les patients ayant développé des formes juvéniles de la maladie et 

ceux ayant une lésion majoritairement centrale, ont plus de chances de dépasser 

l’espérance de vie moyenne (Zoccolella et al., 2008 ; Pupillo et al., 2014). Cependant, au 
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sein d’une même famille, différents individus portant pourtant la même mutation voient 

leurs maladies avoir des évolutions variables (Kim et al., 2007 ; Penco et al., 2011).  Il 

existe donc des facteurs, génétiques ou environnementaux, qui moduleraient l’espérance 

de vie des patients SLA. 

 

D’autres maladies du motoneurone sont proches de la SLA tant par leurs 

manifestations cliniques que par leurs déterminants génétiques. C’est le cas de l’Atrophie 

Musculaire Progressive (AMP). Cette pathologie neurodégénérative n’atteint que les 

motoneurones périphériques et se traduit par une amyotrophie, une fasciculation des 

muscles squelettiques et une faiblesse musculaire. Cependant, l’AMP ne partage aucun 

des signes cliniques de la SLA associés à une dégénérescence motrice centrale (Swinnen 

et al., 2014).  Il est pourtant notable qu’on retrouve des lésions neuronales centrales extra-

motrices partagées entre les deux pathologies (Ince et al., 2003 ; Prudlo et al., 2012). De 

plus, des mutations communes du gène SOD1 sont impliquées dans la SLA et l’AMP 

(Cudkowicz et al., 1998 ; Cervenakova et al., 2000). Ainsi, il apparaît que la séparation de 

ces deux maladies ne repose que sur un critère, la lésion motrice centrale, alors que 

d’autres aspects cliniques, anatomiques et génétiques les rapprochent.  

D’une façon complémentaire à l’AMP, la Sclérose Latérale Primaire (SLP) est une 

maladie du motoneurone centrale, non-périphérique, qui partage des similitudes avec la 

SLA. Par ailleurs, les deux pathologies sont tant similaires que les patients SLP ne 

peuvent être véritablement diagnostiqués que tardivement. On retrouve d’ailleurs ces 

mêmes lésions après l’autopsie de sujets qui étaient pourtant diagnostiqués SLP (D’amico 

et al., 2013). Il est aussi notable que plusieurs des mutations soient communes aux deux 

maladies (Renton et al., 2014).  

Les convergences entre la SLP ou l’AMP avec la SLA ont conduit à élargir la 

définition de cette dernière en un spectre pathologique regroupant toutes ces formes.  Les 
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malades n’ayant que des lésions motrices centrales (SLP) se situeraient à une extrémité 

du spectre, tandis que ceux n’ayant que l’atteinte médullaire (AMP) seraient à l’autre 

extrémité (Fig. 2).  

 

Figure 2 : Représentation du spectre pathologique de la Sclérose Latérale Amyotrophique. 

La composante médullaire de la pathologie est représentée en rouge, tandis que la 

composante centrale est en bleu.  

 

La diversité symptomatique et anatomopathologique de la SLA en fait une 

pathologie neurodégénérative complexe.  

 

 B – Les Démences Fronto-Temporales  

 

Les Démences Fronto-Temporales (DFT) correspondent à un groupe de 

pathologies neurodégénératives progressives qui entrainent des troubles du 

comportement et du langage associés à des lésions des cortex frontaux et temporaux. Les 

DFT sont la deuxième cause de démence après la Maladie d’Alzheimer, avec une 

incidence de 3-4/100 000 et une prévalence de 15-22/100 000 (Onike et al., 2013). 

 

En 1892, le psychiatre Arnold Pick (1851-1924) décrit le cas médical d’un homme 

de 71 ans, August H, frappé d’un déclin cognitif progressif. A la fin de sa vie, ce patient 

avait du mal à comprendre le langage écrit et oral, une tendance à répéter de façon 
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incontrôlée certaines phrases et à altérer des mots (paraphasie) (Pick et al., 1901). C’est 

le premier cas étudié de Maladie de Pick. Le professeur d’anatomie Hans Chiari (1851-

1916) effectua une autopsie sur le corps d’August H et mit en évidence une atrophie 

cérébrale, notamment au niveau du gyrus temporal supérieur gauche – dont Pick avait 

postulé qu’elle était responsable de l’aphasie de son patient. En 1911, le neurologue et 

psychiatre allemand Alois Alzheimer (1864-1915), célèbre pour la description qu’il fit de la 

démence qui porte son nom, rapporte la présence d’inclusions cytoplasmiques globulaires, 

appelées Corps de Pick, dans les neurones de ces patients (Alzheimer, 1991). 

 

       

A gauche, Arnold Pick (1851-1924) et, à droite, Aloïs Alzheimer (1864-1915), deux pionniers de la 

recherche sur les DFT 

 

Les recherches qui suivirent vinrent enrichir les connaissances sur cette pathologie 

qu’on préférera appeler Démence Fronto-Temporale (DFT) ou Démence Fronto-

Temporale Lobaire (DFTL) –  les corps de Pick n’étant pas retrouvés chez tous les 

patients partageant pourtant des signes cliniques identiques. La dénomination Maladie de 

Pick sera réservée à une forme particulière.  
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La DFT s’avère être une neuropathologie au moins autant hétérogène que l’est la 

SLA. Aujourd’hui, on classifie la DFT en 3 catégories cliniques principales : la variante 

comportementale (vc-DFT), l’Aphasie Primaire Progressive (APP) et la Démence Fronto-

Temporale associé à une maladie du motoneurone (Finger, 2016). Parmi les pathologies 

assimilées à la DFT, il existe deux Tauopathies : la Dégénerescence Cortico-Basale 

(DCB) et la Paralysie Supranucléiaire Progressive (PSP). 

 

La vc-DFT se diagnostique chez des patients ayant au moins trois des symptômes 

suivants : apathie, manque d’empathie, troubles alimentaires, comportements désinhibés 

ou compulsifs et des troubles de la fonction cognitive exécutive (Neary et al., 1998). Deux 

profils comportementaux dont les symptômes peuvent parfois se recouper ont été décrits :  

 

1) Un profil apathique (DFT-A) caractérisé par une baisse de la volition, de 

la motivation, une tendance à l’isolement ainsi qu’une augmentation du 

temps de réponse à la douleur  

 

2) Un profil désinhibé (DFT-D) caractérisé par une hyperoralité, une préfé-

rence pour la nourriture sucrée, une stéréotypie motrice (répétition incon-

trôlée de gestes ou paroles qui ne servent aucune intention) et une per-

sévération (répétition incontrôlée de réponses verbales ou gestuelles 

sans tenir compte d'un changement de situation) (Snowden et al., 2001).  

 

Pour que le diagnostic clinique soit véritablement confirmé, il est nécessaire 

d’observer des lésions anatomiques au niveau des lobes frontaux et temporaux. 

 

L’Aphasie Primaire Progressive (APP), initialement dénommée maladie de 
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Medulam, est une forme de DFT linguistique comportant 3 variantes : sémantique 

(vsAPP), non-fluente/agrammatique (naAPP) et logopénique (lpAPP) (Gorno-Tempini et 

al., 2011). 

Le variant sémantique se caractérise par une impossibilité à nommer les choses et 

une difficulté à comprendre certains mots. En dehors de cette perte de la mémoire des 

mots, d’autres symptômes peuvent être observés comme une  difficulté à former certains 

gestes d’écriture (dysgraphie), des troubles pour reconnaître les individus, des difficultés à 

manipuler certains objets, à comprendre le sens de concepts abstraits, une tendance à 

substituer ou altérer des mots par similitude grammatique (erreurs paragrammatiques) et 

une difficulté à lire et écrire des mots dont l’écriture est atypique par rapport à la 

prononciation (dyslexie de surface).  

Comme son nom l’indique, le variant agrammatique (ou non-fluent) de l’APP se 

caractérise en premier lieu par des difficultés à construire des phrases. Les phrases 

produites par les patients sont dans un style télégraphique et peu ou pas structurées. La 

difficulté à articuler correctement les mots est le symptôme le plus courant et c’est souvent 

le premier à apparaitre. Il est nécessaire que l’un de ces deux symptômes soit présent 

pour poser le diagnostic. Parmi les autres manifestations cliniques, on retrouve une 

tendance à déformer des mots à l’oral par substitution, insertion ou suppression de sons 

(paraphasie phonologique). Contrairement à d’autres démences comme le variant 

sémantique de l’APP ou la Maladie d’Alzheimer, la naAPP n’affecte pas la compréhension 

sémantique des mots et des objets, ce qui facilite le diagnostic en cas d’ambiguïté. Celui-

ci peut être confirmé par imagerie, des lésions étant présentes au niveau du gyrus frontal 

inférieur, de l’insula et des aires motrices et pré-motrices (Gorno-Tempini et al., 2011). Il 

est à noter que le gyrus frontal inférieur inclut l’Aire de Broca (Fig. 3), impliquée dans la 

production et la compréhension du langage notamment en étant le support de la mémoire 

de travail syntaxique et phonologique (Dronkers et al., 2004).  
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 Les patients atteints de la forme logopénique de l’APP développent deux 

symptômes principaux qui permettent de poser le diagnostic. Ces malades ont une 

difficulté à répéter des phrases et des pertes d’accès au vocabulaire. Cette pathologie fait 

suite à des lésions cérébrales au niveau du carrefour temporo-pariétal qui contient, entre 

autres, l’Aire de Wernicke, une région cérébrale impliquée dans la compréhension du 

langage écrit et oral (Gorno-Tempini et al., 2011). Cette aire est fondamentale dans la 

représentation mentale des phonèmes et non dans la compréhension sémantique du 

langage comme il a été avancé pendant de nombreuses années (Fig. 3.). Ainsi, des 

lésions de cette structure cérébrale rendent compte des troubles phonologiques qui 

caractérisent la lpAPP (Mesulam et al., 2014 Binder et al., 2017). 

 

 

Figure 3 : Localisation des Aires de Broca et de Wernicke deux aires fondamentales dans 

la production et la compréhension du langage. Dans les Démences Fronto-Temporales, 

ces aires sont lésées, ce qui explique les aphasies présentes chez ces patients.   

 

De même que des symptômes cognitifs et comportementaux de type DFT se 

retrouvent chez de nombreux sujets SLA, on estime à 15% le nombre de patients DFT 

développant des symptômes moteurs correspondant à une SLA (Lomen-Hoerth et al., 
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2011).  On parle de Démence Fronto-temporale associée à une Sclérose Latérale 

Amyotrophique (DFT/SLA ou SLA/DFT).  

C’est l’étiologie de la SLA/DFT qui constituera le cadre clinique de cette thèse.    

 

 C – La SLA et la DFT, les deux pôles d’un même spectre pathologique ? 

 

Quelques décennies après la définition de la SLA par Charcot, plusieurs études 

décrivirent l’existence de symptômes cognitifs et/ou comportementaux chez ces patients 

(Pilcz et al., 1906 ; Cullerre et al., 1906 ; Resegotti et al., 1907). Des observations post-

mortem ont même montré des lésions des lobes frontaux et temporaux (Tronconti et al., 

1941 ; Delay et al., 1959 ; Van Reeth et al., 1961). Ces découvertes furent d’abord 

interprétées comme l’association de deux pathologies distinctes chez un même patient ou 

assimilées à des lésions cérébrales extra-motrices non spécifiques.  

Malgré ces observations, ce n’est que récemment que les troubles cognitifs et 

comportementaux s’ajoutèrent au tableau des manifestations cliniques de la Maladie de 

Charcot (Brooks et al., 2000). Parallèlement à cet élargissement de la définition de la 

maladie, on commença à parler de DFT associée à une maladie du motoneurone 

(Massman et al., 1996). Le recoupement entre ces deux pathologies resta sujet à débat 

jusqu’à l’établissement de critères consensus pour parler de syndromes cognitifs et 

comportementaux de type DFT dans la SLA (Brooks et al., 2000). Afin de clarifier le statut 

de ces symptômes, 5 catégories différentes ont été établies (Massman et al., 1996): 

1. SLA sans présence de troubles cognitifs et comportementaux 

2. SLA présentant certains troubles cognitifs 

3. SLA présentant certains troubles comportementaux 

4. SLA associée à une DFT 
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5. SLA associée à une démence autre que la DFT 

 

Les catégories 2 et 3 ont été séparées de le SLA associée à une DFT, car tous les 

symptômes cognitifs et comportementaux ne sont pas dus à une dégénérescence des 

lobes frontaux ou temporaux. De nombreux patients SLA ayant ces profils ne remplissent 

pas les critères d’une démence. Il a été estimé par deux larges études épidémiologiques 

que 36 à 51% des patients SLA développeront des symptômes cognitifs (Neary et al., 

2000 ; Ringholz et al., 2005). Le nombre de malades qui développeront une démence 

correspondant aux critères de la DFT a été estimé entre 3 et 10 % (Lomen-Hoerth et al. 

Al., 2003). Une autre étude parle de 52% (Neary et al., 1998).  

 

L’observation complémentaire a également été reportée. En effet, de nombreux 

patients diagnostiqués avec une DFT ont des lésions au niveau de la corne antérieure de 

la moelle épinière (Jackson et al., 1996). Des inclusions cytoplasmiques caractéristiques 

de la SLA ont été retrouvées dans ces motoneurones – quand bien même certains 

patients ne montrèrent aucun trouble moteur lors de leur vie (Lomen-Hoerth et al., 2002). 

On a estimé à 15% le nombre de patients atteints de DFT qui remplissent les critères 

d’une SLA (Lomen-Hoerth et al., 2011). Egalement, 36% des patients DFT montrent des 

symptômes communs avec la SLA, tels que la fasciculation de muscles ou de la 

dysphagie, sans pour autant remplir tous les critères suffisants pour leur diagnostiquer 

cette pathologie (Neary et al., 2005). 

 

Ainsi l’idée d’un continuum entre ces deux maladies s’imposa progressivement. 

Durant les dix dernières années, les chercheurs ont tenté de clarifier l’entrecoupement 

clinique de la maladie de Charcot avec les Démences fronto-temporales. Notamment, la 

fréquence des différentes manifestations cliniques de la DFT au sein des populations SLA 
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a été étudiée. Les malades atteints de SLA partagent ainsi des symptômes avec le variant 

comportemental de la DFT ou la forme sémantique et agrammatique de l’APP (Ringholz et 

al., 2005 ; Neary et al., 2005 ; Rakowicz et al., 1998). Il est à noter, qu’aucun patient SLA 

n’a été pour l’instant diagnostiqué avec le variant logopénique.  

 

Plusieurs études tendent à montrer que les symptômes cognitifs et 

comportementaux précèdent souvent ceux moteurs chez les patients SLA/DFT (Guedj et 

al. 2007 ; Murphy et al., 2007). Ainsi, 58% d’entre eux développent une DFT plus de 3 ans 

avant l’apparition d’une SLA et 38% développeraient les deux maladies au même moment 

(Murphy et al., 2007). En moyenne, les premiers symptômes cognitifs et/ou 

comportementaux apparaîtraient entre 7 et 8 ans avant les symptômes moteurs (Kato et 

al., 1994). Certains ont tenté d’expliquer ce phénomène en comparant la sévérité des 

deux pathologies. En effet, si on observe davantage de patients atteints de démence 

développer une SLA que l’inverse, ce pourrait être parce que les patients SLA ont une 

espérance de vie plus faible (Del Aguila et al., 2003 ; Chio et al., 2009). D’après cette 

hypothèse, si les malades SLA vivaient plus longtemps, ils seraient plus nombreux à avoir 

une pathologie mixte.   

