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Résumé

Les protéines de liaison a I'ARN (PLA) s'assemblent en complexes cytoplasmiques avec
les ARNm pour contréler la traduction locale des ARNm et le transport axonal. Ces processus sont
essentiels au maintien de la survie des neurones et leur déficience est impliquée dans le
développement de nombreuses maladies neurodégénératives, telles que la SLA. Il a ét¢ montré
ultérieurement que la déplétion nucléaire de TDP-43, liée a la SLA, entraine I'accumulation d'une
variante épissée alternativement de la ribonucléoprotéine nucléaire hétérogéne A1 (hnRNP Al).
Cette isoforme, appelée hnRNP A1B, posséde une région désordonnée (RID) et, dans le contexte
neuronal, localise dans les neurites et dans le noyau, alors que la hnRNP Al localise
majoritairement dans le noyau. Ceci appui I'hypothése que la hnRNP A1B peut avoir une fonction
cytosolique dans les neurones qui n'est pas partagée avec la hnRNP Al. En outre, les hnRNP Al
et hnRNP A1B sont mutées dans de rares cas de SLA familiale, dont certaines mutations sont
spécifiques a la hnRNP A1B. Jusqu'a présent, la littérature se concentre sur l'isoforme hnRNPA1
tandis que peu est répertori¢ sur la fonction de la hnRNP A1B. Ainsi, cette étude vise a déterminer
et caractériser la fonction cytosolique de la hnRNP A1B dans les neurones.

Puisque trés peu est répertorié sur la hnRNP A 1B, il a fallu tout d’abord déterminer des partenaires
d’interaction. Ainsi, une immunoprécipitation utilisant un anticorps spécifique a la hnRNP A1B
suivi d'une spectrométrie de masse (IP-MS) a été réalisée sur la moelle épini¢re de souris. Les
résultats soulévent que de nombreux interacteurs de la hnRNP A1B sont associés au trafic
intracellulaire dépendant du cytosquelette. Les interactions avec KLC1/KIF5C/Myh9/DyncIHI ont
été validées par des tests d'immunoprécipitation et de colocalisation. Aussi, I’impact de certains
mutants hnRNP A1B associés a la SLA ont été étudiées au niveau des interactions avec les
protéines motrices. Des expériences visant a évaluer comment la hnRNP A 1B peut étre transportée,

ainsi que réguler le transport, sont en cours.

Les résultats confirment que la hnRNP A 1B peut avoir une fonction cytosolique dans les neurones
pour le transport axonal/dendritique de 'ARNm. Des études futures exploreront cette nouvelle

fonction dans le contexte de la SLA.

Mots-clés : Ribonucléoprotéine hétérogene nucléaire (hnRNP), Ribonucléoprotéine hétérogéne
nucléaire (hnRNP A1B), Sclérose latérale amyotrophique (SLA), protéines motrices, Protéomique,

Transport d’ARN



Abstract

RNA-binding proteins (RBPs) assemble into cytoplasmic complexes with mRNAs to
control mRNA local translation and axonal transport. These processes are essential for maintaining
neuronal survival and their impairment is implicated in the development of many
neurodegenerative diseases, such as ALS. We have discovered that TDP-43 depletion, linked to
ALS, drives the accumulation of an alternatively spliced variant of heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1). This isoform, termed hnRNP A1B, has an elongated prion-like
domain (PrLD) and is present in neuronal processes, while hnRNP A1 is not. This finding supports
a hypothesis that hnRNP A1B may have a cytosolic function in neurons that is not shared with
hnRNP Al. In addition, hnRNP Al and hnRNP A1B are mutated in rare cases of familial ALS
with some mutations specific to hnRNP A1B. To date, the literature has mostly focused on the
hnRNPA1 isoform and little is known about hnRNP A 1B function. Thus, this study aims to identify
and characterize the cytosolic function of hnRNP A1B in neurons.

Since very little is known about hnRNP A 1B, it was first necessary to identify interaction partners
of the protein. Thus, immunoprecipitation using an antibody specific to hnRNP A1B followed by
mass spectrometry (IP-MS) was performed on mouse spinal cord. Our results show that many
hnRNP A1B interactors are associated with cytoskeletal dependent intracellular trafficking. We
then proceed to validate the interactions with the motor proteins KLCI1/KIF5C/Myh9, by
immunoprecipitation and proximity ligation assays. In addition, some hnRNP A1B ALS mutants
were studied in the context of this interactions. Experiments to evaluate how hnRNP A1B may be
transported, as well as regulate transport are currently underway.

Our findings support that hnRNP A1B may have a cytosolic function in neurons in mRNA

axonal/dendritic transport. Future study will explore this novel function in the ALS context.

Keywords : Heterogenous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP), Heterogenous nuclear
ribonucleoprotein (hnRNP A1B), Amyotrophique lateral sclerosis (ALS), Proteomic, RNA

transport
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Sans la curiosité de [’esprit, que serions-nous? Telle est bien la beauté et la noblesse de la
science : désir sans fin de repousser les frontieres du savoir, de traquer les secrets de la matiere

et de la vie sans idée précongue des conséquences éventuelles.

- Marie Curie
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Introduction

1.1 La sclérose latérale amyotrophique (SLA)

1.1.1 Définition et incidence

La maladie neurodégénérative SLA se caractérise principalement par une dégénérescence
des neurones moteurs, menant a une perte de motricité progressive jusqu’a la paralysie (1). Jean-
Martin Charcot, un médecin-neurologue, fut le premier a caractériser et identifier cette maladie qui
est connue aussi aujourd’hui sous le nom maladie de Charcot (2). Les patients décedent
principalement dus a une défaillance respiratoire dans les 3-5 ans qui suivent le diagnostic. Au
Canada, approximativement 3000 personnes vivent actuellement avec la SLA. De plus, en
moyenne par an, 1000 Canadiens sont diagnostiqués, ainsi que décédés par cette maladie terminale
(3). En Europe et aux Etats-Unis, en moyenne, 2 personnes sur 100,000 vivent avec la maladie.

C’est donc considéré une maladie rare, mais avec une fatalité rapide.

D’une autre part, dans la pathologie, environ 90% des cas de SLA sont sporadiques, et 10% sont
familiaux, c’est-a-dire que dans la majorité des cas la cause est méconnue (4). On nomme
sporadique les cas de patients dont leur histoire familiale ne présente aucune trace de SLA. De plus,
de nombreux facteurs de risque peuvent étre impliqués dans la forme sporadique, incluant des
facteurs environnementaux et alimentaires (ex. : cigarette) (5). Cependant, les facteurs de risque
sont difficilement étudiés et répertoriés (6). En ce qui concerne la SLA familiale, celle-ci est causée
par une/des mutation(s) génétique(s) qui est généralement transmise selon un mode autosomique
dominant mendélien (4). D’ailleurs, plusieurs mutations retrouvées dans le type familial sont
retrouvées aussi dans le type sporadique (4). En effet, aujourd’hui dans la littérature, une multitude
de protéines mutées ont été répertoriées dans la maladie de la SLA, notamment des mutations dans

des protéines liant I’ADN et ’ARN (TARDBP, hnRNP A1, FUS, etc.) (7).

Finalement, la maladie touche généralement les personnes agées d’environ 60 ans, tandis que le
début de la maladie dans les cas familiaux peut débuter jusqu’une décennie avant (3). Néanmoins,
il est complexe de différencier le début de la pathologie vs le début des symptomes cliniques. En
effet, au début de la dégénérescence, 1I’ensemble des neurones moteurs peut compenser la perte de
fonction des premiers neurones qui déceédent. Ainsi, ceci montre I’importance du diagnostic

précoce qui n’est malheureusement pas possible actuellement.
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1.1.2 Les types de SLA et leurs symptomes

La SLA est considérée une maladie complexe dont I’une des problématiques principales est
I’hétérogénéité dans les symptomes cliniques (forme bulbaire vs forme spinale) ce qui rend le
diagnostic complexe (4). En effet, les sous-ensembles cliniques de SLA sont classifiés selon
I’atteinte du type de groupes de neurones moteurs et des différentes régions du corps affectées. Par
exemple, dans les différents groupes de neurones moteurs, il existe trois possibilités dans la SLA.
Tout d’abord, les patients peuvent avoir une atteinte prédominante au niveau des neurones moteurs
supérieurs ou au niveau des neurones moteurs inférieurs ou une combinaison des deux (Figure 1).
Néanmoins, lors de la progression de la maladie, les deux types de neurones moteurs finissent par
étre affectées (8). Ainsi, elle est présentée sous deux formes principales, la forme spinale retrouvée

dans 70% des cas de SLA et la forme bulbaire, retrouvée dans 30 % des cas (9).

Premiérement, la forme spinale débute par une sensation de faiblesse d’une partie d’'un membre,
accompagnée de fasciculations (8). Quant a la forme bulbaire, celle-ci débute par I’atteinte des
muscles de la bouche qui se traduit par un probléme d’articulation ou de prononciation de certains
mots. Le patient présente aussi des problémes moteurs au niveau de la langue, ce qui rend difficile
leur alimentation et abouti a une espérance de vie plus courte (8). Méme si la forme spinale est plus
présente, lors de la progression de la maladie, la forme spinale développe une progression de type

bulbaire. De plus, les deux formes atteignent les neurones moteurs supérieurs et inférieurs (9).

Néanmoins, un point important a soulever est que cette maladie ne se manifeste pas seulement au
niveau moteur chez les patients. Au cours des dernieres années, il a été constaté qu’elle chevauche
cliniquement, pathologiquement et génétiquement avec plusieurs autres troubles dégénératifs. L’un
de ces troubles est la démence fronto-temporale (DFT) parce que dans certains cas de SLA la perte
de neurones moteurs peut s’accompagner d’une perte de neurones corticaux dans le cortex frontal
et temporal (10). Cela se traduit chez les patients par une altération au niveau du jugement et les
capacités exécutives, entrainant souvent des troubles du comportement. Environ 20 % des patients
atteints de SLA remplissent les critéres cliniques d'un diagnostic de DFT, mais jusqu'a 50 % des

patients présentent des troubles cognitifs (10).
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Figure 1. Les caractéristiques motrices de la SLA.
(Modifié de Masrori, P., & Van Damme, P. (2020). (11))
1.1.3 Une diversité de génes impliquée dans la SLA
La complexité de la maladie de la SLA provient notamment du manque d’homogénéité dans les
phénotypes de SLA. Ceci engendre une compréhension incompléte des mécanismes moléculaires
conduisant a la maladie. Aujourd’hui, grace aux avancées technologiques dans le domaine du
séquencage, une multitude de génes ont pu étre associés a la maladie de la SLA depuis sa premicre
description par Charcot (7). Ainsi, une diversité¢ de génes (Figure 2) avec des mutations ont été

répertoriés dans le contexte pathologique, ce qui au fur et @ mesure aide a ¢lucider la SLA (6).

Tout d’abord, le premier géne qui fut associ¢ a la SLA est la superoxyde dismutase (SODI) en
1993 (12). Cette identification a permis de souligner que, cette enzyme anti-oxydante, existe sous-
différentes formes mutées dans la maladie. De nos jours, environ 170 mutations ont été associées

avec un lien de causalité avec la SLA. En effet, celles-ci causent un gain de propriété toxique et/ou
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perte de fonction de la protéine, modifiant ainsi sa fonction protectrice contre les especes réactives

de I’oxygéne, et donc, le maintien de I’homéostasie cellulaire.

Drailleurs, cette premicre association génétique a permis I’ouverture a la recherche de I’implication

d’autres génes dans la pathologie. En effet, depuis cette découverte, environ une quarantaine de

genes mutés ont été associés a la maladie, expliquant ainsi, certains cas familiaux (25-35%) et aussi

sporadiques (5-10%) (7). Ces génes a risque peuvent étre associés a différentes voies biologiques

clés (Tableau 1) comme, la neuroinflammation, transport axonal, réparation a I’ADN, métabolisme

de ’ARN, etc. De plus, il y a quatre génes modifiés qui prédominent dans les cas familiaux de la

SLA : CYorf72, SODI, FUS et TARDBP. Une revue de littérature sur la génétique de la SLA,

publiée en 2019 (13), discute I’importance de ses génes dans la pathologie :

Number of Genes
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Figure 2. Genes associés a 1a SLA depuis 1994 a nos jours
(Modifi¢ de Gregory, J.M., Fagegaltier, D., Phatnani, H. et al.2020 (7))
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Tableau 1. Les génes associés a la SLA et leurs voies cellulaires
(Inspiré de Mead, R.J., Shan, N., Reiser, H.J. et al. 2023 (14))