Parmi les malades SLA, ceux ayant une forme bulbaire auraient davantage de 

risques de développer une démence que ceux ayant une forme spinale (Jackson et al., 

1996 ; Neary et al., 1998). Cette observation pourrait s’expliquer par la distance plus 

grande entre les neurones spinaux que bulbaires avec ceux corticaux impliqués dans les 

démences. Comme ces deux maladies neurodégénératives progressent par contigüité, il 

apparait cohérent que les formes bulbaires soient plus souvent associées à une DFT que 

les formes spinales. 

L’atteinte cérébrale des patients SLA ne se restreint pas aux zones motrices, mais 

affecte de nombreuses autres régions, dont les lobes frontaux et temporaux (Frank et al., 
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1997). La différence entre les patients qui développent des symptômes cognitifs et/ou 

comportementaux avec ceux ayant des formes purement motrices de SLA s’observe par 

le degré d’atrophie des lobes frontaux et corticaux (Chang et al., 2005).   
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II – Les mécanismes pathologiques et les déterminants moléculaires majeurs des 

SLA/DFT 

 

A – Comorbidités et facteurs environnementaux dans les SLA/DFT. 

 

La SLA apparait majoritairement comme une maladie sporadique, avec seulement 

10% d’héritabilité autosomique dominante. Seulement, la présence de mutations de novo, 

ainsi que la découverte d’une origine oligogénétique de la pathologie, observée chez des 

frères jumeaux, ont permis d’estimer que près de 60% des formes sporadiques seraient 

d’origine génétique (Al-Chalabi et al., 2013).  

Toutefois, la répartition géographique des patients forme des clusters, témoignant 

de la possible existence de facteurs environnementaux qui interviendraient dans la 

pathogénicité de la SLA. Par exemple, il a été observé que sur l’ile de Guam, dans le 

Pacifique, le nombre de cas de SLA était nettement supérieur à la moyenne, suggérant 

une influence de l’environnement. La cyanotoxine Beta-methylamino-L-alanine (BMAA), 

présente à de fortes doses dans le régime alimentaire des habitants de l’ile, a été 

incriminée (Bradley WG et al., 2009). Egalement, un haut niveau de pesticides a été 

retrouvé dans le sang de patients SLA au Michigan, suggérant un possible lien avec la 

maladie (Su et al., 2016). On voit ainsi que des toxines pourraient être à l’origine de 

certains cas SLA.  

 

D’autres facteurs de risque ont également été constatés : les traumatismes 

crâniens, la consommation d’alcool, le tabagisme chez les femmes, un IMC faible, une 

forte activité athlétique, des traumas crâniens répétés, les chocs électriques ou encore 

l’exposition à des métaux lourds. Nombre de ces facteurs sont communs à d’autres 

maladies neurodégénératives. Il existe également des comorbidités entre la SLA et 
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certaines maladies, comme le diabète de type I ou des maladies auto-immunes (Ingre et 

al., 2015). 

 

Concernant la DFT, on retrouve des facteurs communs avec la SLA comme les 

maladies auto-immunes ou les traumas crâniens. L’obésité pourrait aussi être corrélée 

avec ces maladies (Rasmussen et al., 2018). Parmi les facteurs à risque, certains sont 

spécifiques à des formes particulières de démence. Ainsi, il a été observé une prévalence 

significative de maladies cardiovasculaires parmi les patients atteints du variant 

comportemental de la DFT, tandis que les maladies auto-immunes seraient plus souvent 

associées au variant sémantique de l’APP. Plus surprenant, un haut niveau d’éducation 

est constaté chez les patients atteints de ces démences (Chen et al. 2009).  

 

B – Aspects génétiques majeurs des SLA/DFT 

 

Nombre des formes sporadiques de SLA/DFT sont d’origine génétique. A ce jour, 

plus de 100 gènes ont été identifiés comme étant impliqués dans ces pathologies, 

témoignant de leur forte composante héréditaire (Cirulli et al., 2015 ; Ciani et al 2019). La 

plupart de ces gènes ont une contribution mineure et une faible pénétrance. Pour l’instant, 

nous ne savons pas si ces gènes, combinés avec des facteurs environnementaux, 

déclenchent les SLA/DFT ou bien s’ils constituent un modèle polygénique de la maladie. 

Dans cette partie, nous ne discuterons que des gènes majeurs impliqués dans la SLA et la 

DFT. 

 

 1 – La mutation du gène SOD1 dans la SLA 

  

En 1993, des mutations du gène SOD1, codant pour la Superoxide dismutase-1, 
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ont été mises en évidence au sein d’une famille où la SLA se transmettait héréditairement 

(Rosen et al., 1993). Les mutations dominantes de SOD1 sont retrouvées dans 13% des 

formes familiales de la SLA et dans 1 % des formes sporadiques. Plus de 170 différentes 

mutations ont été identifiées au sein de ce gène qui code pourtant pour une protéine de 

seulement 153 acides aminés. Certaines mutations sont connues pour provoquer des 

formes rapides et précoces de la maladie comme A4V, tandis que D90A induit une forme 

lente (Ji et al., 2017).  

Il est important de noter que les mutations de ce gène ne sont impliquées que dans 

la SLA et non dans la DFT.  

 

 2 – La mutation du gène MAPT dans les DFT 

 

De même que le gène SOD1 n’est impliqué que dans la SLA, les mutations qui 

affectent le gène MAPT, codant pour la protéine Tau, conduisent uniquement à des 

formes pures de DFT. Initialement, ces formes furent appelées DFTL-17 – le gène étant 

situé sur le chromosome 17 – mais on privilégie maintenant la dénomination DFT-Tau. 

Ces formes sont le plus souvent associées à un parkinsonisme. Les mutations de ce gène 

sont autosomiques dominantes. On en a dénombré 44 (Clark et al., 1998 ; Hutton et al., 

1998 ; Spillantini et al 1998). 

 

 3 – La mutation des gènes TARDBP et Fus dans la SLA/DFT 

 

Plus de 40 mutations du gène TARDBP (TAR DNA Binding Protein), codant pour la 

protéine TDP-43, ont été retrouvées dans les formes sporadiques (3 %) et familiales (1,5 

%) de SLA, ainsi que dans de rares cas de DFT (Lattante et al., 2013). La plupart de ces 

mutations se trouvent au niveau d’un domaine prion-like – ainsi nommé car la séquence 
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protéique est similaire à celles des prions de levure. 

 

Les mutations du gène Fus sont retrouvées dans 4% des formes familiales de la 

SLA et moins de 1% des formes sporadiques (Lattante et al., 2013). Souvent, les 

mutations de ce gène sont associées à des formes juvéniles (Vance et al., 2009 ; 

Kwiatkowski et al., 2009). 

De même que pour TARDBP, les mutations de Fus sont peu retrouvées chez les 

patients DFT. Par ailleurs, les troubles cognitifs et comportementaux sont très rarement 

observés chez des patients atteints de SLA portant des mutations de ce gène. 

 

  4 – Plusieurs gènes impliqués dans la protéostasie sont retrouvés mutés 

dans les SLA/DFT 

 

VCP, UBQLN2 et SQSTM1 sont trois gènes codants pour des protéines qui jouent 

un rôle régulateur dans l’homéostasie protéique. Ainsi, VCP est une enzyme qui cible des 

substrats destinés à être dégradés par le système ubiquitine-protéasome (UPS) (Xu et al., 

2011) tandis que UBQLN2 code pour l’ubiquilin-2, un autre régulateur essentiel de ce 

système de dégradation (Ko et al., 2004). SQSTM1 marque des substrats à digérer par 

l’UPS (Seibenhener et al., 2004) mais permet aussi de diriger les agrégats protéiques vers 

l’autophagie (Bjørkøy et al., 2006). 

Comparativement aux mutations que nous avons vues précédemment, celles 

affectant la protéostasie sont moins fréquentes dans les SLA/DFT. Le dérèglement de la 

protéostasie dans ces pathologies n’est pas le mécanisme principal de la dégénérescence 

neuronale, mais il est un facteur favorisant un phénomène majeur observé dans les 

SLA/DFT : l’agrégation protéique.  
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Figure 4 : Contributions génétiques dans la SLA et la DFT. En abscisse et en ordonnée 

sont respectivement indiqués les phénotypes SLA et DFT. Un gradient (orange) indique si 

les gènes mutés participent à des pathologies polygéniques ou monogéniques. Un 

deuxième gradient (bleu) indique la pénétrance des mutations. Adaptée de Ji et al., 2017. 

 

 C – Diversité de l’agrégation protéique dans les SLA/DFT  

 

1) L’agrégation de la protéine SOD1 

  

SOD1 est une protéine ubiquitaire qui a principalement un rôle d’antioxydant. 

Composé de 153 acides aminés, elle fonctionne en homodimère et convertit les radicaux 

superoxide en dioxygène et peroxyde d’hydrogène (Sea et al., 2015). 

Bien que nous ne connaissions pas le mécanisme par lequel chacune des 
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centaines de mutations affectant le gène SOD1 engendre une pathologie SLA, il 

semblerait que cela ne soit pas dû à une perte de fonction du gène. En effet, la délétion 

totale de SOD1 n’engendre aucun symptôme moteur chez la souris, alors qu’on les 

observe chez des animaux transgéniques possédant des mutations du gène retrouvées 

chez des malades (Reaume et al., 1996 ; Gurney et al., 1994 ; Tu et al., 1996). Il apparait 

que cette toxicité par gain-de-fonction soit due à l’agrégation de la protéine SOD1, 

observable dans le cerveau des patients SLA/DFT. Ces agrégats de SOD1 se retrouvent 

essentiellement au niveau de la moelle épinière qui est l’une des deux régions 

principalement lésées dans la SLA (Johnston et al., 2000 ; Jonsson et al., 2004 ; 

Zetterström et al 2007). Ces observations suggèrent que l’assemblage de la protéine 

SOD1 en agrégats serait responsable de la destruction des neurones moteurs.  

Seulement, ce mécanisme ne suffit pas à expliquer toutes les formes de la SLA, les 

agrégats de SOD1 n’étant retrouvés que chez 2% des patients (Fig. 5). 

 

 

Figure 5 : Proportions des protéines formant des inclusions insolubles dans la SLA et la 

DFT (Ling et al., 2013). 
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2) L’agrégation de la protéine Tau 

  

Tau est une protéine exprimée essentiellement au niveau des axones des neurones 

et, dans des proportions nettement plus faibles, dans les astrocytes et les 

oligodendrocytes (Schoenfeld et al., 1994 ; M Chin et al., 2005). Son gène comporte 16 

exons et permet, par épissage alternatif, la production de 6 isoformes différents : 0N3R, 

0N4R, 1N3R, 1N4R, 2N3R et 2N4R (Himmler et al., 1989 ; Andreadis et al., 1995).  

Deux types d’épissage ont lieu lors de la maturation des ARNm. Un épissage au 

niveau amino-terminal produira des protéines de longueurs différentes : 0N, 1N (+29 

acides aminés) ou 2N (+ 58). De même, une région, comportant des séquences de liaison 

aux microtubules, est aussi la cible d’un épissage conduisant à la production de protéines 

avec 3 ou 4 domaines répétés : 3R et 4R. Chez un individu sain, le ratio protéique 3R:4R 

est de 1:1 (Goedert et al., 1991). En se liant aux microtubules par ces séquences 

répétées, la protéine Tau assure l’assemblage et la stabilité du cytosquelette (Cleaveland 

et al., 1977 ; Harada et al., 1994). Cette fonction est régulée par de nombreux sites de 

phosphorylation (Billingsley et al., 1997).  

Les mutations affectant le gène MAPT peuvent avoir un impact sur l’épissage des 

domaines répétés ou sur l’état de phosphorylation de la protéine. Les mutations favorisant 

la forme 4R entrainent l’agrégation de la protéine. Des mutations favorisant l’état de 

phosphorylation auront le même effet (Clark et al., 1998 ; Hutton et al., 1998 ; Spillantini et 

al 1998).  

L’agrégation de cette protéine dans le système nerveux est responsable de 

nombreuses pathologies regroupées sous le nom de Tauopathies. Parmi celles-ci, on 

retrouve la maladie d’Alzheimer mais aussi près de la moitié des DFT (Fig. 5). Ces 

pathologies sont subdivisées en fonction du ratio 3R:4R des corps d’inclusions. 

La DCB ainsi que la PSP sont des pathologies où l’isoforme 4R est dominant. Pour 
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les DFT où les protéines 3R sont les plus abondantes, on parle de Maladie de Pick, bien 

que cette dénomination regroupe des pathologies aux manifestations cliniques diverses 

(Irwin et al., 2015). 

 

3) L’agrégation de la protéine TDP-43 

 

L’étude histologique de cerveaux de patients atteints de DFT a permis de mettre en 

lumière la présence d’inclusions cytoplasmiques négatives pour Tau et positives pour la 

protéine TDP-43 (Arai et al., 2006). Contrairement aux agrégats de SOD1 ou de Tau, ceux 

de TDP-43 se retrouvent tant chez des patients SLA que DFT. Cette observation renforça 

l’idée d’un continuum entre ces pathologies.  

Dans la quasi-totalité des cas de SLA (97%), on retrouve TDP-43 sous forme 

agrégée. Dans la DFT, les assemblages de cette protéine sont aussi courants que ceux 

de Tau (45%) (Fig.5). Ils sont présents dans les formes familiales et sporadiques des deux 

maladies. 

 

TDP-43 est une protéine ubiquitaire de 414 acides aminés. Elle est majoritairement 

retrouvée au niveau du noyau, mais peut se délocaliser au niveau du cytoplasme pour 

assurer de nombreuses fonctions essentielles au métabolisme des ARN : l’épissage, le 

transport et la traduction d’ARNm, la synthèse de micro-ARN et la formation de granules 

de stress en interagissant avec des complexes de la classe hnRNPs (heterogenous 

nuclear ribonucleoproteins) ainsi que d’autres facteurs (Lagier-Tourenne et al., 2010 ; 

Buratti et al., 2012). Cette protéine possède un site de localisation nucléaire (NLS) dans 

sa partie N-terminale, deux sites de reconnaissance à l’ARN, un domaine d’export 

nucléaire et, en C-terminal, un domaine prion-like (Lattante et al. 2013).  

La majorité des mutations se situe dans la région C-terminale et favorise 
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l’agrégation de TDP-43. Il a été démontré que la délocalisation de la protéine depuis le 

noyau jusqu’au cytoplasme induisait aussi son agrégation (Winton et al., 2008). A90V, une 

mutation située au niveau du site de localisation nucléaire, est la seule mutation de TDP-

43 qui induise son accumulation cytoplasmique (Barmada et al., 2010). Cependant, la 

plupart des patients ayant une pathologie TDP-43 n’ont pas de mutation directe sur le 

gène TARDBP.  Par ailleurs, ces formes sont indiscernables de celles où le gène est muté 

(Pamphlett et al., 2009).  Les raisons de la déplétion nucléaire de TDP-43 restent mal 

comprises.  

 

4) L’agrégation de la protéine FUS/TLS 

 

FUS (Fused in Sarcoma), aussi appelé TLS (Translocated in Sarcoma), possède de 

nombreux aspects fonctionnels et pathologiques communs avec TDP-43. En effet, cette 

protéine nucléaire qui appartient à un complexe de la classe hnRNPs (Calvio et al.,1995) 

est impliquée dans la transcription, l’épissage et le transport d’ARN (Lagier-Tourenne et 

al., 2012 ; Colombrita et al., 2012). On retrouve également dans son domaine C-terminal 

la plupart des mutations. Cette séquence contient un site de localisation nucléaire qui, 

lorsqu’il est muté, conduit à une translocation cytoplasmique de FUS et à son agrégation 

(Dormann et al., 2010). D’autres mutations, situées au niveau d’un domaine prion-like 

entrainent aussi l’agrégation de la protéine (Vance et al., 2009 ; King et al., 2012). 