Voie cellulaire Geénes mutés dans la SLA
Neuroinflammation TBK1,0PTN,C9orf72,UBQLN2
Fonctionnement des mitochondries CHCHDI10,VCP,TBK1,SOD1
Transport nucléocytoplasmique FUS, TARDBP,C90rf72
Transport vésiculaire SPG11,VABP,ALSN2,FIG4,CAV1,OPTN,NEK1
L’homéostasie des protéines, TIA1,DNAJC7,C90rf72,SOSTM1,CCNF, TARDBP,

s ) CHMP2B,VCP,UBQLN2,0PTN,SOD1,SIGMAR1,FUS,
Stress du réticulum endoplasmique

VABP

Réparation a ’ADN FUS,C21orf2

, ) , HNRNPA1,TARDBP,UBQLN2,ATXN2,FUS,SEXT,
Métabolisme de I’ARN ANG,MAT3,C0rf72
ALS2,ANXA11,SIGMARI1,FIG4,VAPB,TUB4A4,SQSTM1

Axonopathie PRN1,CCNF,SPG11,KIF54,KANK1,C21orf2,OPTN

1.1.3.1 Cadre de lecture ouvert 72 du chromosome 9 (C9ORF72)

Le geéne CYORF72, code pour une protéine, de fonction inconnue, qui semble
cytoplasmique et potentiellement localisée dans les synapses des neurites (15, 16). De plus, les
transcrits sont exprimés dans la plupart des tissus, et notamment dans toutes les régions du cerveau
et la moelle épiniere chez I’humain (17). En effet, le géne, dans certains cas de SLA, possede une
mutation massive d'expansion de répétitions hexanucléotidiques GGGGCC (G4C2) dans l'intron 1
(17). En effet, dans des conditions non pathologiques, cette expansion peut aller jusqu’a environ
30 répétitions. Cependant, chez les patients atteints de cette pathologie, plus de 70 répétitions sont
retrouvées dans le géne (17).

Jusqu’a aujourd’hui, il n’y a pas de compréhension globale sur la raison pour laquelle ces
répétitions causent/favorisent la maladie, mais il y a quelques hypothéses importantes a discuter.

Tout d’abord, une étude (18) a montré que ces répétitions peuvent tre transcrites et interagir avec
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des protéines de liaison a I’ARN, rendant ainsi, moins disponible la machinerie de traitement de
I’ARN. Globalement, les transcrits (G4C2) plus longs forment potentiellement des focis d’ARN
neurotoxique dans les cellules.

Ensuite, au niveau protéique, une étude (19) a montré I’importance de la traduction, des transcrits
avec les répétitions, en cinq protéines dipeptidiques répétées (PDR) différentes appelées "polyGA",
"polyGP", "polyGR", "polyPA" et "polyPR". En effet, il est connu dans la littérature que ces
protéines sont retrouvées sous forme d’agrégats dans les motoneurones. Néanmoins, il y a encore
un manque de compréhension dans le mécanisme d’action de ces protéines sur la progression de la

maladie.

1.1.3.2 La protéine de liaison a I’ARN fusion dans le sarcome (FUS)

Un autre gene répertorié¢ dans la littérature de la pathologie de la SLA est le gene FUS, qui
code pour la protéine de liaison a ’ARN fusion dans le sarcome. Celui-ci posséde diverses
fonctions dans le métabolisme de I’ARN, la réparation a I’ADN, transports des ARNm, etc. (20)
Dans le contexte non pathologique, la protéine est localisée principalement dans le noyau des
neurones et cellules gliales.

Néanmoins, dans le contexte pathologique de la SLA, FUS peut porter des mutations dans sa
séquence de localisation nucléaire (21, 22). En effet, ces mutations, engendre une délocalisation et
accumulation de la protéine dans le cytoplasme des neurones. Il y a donc, soit une perte de fonction
nucléaire ou un gain de fonction cytoplasmique, mais les mécanismes spécifiques contribuant a la
pathologie ne sont pas globalement caractérisés.

Entre autres, concernant la contribution de FUS a la pathologie, une étude (23) a montré que FUS
muté pouvait incorporer les granules de stress dans le cytoplasme (Organite dépourvu de membrane
qui favorise la survie de la cellule sous condition de stress). En effet, cette incorporation modifie
la réponse des granules de stress et contribue donc au dysfonctionnement des motoneurones. Il est
connu dans la littérature que la modification de la réponse des granules de stress participe a la
pathogenése de la SLA (24).

D’une autre part, au niveau de ses fonctions dans le métabolisme de I’ ARN, une étude (25) a montré
que les mutations de la SLA diminuent la liaison a la chromatine de FUS et peuvent donc
potentiellement entrainer une perte de fonction de FUS nucléaire. En effet, FUS joue un réle dans

la régulation de la transcription en se liant a la chromatine active.
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Finalement, au niveau de sa fonction dans la réparation a I’ADN, une étude (26) a montré que FUS
participe a la réparation des cassures simples brins (SSB) dans le génome grace au recrutement de
XRCC1/ADN Ligase IlIa (Liglll). Les mutations SLA dans FUS induisent donc, une accumulation
de 1¢ésions oxydatives de I'ADN ainsi qu'un déficit de réparation de ' ADN.

1.1.4 Un point commun : la protéinopathie de la protéine 43 de liaison a I' ADN

(TDP-43 ou TARDBP) de la réponse a la transactivation (TAR)