Plusieurs de ces mutants sont retrouvés chez des patients atteints de formes juvéniles de 

la SLA (Baümer et al., 2010 ; Belzil et al., 2012 ; Yamashita et al., 2012). 
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 D – Les SLA/DFT, des maladies de type prion et du dérèglement des ARN 

 

1) L’agrégation protéique dans les pathologies neurodégénératives et le 

concept de maladies de type prion 

 

L’agrégation protéique est indubitablement un mécanisme biochimique majeur 

ayant lieu dans la SLA/DFT. Ce phénomène est commun à plusieurs maladies 

neurodégénératives, parmi lesquelles on trouve les maladies de Creutzfeld-Jakob, 

Parkinson, Alzheimer ou encore Huntington (Renner et Melki, 2014). Dans ces 

pathologies, certaines protéines forment des agrégats qui constituent des plaques 

extracellulaires ou des inclusions cytoplasmiques dans le système nerveux (Tab. 1). Cette 

agrégation est un phénomène délétère et rendrait compte de la dégénérescence 

neuronale dans les pathologies évoquées. 

 

  

 

Tableau 1 : Les principales protéinopathies, les protéines agrégées et la localisation 

de leurs dépôts. Adapté de Renner et Melki, 2014. 

 

Dans un contexte non-pathologique, les protéines adoptent spontanément la 

structure essentielle à leur fonction ou par interaction avec d’autres partenaires cellulaires. 

Ceci dit, une protéine peut adopter de multiples conformations (Fersht, 1999). Leur état de 

stabilité dépend de plusieurs facteurs. Les contacts intra- et inter-moléculaires ainsi que 
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les conditions physico-chimiques, telles que la température, la force ionique ou encore 

l’acidité du milieu, sont autant de paramètres décidant de la stabilité et des équilibres entre 

les conformations protéiques. Ces états sont dynamiques et réversibles.  

 

Lorsque des mal-conformations protéiques persistent, des protéines appelées 

chaperons moléculaires les prennent en charge (Hartl et al., 2011). Leur rôle consiste à 

replier correctement la protéine mais elles peuvent également agir dès la synthèse 

protéique. Si ce système n’est pas en mesure de corriger la structure protéique, un 

système de dégradation prend le relais, le système UPS (Ubiquitin-Proteasome System) 

(Goldberg, 2003). Ce système fait intervenir différents complexes de protéines. En premier 

lieu, des ubiquitines ligases vont marquer la protéine à dégrader en ajoutant covalemment 

des chaines de poly-ubiquitine aux lysines. Ces étiquettes sont des signaux reconnus par 

la cellule pour orienter le substrat marqué vers un complexe enzymatique appelé 

protéasome. L’activité catalytique de ce complexe dégrade la protéine dont les acides 

aminés sont ensuite recyclés (Glickman et Ciechanover, 2002). 

 

 Malgré ces systèmes prévenant l’intégrité des structures protéiques, il arrive que la 

cellule n’arrive pas à prendre en charge certains polypeptides mal-repliés. Dans des 

contextes pathologiques, des protéines ayant la même séquence et la même conformation 

peuvent s’assembler en formant des feuillets β entre chaque monomère (Fig. 6). On 

appelle ces assemblages très stables des agrégats amyloïdes (Barrow et al., 1992 ; Pan 

et al., 1993 ; Conway et al., 2000 ; Chen et al., 2002). Leur morphologie est le plus 

souvent fibrillaire. Ces assemblages s’amplifient en incorporant d’autres monomères à 

leurs extrémités. Plus les agrégats sont de taille importante, plus ils sont stables et 

résistants. (Brundin et al., 2011). Ils peuvent se fragmenter en de plus petits assemblages 

qui se propagent et s’amplifient. 
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 Ces amyloïdes sont considérés comme toxiques soit parce qu’ils entrainent la perte 

de fonction de la protéine séquestrée dans l’agrégat, soit par des gains de fonctions 

inhérents à leur nouvelle structure. Si les assemblages sont extracellulaires, ils peuvent se 

lier à la surface des cellules. Cette liaison s’accompagne de changements délétères pour 

la cellule comme la perméabilisation de la membrane, la réorganisation de ses 

constituants lipidiques et protéiques par regroupement autour des agrégats, mais aussi la 

déformation de la cellule (Kayed et al., 2004 ; Smith et al., 2009 ; Shrivastava et al., 2015 ; 

Shrivastava et al., 2019). Une fois internalisés, les assemblages ont montré qu’ils 

échappaient aux compartiments endosomal-lysosomal. En effet, les fibres sont capables 

de recruter la protéine soluble de la cellule (Ren et al., 2009 ; Bousset et al., 2013 ; Frost 

et al., 2009). La rupture du lysosome induit par le passage des agrégats  peut libérer au 

passage des composants lysosomaux dangereux pour la cellule, comme la Cathepsin B 

qui produit des dérivés réactifs de l’oxygène (Freeman et al., 2013). Egalement, les 

assemblages présents dans le cytosol peuvent perturber l’ensemble de l’homéostasie 

protéique en saturant les systèmes de chaperons moléculaires et UPS.  

 

Aujourd’hui ces assemblages sont largement considérés comme responsables de 

la destruction des cellules nerveuses dans les maladies neurodégénératives. On retrouve 

ainsi l’α-synucléine présente sous forme fibrillaire dans la maladie de Parkinson, mais 

aussi le peptide Aβ et la protéine Tau dans la maladie d’Alzheimer (Tab. 1).  

Un débat persiste quant à savoir si les dépôts composés de ces assemblages sont 

des espèces toxiques, ou bien si elles constituent un moyen de défense de la cellule 

contre des oligomères de plus petites tailles.  
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Figure 6 : A : Schéma de l’agrégation amyloïde d’une protéine. Cette protéine est 

représentée dans un état intermédiaire, non structurée, à gauche. Elle peut acquérir parmi 

ses différentes conformations possibles, une capable de s’agréger. Si la protéine en 

rencontre d’autres de même séquence et conformation, elles s’assemblent par 

l’intermédiaire d’interactions inter-moléculaires de type feuillet β, formant ainsi des 

oligomères de nature amyloïde. Des monomères peuvent s’en détacher, mais plus les 

oligomères sont allongés, plus les assemblages deviennent stables. La stabilité de ces 

agrégats fibrillaires est d’autant plus forte que des liaisons latérales se forment entre eux. 

Les assemblages de longues tailles peuvent également se fragmenter, créant ainsi de 

plus petites fibres pouvant aussi s’allonger et ainsi propager l’amyloïde dans l’organisme. 

Adaptée de Melki, 2018.  B : Représentation 3D basée sur l’analyse par RMN du solide 

d’assemblages formés par le peptide  Aβ(1–42) qu’on retrouve sous forme agrégée dans 

la maladie d’Alzheimer. Dans cette structure, deux molécules sont présentes à chaque 

niveau de la fibre. Les brins β sont représentés par des flèches. Adapté de Wälti et al., 

2016. C : Différences structurales entre deux souches d’α-synucléine : les fibres (rouge) et 

les rubans (bleu). Ces modèles ont été obtenus à partir d’analyse en RMN du solide des 

assemblages d’α-synucléine. Les angles Ψ de chaque résidu ont été déterminés par le 

logiciel de prédiction TALOS. Les feuillets β sont représentés par des flèches au-dessus 

du graphique. Adaptée de Bousset et al., 2013. 
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Les propriétés de propagation et de toxicité des agrégats protéiques dans ces 

pathologies neurodégénératives ont permis de les classer comme des maladies de type 

prion (Brundin et al., 2011). Le concept du prion fut initialement introduit pour désigner le 

comportement infectieux de la protéine PrP dans la maladie de la tremblante du mouton 

puis dans d’autres pathologies associées, parmi lesquelles la maladie de Creutzfeld-

Jakob, du Kuru, l’encéphalopathie spongiforme bovine ou encore l’encéphalopathie des 

cervidés (Prusiner, 1982 ; Bolton et al., 1982 ; Prusiner 1998). Depuis ce concept s’est 

élargi pour désigner d’autres maladies neurodégénératives régies par les mêmes 

mécanismes, mais impliquant d’autres protéines. Il faut toutefois préciser que la protéine 

PrP peut se transmettre d’un organisme à un autre – parfois même entre deux espèces 

différentes. Cette propriété infectieuse est absente dans le cas des autres protéines de 

type prion. Leur propagation se limite aux cellules d’un même organisme. 

Il est à noter qu’une même protéine peut former des assemblages de différentes 

conformations (Fig. 6C). On parle alors de souches (Melki, 2015). Ces souches n’ont pas 

les mêmes propriétés biochimiques et cellulaires. En effet, les résidus présents à la 

surface de ces assemblages diffèrent. La résistance à la protéolyse et les partenaires 

cellulaires sont différents d’une souche à l’autre, bien que celles-ci soient obtenues à partir 

de la même protéine. Cela pourrait expliquer pourquoi une seule protéine, comme l’α-

synucléine, en formant des agrégats de différentes conformations, est impliquée dans des 

maladies distinctes, les synucléinopathies : la Maladie de Parkinson, l’Atrophie 

Multisystématisée et la Démence à Corps de Lewy (Peelarets et al., 2015).  

 

2) Les SLA/DFT sont des protéinopathies multiples appartenant à la famille 

des maladies de type prion 

 

Qu’il s’agisse de Tau (Kirschner et al., 1989), SOD1 (Elam et al., 2003), ou TDP-43 
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(Shimonaka et al., 2016), tous peuvent former des agrégats de nature amyloïde. 

Concernant Fus, seul un mutant retrouvé en clinique a été montré comme appartenant à 

cette famille d’assemblage, mais ce n’est pas le cas des agrégats obtenus à partir de la 

protéine sauvage (Nomura et al., 2014). 

Ces assemblages se comportent-t-ils à la manière de prions? 

 

 L’ajout de fibres de Tau à des cultures cellulaires a montré que ces agrégats 

recrutaient la protéine monomérique et se propageaient de cellule en cellule, témoignant 

de propriétés de type prion (Guo et al., 2011, Frost et al., 2009 ; Kfoury et al., 2012). Ces 

observations ont été validées in vivo par injection de fibres de Tau dans le cerveau de 

souris transgéniques exprimant la forme humaine de la protéine (Clavaguera et al., 2009). 

Les mutants de la protéine SOD1 retrouvés chez des patients atteints de SLA 

forment des agrégats fibrillaires amyloïdes in vitro (Chattopadyay et al., 2008). Ces fibres 

ont également montré leur capacité d’amplification et de propagation in cellulo (Münch et 

al., 2011) et dans des modèles murins transgéniques (Chia et al., 2010 ; Deng et al., 

2006). 

Contrairement à Tau qu’on ne trouve agrégée que dans la DFT et SOD1 dans la 

SLA, TDP-43 est présente sous forme insoluble dans les deux pathologies. Les propriétés 

de type prion de TDP-43 ont été démontrées dans des cultures cellulaires (Furukawa et 

al., 2011). En particulier, l’une de ces études a montré que des agrégats purifiés à partir 

de cerveaux de patients décédés de SLA/DFT reproduisaient ces propriétés (Nonaka et 

al., 2013).  

Des modèles cellulaires ont pu démontrer l’agrégation de la protéine FUS en 

conditions pathologiques, mais pour l’instant la capacité de propagation de ces 

assemblages n’a pas été démontrée (Kryndushkin et al., 2011 ; Nomura et al., 2014).  

Rappelons enfin, que TDP-43 et FUS ont toutes deux un domaine prion-like dans 
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leur séquence. 

 

A l’exception de FUS dont le statut reste incertain, les protéines que l’on trouve 

agrégées dans le cerveau des patients SLA/DFT ont des propriétés de type prion. Malgré 

la diversité des acteurs mis en jeu, ce phénomène est un mécanisme central pour 

comprendre l’étiologie de ces pathologies complexes.  

 

3) La dérégulation du métabolisme des ARN dans les SLA/DFT 

 

La forte implication des protéines TDP-43 et FUS dans les SLA/DFT suggère une 

hypothèse supplémentaire à celle de maladie de type prion. En effet, chez presque tous 

les patients atteints de SLA (98%) ainsi que dans plus de la moitié des cas de DFT, on 

retrouve l’une de ces deux protéines agrégée (Fig. 5). Et, comme nous l’avons vu, les 

deux protéines possèdent de nombreuses analogies  structurales et fonctionnelles. Les 

fonctions majeures qu’occupent ces deux protéines dans le métabolisme des ARN 

indiquent que la dérégulation de cette voie pourrait être un des mécanismes pathogènes à 

l’œuvre dans les SLA/DFT. En effet, FUS cible à peu près de 5,500 ARN dans le cerveau 

humain tandis que TDP-43 en a plus de 6,000 (Lagier-Tourenne et al 2012 ; Sephton et 

al., 2011). La diminution des taux de TDP-43 et de FUS affecte chacun plus de 600 ARNm 

(Lagier-Tourenne et al 2012 ; Rogelj et al., 2012). La perte de leur fonction a donc un 

impact majeur dans l’homéostasie des ARN.  

Appuyant cette hypothèse, une étude a montré que l’agrégation de TDP-43 

induisait un appauvrissement en ARN (Pesiridis et al., 2011). De plus, une perte de 

fonction du gène dans un modèle murin engendre une dégénérescence neuronale et des 

symptômes moteurs typiques de la SLA (Yang et al., 2014). Deux études in vivo similaires 

ont été réalisées sur le gène Fus. Cependant sa délétion complète dans des souris n’a 
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pas pu établir un lien clair entre la perte de fonction et un phénotype rappelant les 

SLA/DFT (Kuroda et al., 2000 ; Hicks et al., 2000).  

Enfin, de nombreuses mutations mineures affectant des gènes ayant des rôles 

similaires à TARDBP et Fus ont été retrouvées chez des patients SLA/DFT. C’est le cas 

des gènes codant pour TAF15 (TATA-binding protein-associated factor 15), EWSR1 

(Ewing’s sarcoma breakpoint region 1), l’angiogenin, la senataxin et l’ataxin-2 (Couthouis 

et al., 2011 ; Couthouis et al., 2012 ; Greenway et al., 2006 ; Chen et al., 2004 ; Elden et 

al., 2010). 

 L’ensemble de ces données appuie l’idée que deux mécanismes de toxicité sont à 

l’œuvre dans les SLA/DFT : l’agrégation de protéines de type prion et la dérégulation de 

l’homéostasie des ARN. 
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III – La présence de répétitions de l’hexanucleotide GGGGCC au niveau du gène 

C9orf72 et la cause génétique principale des SLA/DFT.  

 

 A – Le gène C9orf72 et sa mutation. 