1.1.4.1 La déplétion nucléaire de TDP-43 et son agrégation dans les neurites.

Un fait irréfutable de la maladie est que celle-ci implique une armée de protéines et génes.
Elle présente une hétérogénéité entre les patients, ce qui rend difficile d’imaginer la possibilité de
trouver un point commun entre toute cette divergence. Néanmoins, il est connu dans les maladies
neurodégénératives qu’il y a souvent des caractéristiques histopathologiques en commun dues a
I’accumulation d’inclusions/agrégats protéiques (27). Par exemple, dans la maladie d’Alzheimer,
un signe distinctif de cette maladie dans le cerveau est I’accumulation de plaques amyloides
(agrégat de [-amyloide, AP) et d’enchevetrement neurofibrillaire (agrégat de tau
hyperphosphorylée) (28). En effet, le signe distinctif de la SLA est la déplétion nucléaire de la
protéine 43 de liaison a I'ADN de la réponse a la transactivation (TDP-43), accompagnée d’une
ubiquitination et une hyperphosphorylation qui entraine le dépot de la protéine dans des corps
d’inclusion (29). Cette mauvaise localisation est observée dans 97 % des cas de la SLA et 45 %
des cas de DFT (30).
Tout d’abord, TDP-43 est un acteur majeur du métabolisme de I’ARN. Cette protéine, qui se lie a
I'ADN et a I'ARN, joue un rdle crucial dans la régulation du traitement de I'ARN, notamment la
transcription, I'épissage et la traduction (31). Elle est localisée dans le noyau des cellules, ou elle
contribue a maintenir I'homéostasie de I'ARN et le bon fonctionnement cellulaire. Cependant, dans
la SLA, la TDP-43 est mal localisée et forme des agrégats dans le cytoplasme des neurones affectés
(32). Une fois de plus, la littérature considere que TDP-43 contribue a la pathologie soit par une
perte de fonction nucléaire ou un gain de fonction toxique dans le cytoplasme. En outre, les
derniéres années, cette protéine fut amplement étudiée, ce qui permit de comprendre davantage

I’impact des agrégats dans la pathologie (1, 7).
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Biittner, S., & Braun, R. J. (2018). (33))

Neighboring cell

1.1.4.1.1 Perturbation du métabolisme de I'ARN (34-36) :

En premier lieu, TDP-43 est connue pour son implication dans la régulation du traitement
de I'ARN. Cependant, dans la SLA, les agrégats de TDP-43 rendent indisponibles les molécules de
TDP-43 fonctionnelles et d'autres protéines de liaison a I'ARN. Cette séquestration entraine la perte
de la fonction nucléaire de TDP-43, ce qui affecte ainsi le métabolisme de I'ARN. En effet, une
mauvaise régulation de 1'épissage alternatif et une altération du transport de I'ARN peuvent
entrainer la production d'espéces d'ARN aberrantes et la mauvaise localisation de molécules d'ARN

essentielles dans le neurone. Cela peut contribuer donc a la dégénérescence des neurones.
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1.1.4.1.2 Dysfonctionnement du controle de la qualité des protéines (32, 37-39) :

Ensuite, les agrégats de TDP-43 peuvent également interférer avec la machinerie cellulaire
responsable du contrdle de la qualité des protéines, y compris le systéme ubiquitine-protéasome et
l'autophagie. Ces agrégats peuvent séquestrer d'autres protéines et les empécher de remplir leurs
fonctions normales. En outre, 'accumulation de protéines mal repliées ou agrégées peut échapper
les voies de dégradation des protéines, entrainant I'accumulation d'agrégats de protéines toxiques.
Cette altération des mécanismes de contrdle de la qualité des protéines contribue au stress et au
dysfonctionnement des neurones.

Il existe diverses études décrivant comment TDP-43 contribue a ce dysfonctionnement. Par
exemple, une étude (39) a montré que la déplétion nucléaire de TDP-43 induit une translocation
nucléaire du facteur de transcription EB (FTEB), le régulateur principal de la biogenése lysosomale
et de l'autophagie. Ceci augmente la biogenese autophagosomale et lysosomale. Aussi, la perte de
TDP-43 inhibe la fusion des autophagosomes avec les lysosomes par la régulation a la baisse de la

dynactine 1, ce qui a conduit a I'accumulation de vésicules autophagiques immatures.

1.1.4.1.3 Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydatif (40-42) :

De plus, I’accumulation de TDP-43 peut altérer la fonction mitochondriale, entrainant une
production accrue d'espéces réactives de 1'oxygene (ROS) et un stress oxydatif. L'accumulation de
ROS peut endommager les protéines, les lipides et I'ADN, entrainant un dysfonctionnement
cellulaire et la dégénérescence des neurones.

En effet, une étude a montré (42) que la TDP-43 s'accumule dans les mitochondries des neurones
chez les sujets atteints de SLA ou DFT. Ensuite, TDP-43 se lie aux transcrits codant pour les sous-
unités ND3 et ND6 du complexe respiratoire I, altérent leur expression et provoquent

spécifiquement le désassemblage de ce complexe.

1.1.4.1.4 Neuroinflammation:

Puis, les agrégats de TDP-43 sont également connus pour déclencher une réponse
inflammatoire dans le systéme nerveux (43). La présence d'agrégats anormaux peut activer les
cellules gliales, entrainant la libération de cytokines pro-inflammatoires et d'autres molécules qui
favorisent la neuroinflammation. La neuroinflammation chronique peut contribuer aux lésions
neuronales et a la progression de la maladie. En effet, il existe une diversit¢ de mécanismes
répertoriés dans la littérature (43) décrivant I’implication de TDP-43 dans la neuroinflammation de

la pathologie de la SLA.
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1.1.4.1.5 Mutations

Finalement, de nombreuses mutations dans le géne TARDBP ont été identifiées comme étant
associées a la SLA et la DFT (44). Ces mutations favorisent, entre autres, la déplétion nucléaire et
I’agrégation dans le cytoplasme de la protéine TDP-43 (29). Cependant, jusqu’a aujourd’hui, il
existe des lacunes au niveau de mécanismes pathologiques spécifiques associés aux mutants TDP-

43.
1.1.5 Les traitements et biomarqueurs disponibles

1.1.5.1 Les traitements disponibles/essais cliniques.

La pathogenése de la SLA, comme discuté précédemment, implique une interaction
complexe de différents facteurs et de voies cellulaires (14). Notamment, il peut y avoir la présence
du stress oxydatif, des perturbations des fonctions mitochondriales et protéiques, des altérations du
métabolisme de 1'ARN, des perturbations du transport axonal et des processus

neuroinflammatoires... Donc, quelles sont les thérapies disponibles pour la maladie ?

Actuellement, trois composés pharmaceutiques sont autorisés et leur disponibilité varient selon les
pays. Il s'agit du Riluzole, un inhibiteur du processus glutamatergiques (45), 1’antioxydant
Edaravone (46) et le phénylbutyrate de sodium/taurursodiol (AMX0035) (47). Ces médicaments
agissent en ralentissant la progression de la maladie se traduisant par une prolongation de
l'autonomie du patient et une augmentation modeste de la survie, généralement de plusieurs mois

(47, 48).