 

 En 2011, deux équipes différentes ont mis à jour la mutation autosomale dominante 

la plus communément retrouvée dans les formes familiales de SLA/DFT (DeJesus-

Hernandez et al., 2011 ; Renton et al., 2011). Cette mutation consiste en la répétition d’un 

hexanucléotide GGGGCC situé au niveau du promoteur ou du premier intron du gène 

C9orf72, appelé d’après son locus (Chromosome 9 open reading frame 72). Le nombre de 

répétitions peut aller jusqu’à des milliers. Il est à noter qu’on retrouve des répétitions de 

cet hexanucleotide d’une longueur inférieure à 30 chez des sujets sains, signifiant que le 

nombre des répétitions est déterminant pour qu’une pathologie se déclare. Par ailleurs, 

dans le cadre des DFT, une étude a montré que plus le nombre de répétitions était grand, 

plus la maladie se déclarait tôt  (Gijselinck et al., 2016). Une autre étude a également 

suggéré que la longueur de ces extensions est positivement corrélée avec la progression 

de la maladie (Nordin et al., 2014). 

 Cette mutation se retrouve respectivement dans ~20 et ~16% des formes familiales 

de SLA et de DFT. Selon les études, on la retrouve également dans 6 à 8% des formes 

sporadiques des deux pathologies (DeJesus-Hernandez et al., 2011 ; Renton et al., 2011 ; 

Majouine et al., 2012 ; Smith et al., 2013). On constate aussi une grande variabilité 

géographique de la fréquence de cette mutation dans les SLA (Smith et al., 2013). 

 La fonction du gène C9orf72 est encore peu comprise. Chez l’homme, ce gène 

donne lieu à trois transcrits issus d’épissages alternatifs qui sont par la suite traduits en 

deux isoformes: un long de 481 acides aminés et un court de 221. La séquence de ces 
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protéines possède une haute similitude avec les DENN (Differentially Expressed in Normal 

and Neoplasia) (Levine et al., 2013). Cette famille de protéines appartient aux facteurs 

d'échange de nucléotide guanine, ou GEF (Guanine Exhange Factors), suggérant que 

C9orf72 aurait la même fonction (Marat et al 2011). Depuis, l’appartenance de C9orf72 à 

ce groupe de protéines a été confirmée (Farg et al., 2014 ; Iyer et al., 2018). De récents 

travaux montrent que C9orf72 serait ainsi impliqué dans différents processus cellulaires tel 

que la régulation du trafic endosomal (Aoki et al., 2017 ; Iyer et al., 2018), l’activité 

lysosomale (Armick et al., 2016) ou encore l’autophagie (Sellier et al., 2016 ; Ho et al., 

2019).  

Les rôles spécifiques des isoformes longs et courts de C9orf72 restent mal compris. 

Des travaux montrent cependant que leurs localisations subcellulaires diffèrent. Ainsi, 

l’isoforme long est présent de façon diffuse dans le cytoplasme, tandis que l’isoforme court 

semble agir au niveau des pores nucléaires (Xiao et al., 2015). 

  

 B – Trois hypothèses sur la pathogénicité de la mutation C9orf72 

 

 Un nombre grandissant d’études tentent d’expliquer comment la mutation du gène 

C9orf72 rendrait compte des maladies SLA/DFT. A ce jour, trois hypothèses ont été 

avancées (Fig. 7) :  

 

1) La perte de fonction du gène C9orf72 induit par la présence des répétitions de 

l’hexanucléotide serait toxique pour la cellule. 

2) Les ARN transcrits à partir de ces séquences répétées seraient délétères en sé-

questrant des protéines nucléaires. 
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3) Les ARN seraient traduits en Protéines à Répétitions de Dipeptides (PRD), toxiques 

pour les cellules, présentes dans une forme agrégée. 

 

1) La perte de fonction du gène C9orf72 

 

  Une forte diminution des transcrits C9orf72 a été remarquée chez les 

patients porteurs de répétitions GGGGCC (Renton et al., 2011), ainsi qu’une diminution 

des quantités de la protéine aux niveaux frontal et temporal (Gijselinck et al., 2016). Ces 

observations pourraient suggérer que la mutation serait délétère en abaissant le niveau 

d’expression du gène C9orf72. Une étude a montré que c’est l’expression de l’isoforme 

long qui est diminué dans le cerveau des patients (Xiao et al., 2015). Deux mécanismes 

ont été proposés pour expliquer cette diminution : l’hypermétylation de l’ADN induite par 

les hexanucléotides répétés et la formation de structures de type G-quadruplex et boucle-

R de ces séquences. 

Les répétitions d’hexanucléotides engendrent une hyperméthylation des ilots CpG 

situés au niveau du promoteur du gène C9orf72 (Xi et al., 2013 ; Xi et al., 2014). Cette 

régulation épigénétique pourrait rendre compte de l’haplo-insuffisance du gène. De plus, 

l’état de méthylation est proportionnel à la longueur des répétitions (Gijselinck et al., 

2016), ce qui pourrait expliquer l’importance de cette dernière dans l’apparition de la 

maladie.  
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Figure 7 : Conséquences de la présence de répétitions de l’hexanucléotide GGGGCC au 

niveau du gène C9orf72 et hypothèses de toxicité. Les séquences d’ADN répétées 

forment des structures en épingles et en G-quadruplex qui interrompent la transcription du 

gène C9orf72, conduisant à son haplo-insuffisance. Les transcrits avortés peuvent 

s’hybrider avec les répétitions GGGGCC d’ADN pour former des boucles-R qui inhibent 

également la transcription de C9orf72. Ces ARN forment aussi des structures en épingle 

et en G-quadruplex. Ces transcrits structurés vont recruter et séquestrer des protéines 

nucléaires, engendrant ainsi de nombreuses défaillances de transcription et de traduction. 

Certains ARN pourront également être transloqués jusqu’au cytoplasme où ils seront 

traduits par un mécanisme indépendant d’un codon d’initiation en protéines à répétitions 

de dipeptides, ces polypeptides sont toxiques pour la cellule. Adaptée de Haeusler et al., 

2014. 

 

 Cela dit, une autre hypothèse a été avancée pour expliquer la diminution 

d’expression de C9orf72. Les répétitions d’hexanucleotides forment des structures d’ADN 

en épingle ou en G-quadruplex qui sont capables d’interrompre la transcription (Haeusler 

et al., 2014) (Fig. 7). Les G-quadruplex se présentent suivant deux topologies différentes : 

parallèle et anti-parallèle (Zhou et al., 2018). A cela s’ajoute que les brins d’ADN et d’ARN 

contenant les répétitions sont capables de s’hybrider pour former des boucles-R. Celles-ci 
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ont des répercussions sur la transcription des séquences voisines (Haeusler et al., 2014 ;  

Walker et al., 2017).  

 

 L’invalidation du gène C9orf72 dans des modèles de poisson zèbre et C. elegans a 

reproduit des symptômes moteurs de type SLA (Ciura et al 2013 ; Therrien et al., 2013). 

Ces résultats semblent appuyer l’hypothèse selon laquelle l’haplo-insuffisance de C9orf72 

serait un élément déterminant dans l’étiologie des pathologies SLA/DFT. Seulement la 

version humaine du gène a une homologie faible avec celles du poisson zèbre ou de C. 

elegans. Elle est bien plus proche de la version murine. Plusieurs modèles de souris 

invalidées pour le gène, ou diminuées dans son expression, n’ont pourtant montré aucun 

des symptômes réminiscents de la SLA/DFT (Koppers et al., 2015 ; Atanasio et al., 2016 ; 

Sudria-Lopez et al., 2016). Seuls des troubles immunitaires ont pu être constatés. 

Il semble que d’autres déterminants moléculaires soient mis en jeu pour expliquer la 

pathogénicité de la mutation C9orf72. 

 

2)  La toxicité des ARN sens et antisens  

 

 Des ARN issus de la transcription sens et antisens des hexanucléotides répétés ont 

été détectés dans le cerveau de patients SLA/DFT (Mori et al., 2013a). On a retrouvé des 

agrégats nucléaires, ou foci, de ces ARN chez des patients porteurs de la mutation 

C9orf72 (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Ces agrégats sont à la fois composés de 

transcrits sens et antisens (Mizielinska et al., 2013 ; Lee et al., 2013 ; Gendron et al., 

2013). La présence de ce matériel agrégé dans les neurones est toxique. En effet, de 

nombreuses protéines nucléaires sont piégées dans ces foci d’ARN. La toxicité résultante 

dépend de la nature des protéines séquestrées par les transcrits agrégés. Par exemple, la 

nucléoline qui est une protéine du nucléole essentielle à la synthèse et à la maturation des 



 

 

 

55 
 

ribosomes est séquestrée dans ces foci d’ARN (Haeusler et al., 2014). S’ensuit une 

dérégulation globale de la machinerie transcriptionnelle. On observe ainsi une 

accumulation d’ARNm non-traduits. Egalement, les protéines SRSF1 et SRSF2 (Sérine-

rich-splicing factor), impliquées dans l’épissage d’ARNm, sont aussi piégées dans ces 

agrégats et n’assurent plus leurs fonctions (Cooper-Knock et al., 2014 ; Hautbergue et al., 

2017). D’autres protéines sont piégés par ces foci, tel ALYREF, impliquée dans le 

transport jusqu’au cytoplasme d’ARNm mature, ou les hnRNP (heterogenous nuclear 

ribonucleoproteins), qui ont pour principal rôle la rétention dans le noyau des ARNm non-

épissés (Lee et al., 2013 ; Cooper-Knock et al., 2014 ; Haeusler et al., 2014). 

 

 Bien que ces agrégats d’hexanucléotides aient un impact majeur sur la machinerie 

transcriptionnelle et traductionnelle des cellules, leur implication dans les SLA/DFT reste 

encore mal comprise. Une étude a pu corréler l’accumulation de ces foci dans le cortex de 

patients DFT avec une apparition précoce de la maladie (Mizielinska et al., 2013), mais 

aucun lien n’a pu être établi avec la dégénérescence neuronale. Ainsi, plusieurs modèles 

de drosophiles reproduisant uniquement la composante ARN des patients ont été réalisés, 

mais ces travaux n’ont montré aucune neurodégénérescence, ni symptôme de type 

SLA/DFT (Mizielinska et al., 2014 ; Moens et al., 2018). Seuls les modèles de drosophiles 

(Mizielinska et al., 2014 ; Solomon et al., 2018) et de souris (Jiang et al., 2016 ; Liu et al., 

2016 ; Herranz-Martin et al., 2017) qui présentent la composante ARN et qui expriment 

aussi les protéines PRD reproduisent la dégénerescence des neurones et des symptômes 

de type SLA/DFT. Ces souris développent des troubles moteurs, cognitifs et 

comportementaux tels que des déficits de mémoire ou de l’anxiété.  

Les PRD semblent donc avoir un rôle plus déterminant que les foci d’ARN dans les 

pathologies liées à la mutation de C9orf72. 
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3)  Les Protéines à Répétitions de Dipeptides 

 

 Les transcrits d’hexanucléotides sont capables de traverser le noyau pour se 

retrouver dans le cytoplasme. Il a été montré que la liaison des ARN à la protéine 

nucléaire SRSF1 pouvait permettre cette translocation (Hautbergue et al., 2017). Par 

ailleurs, l’inhibition de cette liaison induit une diminution de la neurodégénérescence et 

des symptômes moteurs dans des modèles de drosophiles et d’iPSCs (induced pluripotent 

stem cells) issues de patients. L’inhibition de cette voie pourrait donc constituer une 

potentielle cible thérapeutique. 

 

 Une fois présents dans le cytoplasme, les transcrits d’hexanucléotides sont traduits 

suivant un mécanisme indépendant d’un codon d’initiation ATG appelé RANT (Repeat 

associated non-ATG translation) (Mori et al., 2013a ; Ash et al., 2013 ; Zu et al., 2013 ; 

Gendron et al., 2013). Ce mécanisme de traduction rare a lieu en la présence de 

séquences microsatellites répétées formant des structures en épingles (Zu et al., 2011). Il 

a d’abord été mis à jour dans d’autres pathologies, comme l’ataxie cérébrospinale de type 

8 ou la dystrophie myotonique de type 1 (Zu et al., 2011).  

La traduction des ARN sens et antisens d’hexanucléotides étant indépendante de 

codon d’initiation, elle s’effectue dans les 3 cadres de lecture possibles (Fig. 8). Cette 

traduction permet la production de protéines de séquences différentes mais étant toutes 

composées d’une répétition de deux acides aminés, d’où leur nom : Protéines à 

Répétitions de Dipeptides (PRD). Elles sont au nombre de 5. La traduction des ARN sens 

produit les protéines : poly-GA (Glycine-Alanine), poly-GP (Glycine-Proline) et poly-GR 

(Glycine-Arginine) (Mori et al., 2013a). Celle des ARN antisens produit également des 

poly-GP, mais aussi des poly-PA (Proline-Alanine) et poly-PR (Proline-Arginine) (Mori et 

al., 2013b ; Zu et al., 2013 ; Gendron et al., 2013) (Fig. 8). 
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Figure 8 : Les brins sens et antisens d’hexanucléotides sont traduits pour chaque cadre de 

lecture ouvert. Les lectures du brin sens donnent les PRD : poly-GA, poly-GP et poly-PR, 

tandis que les lectures du brin antisens donnent ; poly-PR, poly-GP et poly-PA. 

  

A l’aide d’anticorps, les PRD ont été détectés sous forme d’inclusions 

cytoplasmiques dans le cerveau de patients portant la mutation du gène C9orf72 (Mori et 

al., 2013a ; Mori et al., 2013b ; Ash et al., 2013 ; Zu et al., 2013 ; Gendron et al., 2013). 

Ces agrégats sont présents dans les neurones, mais absents des astrocytes. Il est à noter 

que des anticorps dirigés contre la partie C-terminale des PRD, qui suit les séquences 

répétées, marquent une portion des agrégats (Gendron et al., 2013). En l’absence d’un 

codon stop, la traduction se poursuit donc, pour une partie des transcrits, au-delà des 

répétitions d’hexanucléotides. 

Les PRD sont retrouvés dans de nombreuses structures cérébrales, mais dans des 

proportions variables. Les régions qui sont le plus affectées sont : le cortex frontal, 

temporal, moteur, le cervelet, l’hippocampe, l’amygdale et le thalamus (Ash et al., 2013). 

On retrouve également ces protéines en plus faible quantité au niveau du cortex 
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entorhinal, du tronc cérébral, du putamen, de la medulla et de la moelle épinière. Il est 

intéressant de remarquer que nombre de ces régions sont lésées dans les SLA/DFT. 

Toutefois, les régions les plus affectées par la dégénérescence dans ces pathologies ne 

sont pas tout le temps celles qui sont le plus marquées par les anticorps dirigés contre les 

PRD. Par exemple, la moelle épinière est une région où on retrouve peu de ces protéines, 

bien qu’elle soit l’une des structures les plus affectées dans la SLA. Trois hypothèses sont 

alors envisageables : 

 

1. Les PRD ne sont pas responsables, ou pas entièrement responsables, de la dégé-

nérescence neuronale dans les SLA/DFT. 

2. Les travaux histologiques étant réalisés sur les cerveaux de patients décédés, cer-

taines régions cérébrales sont déjà détruites, ce qui pourrait expliquer un marquage 

plus faible. 

3. Une faible quantité de PRD hautement toxiques pourrait suffire à détruire les neu-

rones des régions les moins marquées.  

4. Certaines cellules pourraient également être plus résistantes ou plus vulnérables 

que d’autres à ces protéines. 

 

Il faut préciser que la quantification des PRD la plus exhaustive effectuée jusqu’ici a 

été réalisée avec des anticorps polyclonaux qui reconnaissent tous les PRD (Ash et al., 

2013). Pourtant, il est possible que les 5 protéines n’aient pas la même toxicité et soient 

présentes à des taux différents d’une région à une autre.  

Bien que nous ne connaissions pas la répartition de chacun d’entre eux pour toutes 

les structures cérébrales affectées, des études, qui ne se sont concentrées que sur les 

régions les plus marquées, ont révélé que les concentrations entre PRD étaient 

significativement différentes. Les plus abondants sont les poly-GA et poly-GP. Les poly-
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PA, poly-PR et poly-GR sont détectés à des niveaux plus faibles (Mori et al., 2013a ; Zu et 

al., 2013 ; Gendron et al., 2013). Malgré cette tendance générale, la concentration relative 

des PRD varie d’une région à l’autre. De plus, des ratios de PRD différents d’un patient à 

l’autre ont déjà été observés (Zu et al., 2013).  

Ces observations restent à être généralisées à tout le système nerveux. 

 

La toxicité des PRD a été confirmée par de nombreuses études. En effet, que ce 

soit dans des modèles cellulaires (May et al., 2014 ; Yamakawa et al., 2015 Chang et al., 

2016 ; Flores et al., 2016), de drosophiles (Solomon et al., 2018 ; Wu et al., 2018) ou de 

souris (Zhang et al., 2018 ; Hao et al., 2019), les PRD seuls suffisent à reproduire la mort 

cellulaire et les symptômes observés dans les SLA/DFT.  

 

Ainsi, parmi les trois hypothèses évoquées plus haut, il apparait que celle 

concernant la toxicité des PRD soit la plus pertinente pour rendre compte de la 

pathogénicité de la mutation C9orf72. L’haplo-insuffisance du gène et la toxicité des ARN 

d’hexanucléotides prennent certainement part à la maladie, mais ne sont pas suffisantes 

pour en expliquer les principaux aspects. 
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IV – Mécanismes de toxicité des PRD  

 

 A – L’agrégation des PRD 

 

1) Poly-GA est capable de former des fibres amyloïdes in vitro ayant des ca-

ractéristiques de type prion 

  

 L’analyse histologique de cerveaux de patients portants la mutation C9orf72 a 

révélé que les PRD se présentaient sous forme d’inclusions cytoplasmiques de forme 

sphérique ou en étoile (Mori et al., 2013a ; Ash et al., 2013 ; Zu et al., 2013 ; Gendron et 

al., 2013). Ces observations rappellent les caractéristiques des autres protéines agrégées 

dans les SLA/DFT. Les PRD appartiennent-ils aussi à la famille des protéines de type 

prion ?  

 Rares sont les travaux ayant caractérisé le comportement des PRD in vitro. L’une 

de ces études a montré que des peptides poly-GA contenant 15 répétitions s’assemblent 

pour former des agrégats fibrillaires de nature amyloïde (Chang et al., 2016). Une autre 

équipe a montré que parmi les PRD poly-GA, poly-GP et poly-GR ayant 3 ou 6 répétitions, 

les poly-GA ayant 6 répétitions s’assemblent en agrégats amyloïdes non fibrillaires (Flores 

et al., 2016). Les autres peptides formaient peu d’agrégats non-amyloïdiens et de 

morphologies sphériques. De plus, de récents travaux de Cryo-EM ont révélé que 

l’expression de poly-GA contenant 175 répétitions dans des cultures de neurones 

primaires conduisait à la formation d’agrégats plans, semblables à des rubans, de largeur 

variable et ramifiés (Guo et al., 2018).  

 Les fibres de poly-GA sont amyloïdes et sont également capables d’être 

internalisées, de se propager de cellule à cellule, de recruter la protéine monomérique et 



 

 

 

61 
 

de provoquer la mort des neurones (Chang et al., 2016). Ces  caractéristiques 

correspondent à celles des protéines de type prion. Toutefois, ces résultats préliminaires 

doivent encore être reproduits et complétés.   

 Les études réalisées jusqu’ici suggèrent que la protéine poly-GA est celle qui 

s’agrège le plus parmi les PRD. Pour l’instant, c’est aussi la seule de ces protéines qui a 

été montrée comme se comportant à la manière d’un prion. Cette observation pourrait 

expliquer pourquoi c’est ce PRD qu’on retrouve le plus abondamment présent sous forme 

insoluble dans les neurones de patients SLA/DFT. Le peu de résultats obtenus sur les 

autres PRD ne permet pas de conclure sur leur propension à pouvoir s’agréger d’eux-

mêmes. Toutefois, dans les analyses histologiques réalisées sur les cerveaux de patients, 

les inclusions cytoplasmiques sont souvent positives pour plusieurs PRD (Mori et al 

2013a ; Mori et al., 2013b ; Yamakawa et al., 2015). Ainsi, il est possible que certaines de 

ces protéines co-agrègent entre elles ou avec d’autres partenaires. 

 

2) Hypothèses sur l’agrégation des PRD 

 

 Le peu d’informations obtenues sur la nature et la morphologie des agrégats formés 

par les PRD devra être complété. Toutefois, en considérant leur séquence certains points 

essentiels de l’agrégation protéique peuvent nous éclairer quant à l’assemblage de telles 

protéines.  

 

 Il existe deux classes d’agrégats protéiques :  

 

1) Les agrégats amorphes qui ont une morphologie variable. L’incorporation de 

monomères dans ces agrégats n’est pas ordonnée (Stanks et al., 2009). 
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2) Les agrégats amyloïdes sont le plus souvent fibrillaires. Les monomères, as-

semblés en feuillets β, sont disposés de façon perpendiculaire le long de l’axe 

de la fibre (voir Fig. 6). 

 

Contrairement à l’agrégation amorphe, celle amyloïde est organisée. Elle est 

soumise à différentes contraintes. Notamment, la nature chimique des acides aminés est 

déterminante dans la formation des feuillets β.  

L’interface formée par les feuillets β ne contient pas de molécules d’eau. Les brins 

sont légèrement décalés dans le feuillet de façon à ce que les chaines latérales des 

acides aminés puissent se disposer par interdigitation (Sawaya et al., 2007). Cette 

organisation des assemblages amyloïdes est favorisée par les acides aminés 

hydrophobes (Tartaglia et al., 2008).  

Il a aussi été montré que les résidues prolines, de part la contrainte stérique 

qu’induit les coudes qu’ils forment dans les protéines, sont défavorables à la formation de 

feuillets β (Wood et al., 1994 ; Wiliams et al., 2004). Egalement, les résidus aromatiques, 

en créant des interactions π, favoriseraient la formation d’agrégats amyloïdes (Gazit E., 

2002). 

 

Lorsqu’on considère les séquences des 5 PRD, il s’avère que peu d’entre eux 

possèdent une séquence favorisant la formation d’assemblages amyloïdes. Leur 

séquence est peu hydrophobe et n’est composé d’aucun résidu aromatique. De plus, les 

poly-GP, poly-PA et poly-PR sont composés pour la moitié de leur séquence de prolines, 

qui interrompent les feuillets β. Enfin, comme les poly-PR et poly-GR présentent un résidu 

d’arginine tous les deux acides aminés, leur charge électrique est fortement positive dans 

des conditions de pH physiologique. La répulsion de charge entre les chaines latérales 

d’arginines pourrait également contrevenir à la formation d’agrégats. 
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Ainsi, il n’est pas surprenant que pour l’instant seul le poly-GA, dont la séquence 

est hydrophobe, ait été décrit comme formant des assemblages amyloïdes. Il est possible 

que les assemblages des autres PRD soient d’une autre nature. 

 

 Egalement, il est possible que la particularité des séquences des PRD, composées 

uniquement de répétitions d’un dipeptide, puisse avoir un impact sur leur agrégation. En 

effet, les protéines formant des agrégats amyloïdes, comme le peptide Aβ ou l’α-

synucléine, ont leurs monomères alignés face-à-face le long de l’axe de la fibre (Fig. 6B). 

Seulement, la séquence des PRD n’impose pas que les monomères s’alignent face-à-

face. 

 

 La nature répétée de la séquence des PRD rappelle celle de la protéine HTT mutée 

dans la maladie de Huntington. Dans cette pathologie, la répétition d’un codon CAG dans 

la séquence d’ADN de HTT conduit à la production de protéines contenant  une séquence 

de polyglutamine. Au-delà de 36 répétitions, ces séquences répétées induisent 

l’agrégation de la protéine conduisant à la pathologie. La longueur de la séquence de 

polyglutamine est déterminante dans l’assemblage de la protéine et dans l’âge 

d’apparition de la maladie (Duyao et al., 1993 ; Monsellier et al., 2015). Ce déterminisme 

rappelle l’impact du nombre de répétitions de l’hexanucléotide GGGGCC au niveau du 

gène C9orf72 dans les SLA/DFT. Il est possible que les similitudes partagés entre HTT-

polyQ et les PRD se retrouvent aussi au niveau de la structure de leurs agrégats.  

La structure des assemblages de polyglutamine reste encore indéterminée. Une 

récente étude a montré que ces assemblages étaient structurés par des feuillets β et que 

son cœur était organisé par des épingles β (Hoop et al., 2016). Que de telles 

caractéristiques structurales puissent être partagées avec les assemblages de PRD 



 

 

 

64 
 

restent à être établi. 

 

 B – Les différentes voies de toxicité des PRD 

 

1) Les cibles multiples des PRD  

 

 Différents travaux ont montré l’impact délétère des agrégats de poly-GA sur la 

protéostase (Zhang et al., 2014 ; May et al., 2014 ; Yamakawa et al., 2015 ; Guo et al., 

2018). En effet, les assemblages de poly-GA recrutent massivement la sous-unité 26S du 

protéasome (Guo et al., 2018), ainsi que d’autres éléments de l’UPS comme l’Ubiquiline 1 

et 2 ou encore PSMB6 (May et al., 2014). Cette dérégulation a également été observée 

pour les PRD poly-GP et poly-GR (Yamakawa et al., 2015). Un dérèglement de la 

protéostase engendre de nombreuses conséquences qui sont délétères pour la cellule. 

 

 On a aussi observé que la protéine Unc119 était fortement enrichie au niveau des 

agrégats de poly-GA (May et al., 2014). Ce polypeptide assure le développement et le 

maintien des axones. Sa perte de fonction est létale pour les neurones et pourrait 

expliquer la toxicité des fibres. Il est intéressant de noter qu’Unc119 reconnait un motif 

GAGASA sur la transducine, l’un de ses partenaires (Zhang et al., 2011). Ce motif ayant 

une forte homologie avec la séquence des poly-GA, il est fort probable que cela explique 

la co-agrégation des deux protéines. 

 

 Parmi les PRD, poly-GR et poly-PR forment un groupe à part. Leurs mécanismes 

de toxicité divergent des autres. Dans des modèles cellulaires, ils forment des agrégats 

nucléolaires toxiques qui perturbent la synthèse et la régulation des ARN (Wen et al., 
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2014 ; Kwon et al., 2014 ; Yamakawa et al., 2015).  Les PRD riches en arginine lient 

directement les ARN, probablement par leurs résidus hautement basiques.  

Il a aussi été montré que ces deux PRD co-localisent avec des composants des 

pores nucléaires comme la karyophérine, l’importine ou encore l’exportine – perturbant 

ainsi le transport nucléocytoplasmique (Jovičič et al., 2015 ; Boeynaems et al., 2016). Un 

modèle de souris n’exprimant que le PRD poly-GR a également manifesté une 

dérégulation de la machinerie traductionnelle, notamment en séquestrant des sous-unités 

du ribosome et des facteurs d’initiation. Cette souris développait une 

neurodégénérescence progressive, des troubles moteurs et de la mémoire (Zhang et al., 

2018). Ces dérégulations ont été également constatées dans des modèles de drosophiles 

et d’iPSCs humains pour poly-PR (Moens et al., 2019). 

 Ces travaux s’entendent pour affirmer que les PRD poly-GR et poly-PR sont les 

espèces les plus toxiques. Seulement, ces résultats sont difficilement transposables à la 

clinique. En effet, on retrouve de faibles quantités de ces protéines chez les malades. 

Egalement, la présence intranucléaire de ces PRD n’a pas été observée dans le cerveau 

de ces patients.  

 

2)  L’agrégation des PRD engendre-t-elle celles des autres protéines retrou-

vées sous forme insoluble dans les SLA/DFT ? 

 

On retrouve de nombreuses inclusions neuronales chez les patients SLA/DFT 

portant la mutation de C9orf72. Dans la plupart des cas, les inclusions sont positives pour 

les PRD ou pour TDP-43 (Mori et al., 2013a). La localisation des agrégats de TDP-43 

correspond davantage aux lésions neurologiques observées que celle des inclusions de 

PRD (Mackenzie et al., 2013). Bien que la pathologie TDP-43 apparait donc être la plus 

déterminante, il semble que la présence de PRD soit bien corrélée avec plusieurs aspects 
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cliniques de la maladie (Schludi et al., 2015). Par ailleurs, certains patients développent 

une pathologie en présence de ces protéines bien qu’aucun agrégat de TDP-43 ne soit 

retrouvé dans leurs neurones (Mori et al., 2013a ; Mann et al., 2014). Mais dans la plupart 

des cas, les deux pathologies co-existent. Plusieurs études tentent d’expliquer ce 

phénomène. 

 Ainsi, il a été montré que chez des patients DFT, l’agrégation des PRD apparaissait 

avant celle de TDP-43 (Baborie et al., 2014). De plus, on retrouve des inclusions de PRD 

et de TDP-43 dans les mêmes cellules pour certaines régions du cerveau comme 

l’hippocampe, le cortex fronto-temporal et le cervelet. On a également remarqué que des 

inclusions de poly-GA sont parfois entourées d’agrégats de TDP-43 (Mori et al., 2013a). 

Ces observations suggèrent que l’accumulation de PRD sous forme insoluble précède, 

voire provoque, celle de TDP-43.  

 Différentes équipes ont montré que la présence d’agrégats de poly-GA dans une 

cellule induisait une délocalisation de TDP-43 depuis le noyau vers le cytoplasme, 

provoquant ainsi son agrégation (Khosravi et al., 2017 ; Nonaka et al., 2018 ; Solomon et 

al., 2018). Ce phénomène est dépendant de la séquence de localisation nucléaire NLS de 

la protéine (Khosravi et al., 2017) et du nombre de dipeptides des poly-GA (Nonaka et al., 

2018). Bien que toutes ces études s’accordent à dire que les agrégats de poly-GA 

entrainent une agrégation de TDP-43, des résultats contradictoires concernant les autres 

PRD ne permettent pas de conclure sur leur possible implication.  

Le mécanisme responsable de cette co-agrégation reste incompris. Néanmoins, 

comme nous l’avons vu les PRD, et particulièrement poly-GA, provoquent de multiples 

dérèglements de la protéostasie. On peut supposer que l’agrégation de TDP-43 en 

résulte. 

 

 Peu de travaux ont été réalisés concernant la possibilité de dialogue entre les PRD 



 

 

 

67 
 

et les autres protéines agrégées dans les SLA/DFT.  

Une étude a montré que la présence d’hexanucléotides répétés suffisait à induire la 

phosphorylation et l’agrégation de Tau – sans qu’il ne soit précisé si ce sont les répétitions 

d’ADN, d’ARN ou les PRD qui sont responsables de ces évènements (He et al., 2018). 

Pour l’instant, aucune observation similaire n’a été rapportée pour les protéines Fus ou 

SOD1 – bien qu’on puisse retrouver cette dernière agrégée chez des patients ayant une 

SLA/DFT associée à une répétition d’hexanucléotides (Forsberg et al., 2019).  