1.1.5.1.1 Riluzole (45, 49, 50) :

Le Riluzole, approuvé en 2000, fut la premiere option thérapeutique accessible aux personnes
diagnostiquées avec la SLA. Son objectif thérapeutique vise d'atténuer les effets toxiques,
spécifiquement liés a l'activité excessive du glutamate. Les effets bénéfiques associés au riluzole
proviennent de plusieurs mécanismes. Par exemple, il fonctionne comme un bloqueur des canaux
sodiques dans les neurones présynaptiques, ce qui entraine une réduction de la libération de
glutamate dans la fente synaptique. En outre, il favorise la recapture du glutamate en activant les

canaux du transporteur astrocytaire d'acides aminés excitateurs 2 (EAAT?2).
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1.1.5.1.2 Edaravone (46, 51) :

Apres l'approbation initiale du Riluzole, l'introduction de nouveaux traitements contre la
SLA a été retardé jusqu'en 2017, lorsque 1'Edaravone a été approuvé par la FDA. Son objectif
thérapeutique est de diminuer le stress oxydatif et de freiner la réponse neuroinflammatoire par la

capture des radicaux libres.

1.1.5.1.3 Le phénylbutyrate de sodium/taurursodiol (AMX0035)(47, 52, 53) :

Plus récemment, un composé¢ de deux médicaments (Phénylbutyrates de sodium et
Taurursodiol), a été introduit sous la forme d'une association a dose fixe. Ce produit
pharmaceutique a recu I'approbation de la FDA et son utilisation est également autorisée au Canada
en 2022. Puis, ces deux médicaments avaient déja été approuvés auparavant individuellement pour
des applications médicales.

En effet, Le phénylbutyrate de sodium est connu pour le traitement de troubles du cycle de 1'urée
(54), tandis que le taurursodiol est connu pour son traitement des troubles hépatiques et
intestinales(55). Néanmoins, concernant la SLA, ces deux composés ont été identifiés comme des
agents inhibiteurs de l'apoptose neuronale. Effectivement, leur action combinée vise a atténuer la
mort des cellules neuronales et réduire le stress oxydatif en visant le stress dans le réticulum

endoplasmique (RE) et le dysfonctionnement mitochondrial.

1.1.5.1.4 Autres traitements

Néanmoins, les médicaments actuels approuvés ont principalement comme cible
l'atténuation du stress oxydatif et la toxicité. Par conséquent, 1'exploration d'autres voies impliquées
dans la maladie pourrait étre favorable pour la découverte de nouveaux agents thérapeutiques
capables d'améliorer l'efficacit¢é du traitement de la SLA. En effet, aujourd’hui, plusieurs

traitements en essais cliniques visent de cibler diverses voies dérégulées (Tableau 2).

De plus, les oligonucléotides antisens (OAS) sont aussi des traitements prometteurs pour la SLA.
En effet, les OAS sont des oligonucléotides synthétiques qui peuvent se lier a des molécules
d'’ARNm spécifiques, entrainant leur dégradation et ainsi étre un potentiel en tant que stratégie de
traitement pour les maladies causées par des mutations monogéniques. Leur application peut donc
étre prometteuse pour les personnes atteintes de SLA qui ont des mutations génétiques spécifiques.

Aujourd’hui, le seul OAS qui a été approuvé par la FDA est Tofersen ayant comme cible le geéne
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SODI1. Néanmoins, il existe autres molécules en essais cliniques telles que ION363 (FUS) et

BIIB105 (4txn2) (14).

En résumé, il reste un trajet a parcourir pour parvenir a une prise en charge compléte de la
maladie. Les traitements actuellement disponibles constituent un point de départ prometteur, mais
ne font que ralentir la progression de la maladie. Par conséquent, il est essentiel d'augmenter
l'efficacité des traitements existants et d'envisager de nouvelles possibilités thérapeutiques. Un
facteur important visant a accomplir cet objectif est la découverte de biomarqueurs permettant,

ainsi, le diagnostic précoce de la maladie.

Tableau 2. Traitements visant autres voies cellulaires
(Inspiré de Mead, R.J., Shan, N., Reiser, H.J. et al. 2023 (14))

Voie cellulaire ciblé Traitements en essai clinique/préclinique

Zilucplan Inhibiteur de C5
Aldesleukiner]L-2
AcM IgG4 Clq
AcM anti-ligand CD40
Neuroinflammation Bloqueur du CSFIR (BLZ-945)
Pegcetacoplan Régulateur C3
Inhibiteur de RIPK 1 (DNL-788)

Masitinib

Ibudilast
Fonctionnement des mitochondries TUDCA tout seul
Transport nucléocytoplasmique Inhibiteur de l'exportine-1 (BIIB-100)
L’homéostasie des protéines, Trametinib Inhibiteur MAPK

Activateur elF2B (DNL-343)
Bosutinib promoteur de 1'autophagie
Inhibiteur de 1'Ataxine2
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1.1.5.2 Les biomarqueurs

Dans le domaine de la recherche sur la SLA, il existe une demande importante d’identifier
des biomarqueurs. Ceux-ci ont plusieurs fonctions essentielles, telles que le suivi de I'évolution de
la maladie, I'établissement d'un pronostic et l'identification de cibles thérapeutiques potentielles.
Plusieurs études ont été menées sur les biomarqueurs, mais seul un nombre limité ont fait surface

jusqu'a présent. Le biomarqueur le plus prometteur est les neurofilaments (Nf) (56).

Tout d’abord, cette protéine est 1’'un des biomarqueurs sanguins le plus étudié. En effet, Les Nf
sont des protéines principalement présentes dans les axones my¢linisés. En cas de Iésions
neuronales ou axonales, les niveaux de Nf dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et dans le sang
augmentent de facon significative (57, 58). Aussi, les études en cours visent a ¢élucider les Nf
comme moyen de surveillance des effets pharmacodynamiques des traitements et d'établissement
d’une classification pronostique. D’ailleurs, des niveaux élevés de Nf ont des implications
pronostiques négatives (59). Cependant, il est important de soulever que les niveaux de Nf ont
tendance a rester relativement stables apres 'apparition de la maladie, ce qui pose un probleme

quant a son utilisation comme marqueur pronostic du développement de la maladie (58, 60).