 

 D’autres travaux doivent être réalisés pour comprendre davantage l’existence de 

protéinopathie mixte dans les SLA/DFT. Il est néanmoins possible que les PRD puissent 

avoir un effet toxique indirect en déclenchant l’agrégation d’autres protéines, comme TDP-

43 –  dont l’importance dans l’étiologie des SLA/DFT n’est plus à démonter.  
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Conclusions 
 

 Bien qu’initialement décrites séparément, la SLA et la DFT se ressemblent sous 

bien des aspects. Plusieurs symptômes, lésions anatomiques ou marqueurs moléculaires 

sont communs aux deux maladies. L’idée que SLA et DFT ne soient plus des pathologies 

séparées, mais les deux pôles d’un même spectre pathologique s’impose de plus en plus.  

 La grande diversité de manifestations cliniques de ces maladies se reflète au 

niveau moléculaire. De nombreux acteurs génétiques et protéiques ont été incriminés pour 

expliquer l’origine de ces pathologies. Ces différents acteurs expliquent en partie la 

diversité phénotypique des SLA/DFT. Deux mécanismes principaux se dégagent de ces 

déterminants : l’agrégation de protéines se comportant à la manière de prions et la 

dérégulation de l’homéostasie des ARN. 

 

 Récemment, la découverte de la mutation la plus communément retrouvée dans les 

formes génétiques de ces maladies a permis de formuler de nouvelles hypothèses sur les 

mécanismes délétères à l’œuvre dans les SLA/DFT. La répétition d’un hexanucléotide 

(GGGGCC) au niveau du gène C9orf72 est une mutation dominante retrouvée tant dans 

chez les patients SLA que DFT. La découverte de cette mutation renforça l’idée d’un 

continuum entre les deux maladies. Trois hypothèses ont été avancées pour rendre 

compte de la part que prenait cette mutation dans la maladie : 

(1) Les modifications structurales de l’ADN induites par ces hexanucléotides diminuent 

fortement le nombre de transcrits de la protéine C9orf72. Cette protéine, encore 

peu connue, interviendrait dans différents processus cellulaires comme l’autophagie 
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ou la régulation du trafic endosomale. Seulement, sa délétion dans des modèles 

animaux n’a pas permis de reproduire des marqueurs essentiels de SLA/DFT.  

(2) Les ARN issus de ces répétitions d’hexanucléotides ont montré une forte toxicité 

dans de nombreuses études. En formant des agrégats séquestrant des protéines 

nucléaires, ces ARN perturbent les machineries transcriptionnelle et traductionnelle 

de la cellule. Pourtant, ce mécanisme n’est pas suffisant pour reproduire le phéno-

mène de dégénérescence neuronale des SLA/DFT et les symptômes qui en décou-

lent. 

(3) La traduction de ces ARN permet la production de 5 Protéines à Répétitions de Di-

peptides (PRD). Ces protéines sont retrouvées sous forme d’inclusions cytoplas-

miques dans de nombreuses structures cérébrales. Ces agrégats en perturbant la 

protéostasie ainsi que la synthèse, le transport et la traduction des ARN sont 

toxiques pour les cellules. Seulement, la corrélation entre les régions marquées 

pour ces protéines et les lésions observées chez les patients n’est que partielle. Par 

ailleurs, la nature des agrégats de PRD reste à élucider. Déterminer l’impact de la 

spécificité de séquence de ces protéines sur la formation d’agrégats représente un 

intérêt particulier pour l’étude biochimique des assemblages de protéines.  

 

 Afin d’unifier les principales voies de toxicité à l’œuvre dans les SLA/DFT, un 

modèle de protéinopathies croisées a été proposé. Il semble ainsi que les PRD 

participeraient à la dégénérescence par plusieurs voies, dont une indirecte mais 

potentiellement dramatique. En effet, l’agrégation de ces protéines induit aussi celle de 

TDP-43, qui est massivement retrouvée sous forme insoluble dans le cerveau des 

patients SLA et DFT. Les inclusions cytoplasmiques de cette protéine sont fortement 

corrélées aux lésions tissulaires. C’est un acteur central de la mort neuronale dans la 

plupart des cas de SLA/DFT.  
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 Ainsi, si la présence de la mutation du gène C9orf72 est impliquée dans 

l’étiologie des SLA/DFT, ce serait, non seulement par les 3 voies évoquées plus haut, 

mais aussi en déclenchant une autre protéinopathie – plus déterminante encore dans 

le cours des maladies. 

 Cependant, ce phénomène ne peut rendre compte de toutes les différentes 

formes de la maladie et de nombreuses autres questions restent en suspend.  
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tled: " Dipeptide Repeat derived from C9orf72 Hexanucleotide Expansions Forms Amy-

loids or natively unfolded structures in vitro”. 

 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and Frontotemporal Dementia (FTD) are linked to 

abnormal repetition of the hexanucleotide GGGGCC within the C9orf72 gene. This muta-

tion account for the most common genetic factor. Aberrant proteins synthesis form 

hexanucleotide repeats produces Dipeptide Repeat Proteins (DPR) which are toxic and 

form insoluble deposits in patient brains. 

In this study, we investigated the structural features of three different DPR proteins encod-

ed by the hexanucleotide repeat GGGGCC, namely poly-Gly/Ala, poly- Gly/Pro and poly-

Pro/Ala. We show that DPR are natively unstructured proteins but that only poly-GA forms 

in vitro fibrillary aggregates of amyloid nature as revealed by infra- red spectroscopy. Re-

markably, these assemblies bind neither Thioflavin T nor Primuline, the commonly used 

amyloid fluorescent dyes. Our findings suggest that, not all of the poly- GA primary struc-

ture is part of fibrils amyloid core. 

 

We consider that this work is of particular interest to the fields of ALS and FTD as it brings 

new insights on the toxicity of mutated C9orf72 gene product. We confirmed the 

amyloidogenic nature of poly-Gly/Ala peptides in vitro, widely considered to be at the origin 

of early onset of ALS and FTD in vivo. 
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Abstract 

 The abnormal repetition of the hexanucleotide GGGGCC within the C9orf72 gene is 

the most common genetic cause of both Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and 

Frontotemporal Dementia (FTD). Different hypothesis have been proposed to explain the 

pathogenicity of this mutation. Among them, the production of aberrant proteins called 

Dipeptide Repeat Proteins (DPR) from the repeated sequence. Those proteins are of 

interest, as they are toxic and form insoluble deposits in patient brains. In this study, we 

characterize the structural features of three different DPR encoded by the hexanucleotide 

repeat GGGGCC, namely poly-GA, poly-GP and poly-PA. We show that DPR are natively 

unstructured proteins but that only poly-GA forms in vitro fibrillary aggregates. Poly-GA 

fibrils are of amyloid nature as revealed by their high content in beta sheets. They neither 

bind Thioflavin T nor Primuline, the commonly used amyloid fluorescent dyes. 

Remarkably, not all of the poly-GA primary structure was part of fibrils amyloid core. 
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Introduction 

 Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease 

that affects both the central and peripheral nervous system leading to impaired motor 

functions and a progressive paralysis of the skeletal muscles. Fronto-temporal dementia 

(FTD), the second cause of dementia after Alzheimer’s disease, is also a 

neurodegenerative disease diagnosed by cognitive and behavioral symptoms. These 

pathologies share numerous clinical and pathological aspects and are now considered as 

the two extremities of the same pathological spectrum, rather than distinct entities.  

 Mutation within the open reading frame 72 of chromosome 9 (C9orf72) is a genetic 

factor shared by both pathologies [1,2]. The mutation consists of hexanucleotide 

(GGGGCC) repetition from 25 to 1000 time in the promotor or intron 1 sequence. It is the 

most common genetic cause for these diseases that account for 16% of familial ALS and 

20% of familial FTD patients. It is also reported in 6 - 8 % of ALS sporadic cases [3].  

 The role of this mutation in the etiology of ALS/DFT is poorly understood. So far, 

three mechanisms have been proposed to explain it: (1) Haploinsuffisency of the gene 

C9orf72, possibly encoding for a GTP Exchange Factor [4–7], (2) Toxicity of the 

hexanucleotide sens and antisens RNA that sequester RNA-binding proteins and other 

factors into insoluble RNA foci [8–10], (3) Unconventional translation of repeated 

hexanucleotide into toxic proteins called Dipeptide Repeat Proteins (DPR) [11–16]. These 

proteins have been shown to be produced independently of any start codon by a rare 

mechanism called repeat associated non-ATG (RAN) translation [11,13–15]. As GGGGCC 

and CCGGGG RNA are translated in all alternate reading frames: poly-GA (Glycine-

Alanine), poly-GP (Glycine-Proline) and poly-GR (Glycine-Arginine) for sense transcripts 

or poly-PA (Proline-Alanine), poly-PR (Proline-Arginine) and also poly-GP for antisense 

transcripts [11,12,14]. Antibodies directed against several DPR stain neuronal inclusions 
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that are p62-positive and TDP-43-negative. Poly-GA seems to be the most abundant DPR 

in the inclusions [13]. Nonetheless, the distribution of DPR aggregates does not 

completely correlate with lesions observed in patient brains [12,13,15,17,18]. It remains 

possible that small amounts of highly toxic DPR may be sufficient to kill cells. Another 

hypothesis is that DPR could trigger TDP-43 aggregation, a major pathological mechanism 

occurring in ALS/FTD [19–23].  

So far, very few studies have been done to characterize the biochemical properties of DPR 

[24,25]. Here, we show that poly-GA, poly-GP and poly-PA DPR are mostly unstructured 

proteins. Only poly-GA form fibrillary aggregates in-vitro. We show, using FTIR 

spectroscopy that GAx34 fibrillar assemblies are of amyloid nature albeit they neither bind 

Thioflavin T nor Primuline, the fluorescent dyes that are considered as markers of amyloid 

aggregates. Interestingly, not all of the poly-GA repeated sequence was involved in fibrils 

amyloid core. 
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Results 

 The DPR proteins were expressed in E. coli and purified by affinity for a 6xhistidine 

Tag on a Cobalt column (see Materials and Methods section). We produced four different 

DPR proteins of distinct composition: PAx50, GAx50, GAx34 and GPx24. The different 

DPR proteins were expressed as fusion proteins with different tags for purification and 

immunodetection purposes (Fig S1).  

 The oligomeric state of the DPR proteins, was determined by assessment of their 

apparent molecular weights by size-exclusion chromatography (SEC). DPR proteins 

freshly solubilized in HFIP were dried and the resulting film was resuspended in PBS 

buffer. All DPR were found soluble after this treatment, except GAx50 protein that forms 

immediately fibrillary aggregates. GAx34 protein in PBS displays two species with 

apparent molecular weights of 21 and 6,4 kDa (Fig 1A, 1G). GAx34 protein presence in 

each peak was confirmed by Western-blot analysis using an anti-V5 antibody (Fig 1D). 

GPx24 protein shows three species (Fig 1B) all of which contain GPx24 protein as 

confirmed by Western blot analysis (Fig 1E). The principal specie has an apparent 

molecular weight of 30 kDa, whereas that of the second is 63 kDa. The third species 

corresponds to aggregated GPx24 protein with an apparent molecular weight over 2000 

kDa (Fig 1G). The species corresponding to peak 3 represents monomeric GPx24 protein. 

Peaks 1 and 2 correspond to oligomeric GPx24 protein. PAx50 protein presents an elution 

profile similar that of GPx24 protein with the major species exhibiting an apparent 

molecular weight of 105 and 32 kDa and a third species corresponding to aggregated 

PAx50 protein (Fig 1C). PAx50 protein species with apparent molecular weight 105 and 32 

kDa were recognized by an anti-FLAG antibody (FIG 1F). Altogether, our results shows 

that all three DPR we produced are of mostly monomeric in nature with varying amounts of 

low and high molecular weight species corresponding to small or larger oligomeric species 
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(Fig S1). 

 We next measured the secondary structure content of the DPR proteins by Circular 

Dichroïsm (CD). The different DPR proteins were prepared as for SEC (Fig 2A). GAx34, 

GPx24 and PAx50 proteins possess random coil structures (Fig 2B). Indeed, 

deconvolution of the CD spectra indicates that over 78% of the polypeptide consists of 

random coil (Fig 2B).  

We next investigated the capacity of the DPR we produced to assemble into higher 

molecular weight species.  We explored various assembly conditions e.g. buffers, 

temperature and agitation. In all explored conditions, GPx24 and PAx50 proteins remained 

mostly soluble with a fraction ranging from 10 to 20% of the proteins forming aggregates of 

amorphous nature (data not shown). In contrast, GAx34 and GAx50 proteins assembled 

into fibrillar aggregates that bundle together in purification buffer or PBS at 4°C, without 

shaking, as observed by transmission electron microscopy after negative staining with 

Uranyl acetate (Fig 3A and 3B). While GAx50 protein assembled within minutes to hours 

into fibrils, GAx34 protein (100µM) assembly into fibrils was slow. Assembly of the poly-GA 

proteins was followed using a sedimentation assay and SDS-PAGE analysis (Fig 3C). 

GAx34 protein (100 µM) assembly into fibrils was complete after 30 days (Fig 3A). 

Interestingly, GAx34 fibrils do not bind the fluorescent dyes Thioflavin T or Primuline that 

are known to bind in a quantitative manner to amyloid fibrils such as those α-synuclein 

forms (Fig 3B).  

We next performed FTIR measurements to determine whether fibrillar GAx34 

protein is of amyloid nature. Fibrillar GAx34 protein FTIR spectrum clearly shows a 

shoulder at 1620 cm-1, indicative of the amyloid nature of the aggregates (Fig 4A). Fourier 

deconvolution of the spectra indicates that 42 % of GAx34 amino acids residues are 

involved in the β-sheet structures within the fibrillar form of the protein. The 58% remaining 

amino acid residues are disordered (Fig 4B). The peak centered at 1628 cm-1 indicates 
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that GAx34 fibrils have cross-β-sheet content and are therefore of amyloid nature. 

Surprisingly, our data clearly indicate that only 40 out of the 68 GA residues are involved 

into the amyloid core of fibrillar GAx34.  
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Discussion 

 DPR have been proposed to be key contributors in C9orf72+ pathologies. Little is 

known about their biochemical properties and the deleterious effect of these proteins is still 

under debate. Here we have characterized the properties of three DPR proteins of 

different lengths: GAx34, GPx24 and PAx50. We have shown that, in PBS, these proteins 

have apparent molecular weights compatible with monomeric or small sized oligomeric 

forms. The three DPR proteins exhibit the characteristics of disordered proteins as 

assessed by CD measurements. 

We did not succeed to assemble GPx24 and PAx50 into fibrils under any of the 

numerous experimental conditions we tested. Amorphous aggregates were obtained 

instead. In contrast, GAx34 and GAx50 proteins readily assembled into fibrils at 4°C. This 

is in agreement with a previous study where synthetic peptides GAx3 and 6 were 

demonstrated to exhibit the highest propensity to aggregate [24]. This is of particular 

interest given that most DPR inclusions in patient brains are GA positive [12,13]. FTIR 

measurements reveal that the fibrillar GAx34 proteins we generated are of amyloid nature, 

in agreement with previous observations made with DPR with little number of repeats (25). 

Altogether, the present findings and previous results suggest that GA DPR assemblies of 

amyloid nature may play a role in neuronal degeneration in ALS/FTD.  

The FTIR measurements we performed indicate that only part of GA repeat is 

involved in the amyloid core of GAx34 fibrils. Whether this observation is relevant to 

pathology remains to be established given that 400 and over GA repeats are associated to 

ALS/FTD in normal population. Still, our result might mean that GA aggregates elongate in 

a way where monomers stack with offset. The repeated nature of their sequence can allow 

such phenomenon, contrary to other aggregation-prone proteins such as Tau or α-

Synuclein [27–31]. This could also account for the poly-GA assemblies with variable width 



 

 

 

91 
 

and bifurcation reported previously [26].  