En outre, le dilemme des biomarqueurs dans les maladies neurodégénératives est que celles-ci se
chevauchent cliniquement et pathologiquement a un certain degré entre elles. C’est ainsi, que
depuis les derniéres années, les études visent a identifier un panel de molécules pour le diagnostic
et suivi. Un exemple de ceci est la considération des niveaux élevés de Nf et miRNA-181.
Effectivement, une étude (61) suggére que les deux molécules, régulées a la hausse dans la SLA,

correlent avec un risque plus élevé de déces et progression de la maladie.
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1.2 Le transport neuronal de PARNm

1.2.1 Définition
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Figure 4.Schémas du transport neuronal des ARNm.
(Das, S., Singer, R. H., & Yoon, Y. J. (2019) (62). Numéro de licence pour utilisation d’image
5636060680872 RightsLink )

Le transport de I'ARNm neuronal est un processus cellulaire dans lequel les molécules
d'ARN messager (ARNm) sont transportées a l'intérieur des neurones vers des compartiments
subcellulaires spécifiques, tels que les dendrites et les axones (63). Ce processus est d’ailleurs
essentiel pour la régulation spatiale et temporelle de la synthése protéique dans les neurones (64).
En effet, il permet le fonctionnement de processus indispensables a la survie neuronale, tels que la
plasticité synaptique (65), le développement neuronal (66) et les réponses adaptatives aux stimuli
(67). Toutefois, comment un neurone peut-il distribuer plus d'un millier d'ARNm différents dans
leur compartiment subcellulaire respectif ? En effet, le transport de I'ARNm dans les neurones est

orchestré par une machinerie moléculaire complexe (68).
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Premicrement, au niveau des ARNm, des éléments de localisation, ou "zipcodes", dans leur région
3' non traduite (3'UTR) sont reconnus par des protéines de liaison a I’ARN (PLA) (69, 70). Ceci
permet 1’assemblage macromoléculaire de ribonucléoprotéines (mRNP) connut sous le nom,
granules mRNP (Figure 4) (68). Les deux principaux types de granules d'ARN impliqués dans le
transport de ' ARNm neuronal sont les granules de stress, formés en réponse au stress cellulaire, et
les granules de transport, qui contiennent des ARNm destinés a des compartiments subcellulaires
spécifiques (71). En effet, ces granules jouent un role crucial dans la régulation de la localisation
et de la stabilit¢ des ARNm. Une fois assemblés, ces complexes ARN-protéines peuvent interagir
avec la machinerie du transport. Un exemple bien caractérisé est le granule mRNP de la B-actine
(70), qui s'associe a la protéine 1 de liaison au zipcode (ZBP1/IGF2BP1) pour un transport et une

localisation optimale.

Deuxiémement, une fois les granules mRNP assemblés, ils sont transportés le long du cytosquelette
neuronal, grace aux protéines motrices composées de la superfamille de la kinésine, de la dynéine
et de la myosine (62, 72). En effet, les neurones ont divers compartiments qui ont des compositions
du cytosquelette, des arrangements, des comportements de transport et des besoins différents. Dans
les axones et les dendrites (composition cytosquelette majoritairement de microtubules, MT), le
mécanisme prédominant du transport antérograde (vers les synapses) est assuré par les kinésines,
en particulier le moteur KIF5 (67, 72). Ce transport est essentiel pour le déplacement de ' ARNm
fraichement synthétisé et diverses protéines, y compris les neurotransmetteurs, les précurseurs et
les enzymes (73). D’autre part, les dynéines cytoplasmiques, qui sont des moteurs dirigés vers
l'extrémité chargée négative, sont responsables du transport rétrograde, déplagant les cargaisons
vers le corps cellulaire dans les axones et les dendrites (62). Ce transport est essentiel pour le
transport de métabolites cytotoxiques produits a l'extrémité de 'axon, ainsi que de protéines et
d'organites anciens ou altérés destinés a étre dégradés et recyclés, le tout se déplagant vers le corps
cellulaire du neurone (73). En revanche, les compartiments fonctionnels tels que les €pines
dendritiques et les terminaux présynaptiques possédent faiblement de MT. En effet, ces
compartiments posseédent plutot des filaments d'actine et ce sont donc les myosines qui prennent
en charge le transport bidirectionnel des granules mRNP grace a leur interaction avec 1’actine
(Figure 4) (74).

Globalement, le transport bidirectionnel garantit que I'ARNm soit transporté vers des

compartiments subcellulaires précis a I'intérieur du neurone.
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1.2.2 Les dilemmes du transport des ARNm, plusieurs questions sans réponse

Jusqu’a aujourd’hui, les études visent de comprendre 1'association entre les ARNm, les
protéines de liaison a 'ARN (PLA) et les moteurs moléculaires. Cependant, les granules de
transport présentent une complexité et une diversité importante, ce qui rend difficile leur
caractérisation et compréhension. Une étude (62) faisant une vue d’ensemble du transport parle de

certaines origines de cette problématique :

1.2.2.1 L’interaction ARN-PLA

La grande variét¢ de PLA, capable de reconnaitre I'ARN, complique I'établissement de
régles bien définies régissant les interactions ARN-protéines (75). Une des hypotheses expliquant
cela est I'hypothése du "granule d'ARN" (76). En effet, celle-ci explique que les ARNm possedent
des séquences spécifiques qui sont reconnues par un ensemble distinct de PLA dans le noyau, et
que la composition des granules mRNP évolue de maniére dynamique au cours de leur trajet vers
leur destination. De plus, il est important de soulever qu’une PLA peut se lier simultanément a
plusieurs transcrits, ce qui complexifie davantage la caractérisation. Par exemple, la protéine de
retard mental du X fragile (FMRP) et Staufen sont connues pour interagir simultanément avec
plusieurs cibles d'ARNm (77, 78). Cette liaison simultanée est due au fait qu’une PLA posséde
divers domaines de liaison a I’ARN et ceux-ci sont indépendants. De plus, ceci peut influencer la
stabilité, la localisation et la traduction de I'ARNm.
En résumé, chaque ARNm peut potentiellement engager un sous-ensemble spécifique de PLA,
chacun avec des affinités variables, et ou chaque PLA est partagée entre plusieurs transcrits. Cette
interaction appuie donc la nature complexe du transport et de la régulation de I'ARNm dans les

neuroncs.

1.2.2.2 L’interaction PLA-protéines motrices

Aujourd’hui, le mécanisme précis par lequel les PLA interagissent avec les protéines
motrices n’est pas encore totalement élucidé. La littérature débat entre deux possibilités, soit les
PLA peuvent interagir directement avec les protéines motrices ou soit indirectement par
l'intermédiaire d'une protéine adaptatrice (62). Par exemple, une étude a montré une association
directe entre la FMRP et la kinésine, suggérant que les transcrits liés a la FMRP ont la capacité
d'étre transportés (79). Par ailleurs, concernant la dynéine, des études ont montré que la dynactine

(activateur de la dynéine) agit comme intermédiaire de liaison avec d’autres protéines (80).
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1.2.2.3 Les complexes mRNP sont-ils dynamiques ? implication de la SPLL et des domaines
intrinsequement désordonnés.

Les granules mRNP sont formés par un phénomeéne connu sous le nom de séparation de
phase liquide-liquide (SPLL). En effet, ce processus conduit a la formation de condensats
présentant des propriétés de type liquide et ne possédant pas de membrane isolante du cytoplasme
(81). Cette séparation de phase est initiée par I'établissement d'un réseau d’interaction dans les
granules mRNP, tels que les interactions des régions riches en domaines intrins€équement
désordonnés de faible complexité (RID) des protéines associées aux granules de mRNP (82, §3).
D’une autre part, due a I’absence d’une membrane, ces granules peuvent avoir un échange
moléculaire avec le milieu environnant (81). Cette séparation de phase est sensible aux
concentrations ioniques locales, et aux modifications post-traductionnelles (MPT) des composants
des granules (84). Par conséquent, les granules de RNP ont la capacité de se remodeler, de se
dissoudre et de se réassembler rapidement, ce qui montre un processus dynamique qui peut étre
notamment important lors de la réponse a des signaux externes.

Ces résultats soulignent donc l'importance de la régulation des granules mRNP pour la

détermination de la localisation précise de ' ARNm pour I'expression des génes neuronaux.
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1.2.3 Le transport des ARNm dans les maladies neurodégénératives

Des défauts dans le traitement de I'ARN tels que la traduction, I'épissage et le transport ont
ét¢ identifiés dans plusieurs troubles neurodégénératifs tels que la SLA, la démence fronto-
temporale (DFT) la maladie de Huntington et la maladie d’Alzheimer (85). En effet, ces maladies
présentent des caractéristiques pathologiques communes, notamment la mauvaise localisation et
l'agrégation de protéines spécifiques dans les neurones (86). Aujourd’hui, diverses études ont
permis d’élucider, a premiére vue, le lien du transport de I' ARNm dans la pathogenése des maladies
neurodégénératives, révélant des mécanismes moléculaires complexes (Figure 5) qui constituent

des cibles thérapeutiques potentielles.
Réduction de la
traduction locale

Agrégation et mauvaise
localisation des protéines

CI I S 2 E—

désassemblage des granules de
stress

o/ dérégulation de I'assemblage/

Dérégulation du transport axonal des granules
d'’ARNm (probléme au niveau des cargaison,
PLA, protéines impliqué dans la machinerie du

transport..)
Machinerie de transport
antérograde

Genes de la machinerie KIFSA, KIFSC, KIF1A, Réseau de Microlubules  Machinerie de transport

du t?nspo;t axo;al KIF1C. KIF14. KIF16A. TUBQ‘M TUBEoB. DyNtrog T)‘(’:.Tm

impliqués dans des KIF4A. KIF7. KIF21A. , . .
maladies neurologiques KIF11, KIF10, KIF6, TUBB3,TUBB4A, TUBB4B, BICD2 LIS1 NDE1

KIF15. KIF2A. KBP TiEBsTIEA1

Figure 5. Les événements liés au transport/traduction locale de I' ARNm qui peuvent
participer dans les maladies neurodégénératives.
(Figure congue avec BioRender et inspiré de Sleigh, J.N., Rossor, A.M., Fellows, A.D. et al.
2019 (87))
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1.2.3.1 Mutations, agrégation et mauvaise localisation des protéines de liaison a I’ARN (PLA)

Tout d'abord, il existe un lien entre la dérégulation du transport de ' ARNm et des problémes
associés aux protéines de liaison a 'ARN (PLA) (86). En effet, dans le cas de la sclérose latérale
amyotrophique (SLA)/Démence Frontotemporale (DFT), on observe des mutations et une
mauvaise localisation des protéines de liaison a I'ARN, telles que TDP-43 et FUS. Dans des
conditions basales, ces protéines se trouvent principalement dans le noyau cellulaire, mais dans
certaines formes sporadiques et familiales de SLA, elles forment des agrégats anormaux dans le
cytoplasme. De plus, il est connu que ces protéines sont impliquées dans une interaction dynamique

entre le noyau et le cytoplasme, ce qui régule le transport et la traduction de I'ARNm (88).

Effectivement, les mutations et leurs déplétions nucléaires peuvent perturber le processus du
transport des ARNm, bien que les mécanismes précis restent encore a comprendre. Entre autres,
une ¢étude (89) suggere que les granules d ARNm contenant la TDP-43 mutants sont instables, ce
qui entraine une réduction du transport axonale antérograde. D’une autre part, une étude (90) a
montré que FUS lie 'ARNm de Fos-B a l'intérieur des axones et que la surexpression de Fos-B par
FUS SLA mutants est associée a une ramification axonale anormale. En effet, certaines mutations
(ex: H517D) de la FUS, dans le contexte pathologique, se situent au niveau du signal de
localisation nucléaire (SLN), ce qui aboutit a une augmentation de sa localisation cytoplasmique.
En outre, plusieurs études suggerent que la FUS et la TDP-43 régulent le transport et la traduction
locale des protéines ribosomales dans les axones (91-93). En effet, une surexpression de la TDP-
43 cytoplasmique ou FUS mutants présentent une diminution de la traduction globale des protéines
dans les neurones, y compris les axones, ce qui suggere un mécanisme potentiel dans leur

contribution dans la pathogenese de la SLA/DFT.

En résumé, des dérégulations de PLA (Figure 5) peuvent potentiellement avoir des impacts au
niveau du dynamisme des granules, des modifications au niveau de la traduction/transport de

certains ARNm et des impacts au niveau de la morphologie axonale.

1.2.3.2 Mutations dans la Machinerie de Transport et les composants du cytosquelette

Le processus de transport des cargaisons le long des axones repose sur trois éléments
fondamentaux : le réseau de microtubules, un moteur de kinésine ou le complexe rétrograde
cytoplasmique dynéine-dynactine, et diverses protéines adaptatrices (72). Le transport axonal

rétrograde nécessite de la dynéine cytoplasmique pour transporter un cargo, tandis qu’il existe plus

34



de 40 kinésines différentes pouvant participer au transport antérograde. En effet, plusieurs
mutations affectant les génes responsables du transport axonal ont été associées a diverses maladies
du cerveau (Figure 5). Cela suggére un lien entre les déficits de transport axonal et les maladies

neuronales (94).