Contrary to previous observations, we neither observed Thioflavin T nor Primuline 

binding to poly-GA fibrils [24,25]. These fluorescent dyes are often used as markers of 

amyloids assemblies, despite some controversies [32]. The inability of DPR to bind 

canonical amyloid dyes may be due to the lack of key amino acids within primary structure, 

in agreement with previous studies showing a requirement for Tyrosine and Leucine for 

Thioflavin T binding [33,34].  

As indicated above, we were not able to generate fibrillar poly-GP and poly-PA. 

Those DPR are nonetheless detected within neuronal inclusions [12–14]. Thus, they either 

form under conditions we did not explore or co-assemble with other DPR or aggregate into 

amorphous structures such as those we generated that are relocated in neurons, as many 

other proteins, to inclusions containing filamentous poly-GA. The ability of poly-GP and 

poly-PA at different concentrations to co-assemble into fibrils with poly-GA at different 

molar ratio was assessed. Amorphous aggregates together with fibrils were obtained as 

when poly-GP or poly-PA amorphous assemblies are diluted in the presence of fibrillar 

poly-GA (not shown). This suggests that poly-GP and poly-PA do not co-assemble into 

fibrils with poly-GA.  
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Materials and methods 

Dipeptide Repeat Proteins (DPR) cloning and purification 

DNA sequences encoding a V5 tag followed by 34 repeats of GA or 24 repeats of GP were 

subclonned in a bacterial expression vector containing an N-teminal 6xHis-Tag and a TEV 

protease cleavage site (pETM-11 vector, EMBL). Plasmids pAG416-Gal encoding for 

PAx50 and GAx50 were obtained from Addgene. Proteins were expressed in E. coli BL21, 

and purified on 5 mL Talon column (Clontech®) loaded with Cobalt. The proteins were 

eluted with a linear gradient of 12 ml from buffer A (20mM Tris pH 7.5, 250mM NaCl, 5mM 

Imidazole, 1mM βMercaptoethanol, Glycerol 10%, 0.1 mM PMSF) to buffer B (20mM Tris 

pH 7.5, 250mN NaCl, 250mM Imidazole, 1mM βMercaptoethanol, Glycerol 10%, 0.1 mM 

PMSF). Eluted fraction were analysed by SDS PAGE, and proteins were quantified 

spectrophotometrically using a extinction coefficient of ƐGP/GA = 2980 M−1cm−1 and ƐPA = 

4470 M−1cm−1. Proteins were assembled into fibrils at 4°C without shaking for at least 30 

days. 

 

Size-Exclusion Chromatography (SEC) and Western-Blot analysis 

DPR species of different sizes were separated by SEC on a Superose 6 (10/300) column 

(GE Healthcare) equilibrated in 0.1X PBS pH 7.4 at a flow rate of 0.4 ml/min. Elution was 

monitored by measuring absorbance at 280 nm. During elution, fractions were collected for 

Western-Blot analysis using antibodies directed against V5 tag for GAx34 or GPx24 and 

FLAG tag for PAx50. The Superose 6 column was calibrated using Dextran blue 

(2000 kDa), Thyroglobulin (669 kDa), Alcohol Deshydrogenase (150 kDa), BSA (66 kDa), 

and carbonic anhydrase (29 kDa) standards (Sigma). 

 

Circular dichroism 
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CD spectra of GAx34, GPx24 and PAx50 were recorded at 20°C in a Jasco J810 

dichrograph using 0.1 mm pathlength quartz cuvettes (Hellma) containing 20 µL of the 

protein solutions. Proteins were solubilized in HFIP, dried under an N2 stream before 

being dissolved in PBS buffer and analyzed. All spectra were normalized to the mean 

residue weight ellipticity (θMRW) [deg cm² /dmol] using the equation θ(λ)MRW = θ(λ)deg/10cnd 

where θ(λ)deg is the recorded spectra in degrees, d is the path length of the cuvette in 

centimeters, n is the number of amino acid residues, and c is the sample concentration in 

moles per liter. 

 

Electron microscopy  

The morphology of DPR assemblies was examined by transmission electron microscopy 

(TEM) in a Jeol 1400 transmission electron microscope, following adsorption onto carbon-

coated 200 mesh grids and negative staining with 1% uranyl acetate. The images were 

recorded with a Gatan Orius CCD camera (Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA). 

 

Fibrillization kinetics by SDS-PAGE analysis 

Protein fibrillization was followed by disappearence over time of monomeric DPR (100 µM) 

from the supernatant of aliquots withdrawn at different time points from the assembling 

reaction at 4°C after sedimentation at 100,000 g for 30 min using SDS-PAGE following 

Coomasie Blue staining. Quantification was done with ImageLab. Kinetic points are the 

mean of three different experiments ± SEM. 

 

Fourier transform infrared spectroscopy 

GA fibrils were centrifuged for 30 min at 100,000 g at 4 °C then extensively washed 

through three cycles of resuspension and sedimentation with D2O. The spectra were 

recorded on a Bruker Vertex 70 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
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spectrometer equipped with a liquid nitrogen-cooled MCT detector. The background 

consisted of D2O and water vapour. A total of 100 interferograms were collected with a 

resolution of 1 cm−1. The sample were loaded on a single reflection ATR chamber 

(PikeTech). All the spectra were baseline-corrected, smoothed and normalized prior to 

further data processing. The amide I (1,600–1,700 cm−1) band of the spectra was fitted 

using a Gaussian species model centered at 1628, 1648,5, 1667 and 1680 cm-1. During 

the fitting procedure the peak height was free, whereas the width at half-height was 

maintained at <20 cm−1. 

 

Thioflavin T and Primuline fluorescence in presence of GA and α-Synuclein fibrils  

The fibrillary samples were spun at 100,000g for 30 min at 4°C for GA and at 37°C for α-

Synuclein. The pellets were resuspended in PBS at 150 µM and then diluted at different 

concentrations (100, 50, 25 and 10 µM). Samples were incubated with Thioflavin T or 

Primuline (10 µM). Fluorescence was recorded with a Cary Eclipse spectrofluorimeter 

(Varian Medical Systems Inc.) using excitation and emission wavelengths set at 440 and 

480 nm for Thioflavin T and 400 and 480 nm for Primuline. 
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Legends 

Figure 1. Apparent molecular weights of solubilized GAx34, GPx24 and PAx50.  

(A – C) Size-exclusion chromatograms on Superose 6 (10/300) column of GAx34, GPx24 

and PAx50 (150 μM). Samples were solubilized in HFIP and filtred through 0,2 µm pore 

filters and loaded onto the column. Peptides elution was followed by absorbancy at 

280 nm. Column calibration is shown for Dextran blue (>2000 kDa), thyroglobulin 

(670 kDa), β-amylase (200 kDa), BSA (66 kDa) and carbonic anhydrase (29 kDa). All 

spectra were normalized to the highest value. (D – F) Western-Blot analysis of colected 

fractions using antibodies directed against V5 tag for GAx34 or GPx24 and FLAG tag for 

PAx50. (G) Apparent molecular weight of GAx34, GPx24 and PAx50 peaks based on their 

Ve/V0 ratio (see supplemental 1).  

Figure 2. Secondary structure determination of solubilized GAx34, GPx24 and 

PAx50.  

A Circular dichroism spectra of GAx34 (red line), GPx24 (blue line) and PAx50 (green 

line). DPR were all solubilized in HFIP before resuspension in PBS and analysis. All 

spectra were normalized to the mean residue weight ellipticity (θMRW) [deg cm² /dmol] B 

Secondary structure estimation of solubilized GAx34, GPx24 and PAx50 obtained by 

deconvolution of the CD spectroscopic measurements. Deconvolution was performed on 

Dichroweb server using CONTIN algorithm (reference set 7).  

Figure 3. DPR made of poly-GA form fibrillar assemblies that do not bind Thioflavin 

T nor Primuline  

(A, B) Negatively stained TEM of GAx34 and GAx50 fibrillar assemblies obtained by 

incubation at 4°C without shaking. Scale bar, 200 nm (C) poly-GAx34 aggregation followed 

by disappearence over time of monomeric protein (100 µM) from the SDS-PAGE gel. 

Aliquots of GAx34 were taken during assembly and analyzed by SDS-PAGE followed by 
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Coomasie Blue staining (inset). Quantification was done by comassie signal integration 

using ImageLab. Quantification is shown as the average and SEM of three independant 

experiments. (D) Thioflavin T and Primuline (10 µM)  binding assay with increasing 

concnetration of GAx34 fibrils (●) and control amyloid fibrils made of alpha synuclein aSyn 

(X). Fluorescence intensity was recorded using excitation and emission wavelengths set at 

440 and 480 nm for Thioflavin T  and 400 and 480 nm for Primuline. Quantification are 

shown as the average and SEM of three independant experiments. 

Figure 4. Deconvoluted FT-IR spectrum of GA fibrils 

(A) GAx34 fibrils deconvoluted FT-IR spectrum. GAx34 fibrils were washed 3 times in D2O 

with repeated cycles of spinning/resuspension. FTIR spectra (thick line), Fourier 

deconvolution (thin lines) and curve fit (dashed line) data are presented. FT-IR spectrum 

was fitted using a Gaussian species model centered at 1628, 1680 (ß-sheets), 1649 

(disordered and α helix) and 1667 (loops) cm-1. (B) Secondary structure estimation fo 

GAx34 fibrils obtained by deconvolution of FTIR spectrum. The percent of the Area and 

the associated number of peptide bonds are listed for each structure assignment. 

Supplemental Figure 1. Sequence DPR use in this study  

The His tag and TEV cleavage site are common to all DPR studied. An V5 TAG is present 

upstream to GAx34 and GPx24, while a Myc and FLAG tag are present downstream to 

GAx50 and PAx50 sequences.  

Supplemental Figure 2. Calibration of Superose 6 (10/300) column   

A Size-exclusion chromatograms of molecular weights markers (1 : Blue Dextran, 2 : 

Thryoglobulin,  3 : Alcohol deshydrogenase, 4 : BSA, 5 : Carbonic deshydrogenase). B 

Calibration curve derived from molecular weight standards. The ratio Ve/V0 relate to the 

elution volume of the proteins divide by the dead volume (elution volume of Blue Dextran). 

Molecular weights are presented on a log scale. Exponential regression’s equation is 

presented on the graph.  
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II – Propriétés cellulaires de protéines à 
répétitions de dipeptides et de leurs 

assemblages  
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 Ce travail est le fruit d’une collaboration avec l’équipe du Professeur Mimoun 

Azzouz. Les expériences ont été réalisées par Paolo Marchi, étudiant en thèse, à partir 

d’échantillons protéiques que j’ai préparé. Ce travail est en cours, nous ne présenterons ici 

qu’une partie des résultats obtenus.  

 

Objectif de l’étude   

 La part de mon travail dans ce projet a été de produire différentes Protéines à 

Répétitions de Dipeptides (PRD) et de réaliser leurs assemblages. J’ai marqué ces 

protéines avec l’Atto-550, un composé fluorescent qui se lie aux amines primaires. A partir 

de ce matériel, Paolo Marchi explore les différentes propriétés cellulaires de ces PRD. 

L’internalisation, la localisation intracellulaire et la toxicité de ces protéines sont testées 

dans différents modèles cellulaires. 

 

Préparation et marquage des Protéines à Répétitions de Dipeptides 

(PRD) et de leurs assemblages 

 Une séquence d’ADN encodant pour une protéine possédant un tag V5 et 34 

répétitions du dipeptide GA a été sous clonée par Audrey Coens et Luc Bousset dans un 

vecteur d’expression bactérien possédant un tag 6xHis, suivi d’un site de clivage à la 

protéase TEV en N-terminal (pETM-11 vector, EMBL). Un plasmide pAG416-Gal encodant 

pour une protéine contenant 50 répétitions du dipeptide PA, un TAG 6xHis et un site de 

clivage à la TEV en N-terminal, les TAG Myc et FLAG en C-terminal (Addgene) a 

également été utilisé. Les deux protéines ont été exprimées dans E. coli, puis purifiées sur 

une colonne Talon de 5 mL  (Clontech®) chargé avec du Cobalt. Les protéines ont été 

éluées avec un gradient linéaire depuis 12 mL d’un tampon A (20mM Tris pH 7.5, 250mN 

NaCl, 5mM Imidazole, 1mM βMercaptoethanol, Glycerol 10% PMSF 0.1 mM) jusqu’à un 
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tampon B (20mM Tris pH 7.5, 250mN NaCl, 250mM Imidazole, 1mM βMercaptoethanol, 

Glycerol 10% PMSF 0.1 mM). Les fractions éluées ont été analysées sur gel SDS-PAGE 

et la quantité de protéines a été déterminée par spectrophotométrie en utilisant les 

coefficients suivants : ƐGAx34 = 2980 M−1cm−1 et ƐPAx50 = 4470 M−1cm−1. Le peptide GAx34 

a été assemblé en fibres pendant 30 jours à 4°C sans agitation. Les fibres ont ensuite été 

centrifugées à 100 000 g, 30 min à 4°C, puis lavées avant d’être marquées à l’Atto-550 

(Atto-Tec #AD550-35) pendant 1h à température ambiante à un ratio molaire Atto:GA = 

1:1. Le marqueur non-lié a été retiré par centrifugation à 100 000 g, 30 min à 4°C. Les 

assemblages marqués ont été soniqués pendant 5 min et congelés à l’azote liquide avant 

d’être stockés à -80°C. Les préparations non-fibrillaires de GAx34 et de PAx50 ont été 

solubilisées 24h en HFIP. L’HFIP a ensuite été évaporé avant de reprendre les peptides 

dans un tampon PBS contenant l’Atto-550. Le marquage a été réalisé dans les mêmes 

conditions que les fibres. L’Atto-550 non-lié a été neutralisé par ajout de 1mM de Tris. Ces 

préparations sont considérées comme des oligomères de petites tailles (voir article). 
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Les protéines à répétitions de dipeptides sont internalisées par des 

cellules souches pluripotentes reprogrammées en astrocytes 

(iAstrocytes) 

 

Les iAstrocytes ont été exposés pendant 24h à 1µM d’assemblages oligomériques ou 
fibrillaires des protéines à répétitions de dipeptides (PRD) GAx34 et PAx50. Après 
plusieurs lavages avec du PBS pour retirer les assemblages du milieu, les cellules ont été 
fixées et le réseau de vimentine ou CD44 décoré par des anticorps spécifiques (vert). (A) 
L’internalisation des PRD est montrée par microscopie super-résolutive (Zeiss LSM 880 
Airyscan) en utilisant des vues orthogonales d’images en Z-stacking de cellules marquées 
pour la vimentine (n = 2). (B) L’internalisation a ensuite été quantifiée par microscopie 
confocal (Perkin Elmer Opera Phenix) en utilisant le logiciel Columbus sur des cellules 
marquées pour CD44. Sur le graphique est montré le pourcentage d’iAstrocytes ayant 
internalisés au moins un agrégat de PRD (n = 2). 
Echelle, 10 µm sur chaque image. 
 
 

Conclusions et perspectives 

 Ces données préliminaires indiquent que les assemblages de PAx50 et de GAx34 

sont internalisés dans des iAstrocytes. Parmi les différents agrégats testés, les fibres de 

GAx34 sont ceux qui s’internalisent le plus, alors que les oligomères de ce même PRD ne 

pénètrent que très peu dans les cellules. Cette observation pourrait représenter l’une des 

voies possibles parmi lesquelles les PRD se propagent à travers le système nerveux des 

patients atteints de Sclérose Latérale Amyotrophique ou de Démence Fronto-Temporale. 

 Ces résultats devront être comparés avec ceux obtenus sur d’autres types 
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cellulaires, comme les neurones. 

 Les oligomères et les fibres de GAx34 sont observables au niveau du cytoplasme et 

à la périphérie du noyau. Paolo Marchi a montré qu’une partie des assemblages 

internalisés sont retrouvés dans les lysosomes. Dans quel autre compartiment 

intracellulaire ils sont localisés reste à être établi. 

 La toxicité de ces PRD et de leurs assemblages est en cours d’étude dans 

différents modèles cellulaires.  
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I – Conclusions  
 

Durant ma thèse, j’ai pu : 

 

(1) Produire plusieurs PRD (GPx24, GAx34, GAx50, et PAx50) et déterminer leur état 

d’oligomérisation et leur structure en solution. 

(2) Etablir leurs conditions d’agrégation et démontrer la nature amyloïde des fibres de 

GAx34. 

(3) Marquer les oligomères de ces PRD et des fibres de GAx34 dans le cadre d’une 

collaboration avec l’équipe du Pr. Mimoun Azzouz de l’Université de Sheffield.  

 

 A – Production de PRD et caractérisation de leur structure en solution. 
 

 De nombreuses études de toxicité ont déjà été réalisées sur les PRD dans des 

modèles cellulaires ou animaux. Mais à ce jour, seulement deux équipes se sont 

intéressées aux propriétés in vitro des PRD (Chang et al., 2016 ; Flores et al., 2016).  

 Le peu de données obtenues sur ce sujet a motivé le travail de ma thèse. Notre 

objectif était de produire des PRD in vitro afin d’en caractériser les propriétés 

biochimiques.  

 Audrey Coens et Luc Bousset ont produit par sous-clonage dans un vecteur 

bactérien deux plasmides contenant les séquences codantes pour les protéines GAx34 et 

GPx24. Parallèlement, nous avons obtenu d’autres plasmides commerciaux contenant les 

séquences des PRD GAx50 et PAx50.  

 Ces protéines ont été exprimées dans des bactéries E. coli. Leur purification a été 

réalisée par FPLC. 

 Seules les propriétés biochimiques des protéines GAx34, GPx24 et PAx50 ont pu 
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être explorées. La protéine GAx50 a une solubilité trop faible.  

 L’état d’oligomérisation des PRD GAx34, GPx24 et PAx50 a pu être déterminé par 

chromatographie d’exclusion de taille. Les valeurs déterminées expérimentalement pour 

les trois protéines sont cohérentes avec des protéines monomériques et des oligomères 

de petites tailles (inférieur à 10 monomères). Nous avons également déterminé la 

structure secondaire de ces PRD en étudiant leur spectre de dichroïsme circulaire.  Ces 

spectres correspondent à ceux de protéines dont la séquence est majoritairement 

désorganisée. 

 

 B – Conditions d’agrégation et caractérisations des assemblages de PRD  

 

 En faisant varier la composition du tampon, la température et l’agitation, j’ai réussi à 

établir des conditions d’incubation pour lesquelles les PRD s’agrégeaient. La formation 

d’agrégats a été vérifiée par sédimentation. Leur morphologie a été observée par 

microscopie électronique. 

 

 Dans notre étude, les protéines poly-GA s’assemblent pour former des agrégats 

fibrillaires. Les feuillets β qui se forment dans ces agrégats n’impliquent qu’une partie des 

dipeptides répétés. Sa séquence étant uniforme, il est possible que les peptides poly-GA 

s’assemble avec un décallage entre chaque monomère le long de la fibre. De plus, pour la 

même concentration, l’assemblage du peptide GAx50 s’effectue en moins d’une heure, 

alors que GAx34 forme des fibres après 30 jours d’incubation. La vitesse d’agrégation de 

poly-GA est donc proportionnelle au nombre de dipeptides. Cette observation est 

complémentaire de précédentes observations réalisées à propos de l’importance du 

nombre de répétitions sur l’apparition de la maladie et l’agrégation des PRD (Gijselinck et 
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al., 2016 ; Herranz-Martin et al., 2017 Nonaka et al., 2018 ; Chang et al., 2016 ; Flores et 

al., 2016).  

Les agrégats de GAx34 montrent une signature amyloïde par spectroscopie 

infrarouge. De façon surprenante, ces fibres ne lient pas la Thioflavin T, ni la Primuline – 

des molécules fluorescentes pourtant utilisées pour marquer les assemblages amyloïdes. 

Une étude montrant l’importance des résidus leucine et tyrosine dans la fixation de ces 

ligands aux amyloïdes pourrait expliquer ce résultat (Biancalana et al., 2009 ; Wu et al., 

2009).  

Sur la liaison de ces composés, nos résultats diffèrent de ceux obtenus 

précédemment sur des poly-GA contenant 3, 6 ou 15 répétitions (Chang et al., 2016 ; 

Flores et al., 2016).  

Il est important de souligner que les protéines poly-GA que nous avons produites 

ont un nombre de répétitions de dipeptides supérieur à celles des protéines étudiées dans 

les autres études in vitro. De plus, la température à laquelle nous les avons assemblé est 

de 4° et non 37°C. Les assemblages que nous avons produits ont peut-être une structure 

différente de celles des autres études. Cela pourrait expliquer les différences de 

marquage. Cette hypothèse est appuyée par le fait que les agrégats obtenus à partir de 3 

et 6 répétitions de GA ne sont pas fibrillaires (Flores et al., 2016), contrairement à ceux de 

notre étude. 

 

 Dans les conditions que nous avons testées, les protéines GPx24 et PAx50 forment 

peu d’assemblages. Les agrégats observés par microscopie électronique ont une 

morphologie amorphe. Ainsi, parmi les PRD étudiés, seul poly-GA s’assemble pour former 

des fibres amyloïdes. Ce résultat est cohérent avec les précédents travaux réalisés 

(Chang et al., 2016). Ces observations pourraient expliquer pourquoi le poly-GA est le 

PRD qu’on retrouve le plus abondamment présent sous forme d’inclusions dans les 
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neurones de patients SLA et DFT (Mori et al., 2013a ; Zu et al., 2013 ; Gendron et al., 

2013).  

Poly-GP et poly-PA sont aussi retrouvés sous forme insoluble dans le cerveau des 

patients. Nos résultats in vitro ne permettent pas de véritablement conclure sur cette 

observation. Nous pouvons seulement avancer les hypothèses suivantes : 

 

(1) Les protéines poly-GP et poly-PA ne peuvent pas former d’assemblages fibrillaires 

amyloïdes. Cette hypothèse est appuyée par la présence de prolines dans leur sé-

quence. Ces résidus sont connus pour interrompre la formation des feuillets β. 

(2) D’autres conditions physico-chimiques d’incubation sont peut-être requises pour 

l’agrégation de ces PRD. 

(3) Dans notre étude le nombre de répétitions des dipeptides est égal ou inférieure à 

50, alors que dans un contexte pathologique il peut atteindre plusieurs milliers. Il 

est possible qu’en deçà d’un certain nombre de répétitions, des protéines comme 

poly-GP ou poly-PA ne s’agrègent pas ou trop lentement. C’est le cas pour 

l’assemblage des polyglutamines. En effet, en dessous de 37 résidus l’assemblage 

de ces peptides est incomplet et nettement plus lent que ceux contenant plus de 

40 glutamines (Monsellier et al., 2015). 

(4) Dans le cerveau, plusieurs PRD co-localisaient parfois. De plus, ces inclusions 

contiennent toujours d’autres protéines. On peut ainsi supposer que certains PRD 

ne peuvent s’agréger seul. 

 

 C – Marquage des assemblages de PRD dans le cadre d’une collaboration 

 

 Au cours de ma thèse, j’ai également préparé des échantillons de PRD dans un état 
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oligomérique ou fibrillaire que j’ai marqué par l’Atto-550 – fluorophore qui se lie aux 

amines primaires. Ces préparations ont été réalisées dans le cadre d’une collaboration 

avec l’équipe du Pr. Mimoun Azzouz de l’Université de Sheffield. Cette étude a pour 

objectif de déterminer les propriétés des PRD telles que l’internalisation, la propagation et 

la toxicité dans des modèles cellulaires. Paolo Marchi, doctorant, réalise ce travail.  

Il a notamment pu montrer que les fibres de GAx34 étaient davantage internalisées 

que les oligomères de GAx34 et de PAx50 dans des cellules souches pluripotentes 

reprogrammées en astrocytes. Cette observation pourrait représenter l’une des voies de 

propagation des PRD dans les maladies SLA et DFT. Il a également observé qu’une partie 

de ces assemblages sont localisés dans les lysosomes de la cellule.  
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II – Perspectives  

 

 Nos travaux montrent que poly-GA forme des assemblages fibrillaires de nature 

amyloïde. La résolution de la structure tridimentionnelle de ces agrégats par cryo-EM 

pourrait nous renseigner davantage sur l’assemblage de ces fibres.  

 

 Dans notre étude, poly-GP et poly-PA ne formaient que peu d’agrégats, d’aspects 

amorphes. Nous ne pouvons pas conclure sur la nature des inclusions cytoplasmiques 

marquées avec des anticorps dirigés contre ces deux PRD. Il est possible que ces 

protéines s’assemblent avec d’autres partenaires, comme c’est le cas des poly-PR et poly-

GR qui co-agrégent avec des protéines nucléaires. L’analyse de la composition des 

inclusions cytoplasmiques contenant poly-GP et poly-PA pourrait nous renseigner sur ce 

point. 

 

 Afin de compléter nos travaux, il faudrait pouvoir produire et caractériser les PRD 

contenant des arginines, qui sont les seuls absents de notre étude. Au cours de cette 

thèse, j’ai produit un peptide PRx50. Ce peptide n’était pas reconnu par son anticorps et 

ne formait aucun agrégat pour les différentes conditions d’incubation explorées. 

 

 Le travail effectué par Paolo Marchi de l’équipe du Pr. Mimoun Azzouz a pu mettre 

en évidence l’internalisation des fibres de poly-GA et des oligomères de poly-PA. Ces 

observations effectuées sur les iAstrocytes seront comparées à des expériences réalisées 

sur d’autres modèles cellulaires. La détermination de la toxicité, de la propagation et de la 

dégradation des PRD et de leurs assemblages est en cours. 
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Title : Biochemical caracterisations of dipeptide repeat proteins and their assemblies 

Keywords : Amyotrophic Lateral Sclerosis : Fronto-temporal Dementia ; C9orf72 ; Dipeptide Repeat 

Proteins ; Protein agregation 

Abstract : The most common genetic factor 

between familial Amyotrophic Lateral Sclerosis 

(ALS) and Frontotemporal Dementia (FTD) is the 

repetition of (GGGGCC)n in the open reading 

frame 72 of chromosome 9 (C9orf72). FTD is 

characterized by personality, behavior and 

language disorders due to neuronal degeneration 

in the cortex, thalamus, hippocampus and 

cerebellum. ALS patients, on the other hand, 

exhibit motor symptoms primarily consisting of 

paralysis of the skeletal muscles caused by 

motoneuronal loss in the spinal cord and the 

central motor system. These pathologies have 

significant genetic and clinic overlaps suggesting 

common mechanisms. 
Large amounts of cytoplasmic inclusions of the 

Dipeptide Repeat Proteins (DRP), translated from 

C9orf72 RNA, were found in brains of patients 

who died from ALS or FTD. These proteins are 

constituted of repetitions of Dipeptides : glycine-

alanine (poly-GA), glycine-proline (poly-GP), 

glycine-arginine (poly-GR), proline-arginine 

(poly-PR) and proline-alanine (poly-PA). The 

toxicity of the aggregated DRP has been shown in 

various cellular models as well as in drosophila 

and mice. 

Nevertheless, few studies have described the 

biochemistry of the DRP. The aim of my thesis is 

the in vitro caracterization of the DRP. I have 

characterized the biochemistry of these proteins 

and in particular their self-assembly abilities in 

Ronald Melki’s team « Proteins folding and 

conformational diseases ». 

Recombinant DRP of different lengths and nature 

have been produced to determined the in vitro 

conditions in which they assemble. The 

morphology of the related aggregates has been 

studied by transmission electron microscopy. 

Structure informations of DPR were obtained 

with Circular Dichroïsm spectrometry for 

monomers and Infrared spectroscopy for 

assemblies.  

Lastly, the toxicity and internalization abilities of 

these proteins and their assemblies are  tested on 

culture cells in collaboration with Pr. Mimoun 

Azzouz of the University of Sheffield. 
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Titre : Caractérisations biochimiques des protéines à répétitions de dipeptides et de leurs assemblages 

Mots clés : Sclérose Latérale Amyotrophique : Démences Fronto-Temporale ; C9orf72 ; Protéines à 

Répétitions de Dipeptides : Agrégation protéique 

Résumé : La répétition de l’hexanucléotide 

GGGGCC est le facteur génétique le plus présent 

chez les patients atteints de démence fronto-

temporale (DFT) et de sclérose latérale 

amyotrophique (SLA). Elle apparait au niveau du 

cadre de lecture ouvert 72 du chromosome 9 

(C9orf72). D’une part, la DFT se caractérise par des 

troubles de la personnalité, du langage et du 

comportement causés principalement par une 

dégénérescence de neurones corticaux, thalamiques, 

hippocampiques et cérébelleux. D’autre part, les 

patients SLA sont atteints de paralysie des muscles 

squelettiques causée par la mort de motoneurones au 

niveau de la moelle épinière et du système moteur 

central. Ces deux pathologies partagent de 

nombreuses caractéristiques cliniques et génétiques, 

suggérant qu’il existe des mécanismes communs 

entre elles. 
D’abondantes inclusions cytoplasmiques de 

protéines issues de la traduction des ARN 

d’hexanucléotides ont été retrouvées dans le cerveau 

de patients décédés de SLA et de DFT. On appelle 

ces polypeptides : Protéines à Répétitions de 

Dipeptides (PRD), car ils ne sont composés que 

d’une suite de deux résidus : glycine-alanine (GA), 

glycine-proline (GP), glycine-arginine (GR), 

proline-arginine (PR) et proline-alanine (PA). La 

toxicité de ces PRD a été mise en évidence dans des 

modèles cellulaires, chez la drosophile mais aussi la 

souris. 

Cependant, peu d’études se sont concentrées sur la 

caractérisation biochimique de ces PRD.  

Le travail de cette thèse a consisté en la production 

et la caractérisation in vitro de PRD. J’ai réalisé la 

caractérisation biochimique de ces protéines et 

étudié leur capacité à s’auto-assembler au sein de 

l’équipe « Repliement des protéines in vitro et 

maladies conformationnelles » dirigée par Ronald 

Melki.  

Les PRD recombinants poly-GA, poly-PA et poly-

GP ont été produits. Nous avons déterminé les 

conditions in vitro dans lesquelles ces protéines 

s’assemblaient. La morphologie des agrégats a été 

étudiée par microscopie électronique, tandis que la 

structure des protéines a été déterminée par 

spectromètre de dichroïsme circulaire pour la forme 

monomérique et par spectroscopie à infrarouge pour 

les assemblages.  

La toxicité, la propagation et la capacité de ces PRD 

à être internalisé sont testées dans des modèles 

cellulaires en collaboration avec l’équipe du Pr. 

Mimoun Azzouz de l’Université de Sheffield. 

 

 

 