Tout d’abord, au niveau de la machinerie du transport antérograde, plusieurs études ont
montré que des mutations dans les kinésines sont impliquées dans diverses maladies
neurodégénératives telles que la SLA (94). Un exemple de celles-ci sont les mutations retrouvées
dans la chaine lourde KIF5A, notamment dans sa région N-terminal et C-terminal. En effet, les
mutations principalement situées dans le domaine moteur N-terminal influence l'activité de 'ATP
et donc la fonction « moteur » de la kinésine (95). A l'inverse, les mutations associées a la SLA
sont principalement situées dans le domaine C-terminal de la queue de liaison a la cargaison. Donc,
les deux types de mutations agissent de fagon différente, mais aboutissent tous les deux a un

dysfonctionnement du transport antérograde dirigé par KIFSA (96).

D’une autre part, des mutations identifiées dans les génes DCTN1 et DYNCI1HI1 (Figure 5) sont
liées a une perturbation du transport axonal médié par la dynéine dans le contexte des maladies
neurodégénératives (94). En effet, des mutations dans le géne DCTNI1, qui code pour la dynactine,
ont été associées a des maladies telles que la SLA, la maladie de Parkinson (MP), la maladie
d'Alzheimer (MA) et la démence frontotemporale (DFT). Cependant, ces mutations ne possédent
pas un lien de causalité avec 'apparition des pathologies neurodégénératives, mais pourraient avoir

un impact sur la prédisposition a la maladie chez les patients (97).

Puis, au niveau du cytosquelette, il existe plusieurs genes qui ont été associés avec des maladies
neurodégénératives (Figure 5) (98). Par exemple, dans la SLA, il y a une désorganisation des
microtubules qui peut étre attribuée a de multiples mutations ainsi qu'a des variantes rares de
l'alpha-tubuline 4a, qui est codée par le géne TUBA4A. Ces variantes ont été identifiées comme
ayant un lien de causalité possible de la SLA. En effet, des études soulévent que celles-ci entrainent

une déstabilisation du réseau de microtubules et perturbe sa capacité de polymérisation (99).

En résumé, les variations génétiques peuvent contribuer au dysfonctionnement des moteurs
moléculaires et a la perturbation du cytosquelette dans les maladies neurodégénératives, ce qui

pourrait potentiellement altérer le transport de I'ARNm au sein des neurones.
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1.3 HNRNPAI

1.3.1 La famille hnRNPA/B

Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogenes (hnRNP) ont été initialement identifiées
comme des protéines associées aux ARN nucléaires hétérogénes (ARNh), d’ou leur nomenclature
(100). En effet, ces ARNm ont ét¢ identifiés comme des pré-ARNm et des ARNm épissés dans le
noyau. Au niveau de leur fonction, elles jouent des roles essentiels dans les processus du
métabolisme de I’ARN, la stabilisation des ARNm pendant le transport cellulaire et exercent un
contrdle sur leur traduction (101, 102). De nos jours, plus de vingt-cinq protéines hnRNP ont été
identifiées avec des affinités variables pour les ARNh, dont certaines sont connues sous d'autres

noms tels que FUS (fused-in-sarcoma ; hanRNP P2) (102).

Parmi les hnRNPs, on retrouve la sous-famille des protéines hnRNP A/B, composée de A1, A2/BI,
A0 et A3 (Tableau 3). Ces protéines ont des roles distincts dans le métabolisme cellulaire de I'ARN,
mais sont regroupées dues a leur importante identité de séquences d'acides aminés (102). En effet,
elles partagent une grande identité au niveau de leur domaine N-terminaux, mais leurs domaines
C-terminaux différent, ce qui conduit a des fonctions uniques dans 1'homéostasie cellulaire (102,
103). Sur le plan structurel, les protéines hnRNP A/B se composent de deux motifs de
reconnaissance de 'ARN (RRM) en N-terminal et d'un domaine riche en glycine en C-terminal,
souvent appelés, en raison de sa nature structurelle, domaine de faible complexité¢ (LCD). Le LCD
riche en glycine comprend une région a motif RGG (arginine-glycine-glycine), une séquence de
localisation nucléaire M9 et une région intrinsequement désordonnée (RID) (103). Cependant,
quelle est leur importance dans le métabolisme de I’ARN ? Plusieurs vues d'ensemble (101, 102,
104, 105) dans la littérature décrivent en détail les fonctions connues de chaque protéine, en

soulignant les différences importantes entre elles :

1.3.1.1 hnRNP A2/Bl

Premiérement, les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogénes A2/BlI, nommé
hnRNPA2/B1, appartiennent a la famille des hnRNPs et sont exprimées dans divers tissus. Le géne
HNRNPAZ2/BI peut étre alternativement €picé en quatre isoformes distinctes nommées : hnRNP
B1 (comprenant tous les exons), hnRNP A2 (excluant I'exon 2), hnRNP B1b (excluant I'exon 9) et
hnRNP A2b (excluant les exons 2 et 9) (106) (Tableau 3). Dans les cellules humaines, les
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hnRNPA2/B1 sont les isoformes prédominantes, mais la hnRNPA2b est exprimée en faibles
quantités dans les cellules HeLa et SH-SYSY (107).

De part et d’autre, au niveau de leurs fonctions, ces protéines de liaison a I'ARN (PLA) ont la
capacit¢ de lier ’ARN et des motifs d'ADN spécifiques. Ces diverses fonctions incluent la
régulation de la transcription, le traitement de I'épissage, le transport de I'ARN, la stabilité et le
contrdle de la traduction des ARN (102). En effet, la hnRNPA2/B1 utilise divers mécanismes pour
achever ses fonctions cellulaires. Par exemple, au niveau du transport de I’ARN, il a été décrit que
la hnRNP A2 participe au transport des ARNm qui possédent I'élément de réponse A2 (ERA2) de
21 nucléotides ou son dérivé de 11 nucléotides (ERA211) (108). Ce processus complexe de
transport de 1'ARN par la hnRNPA2, impliquerait potentiellement un systtme complexe
comprenant jusqu'a 35 composants moléculaires différents (109).

Finalement, des perturbations au niveau de 1’expression et des mutations des hnRNP A2/B1 ont
été associées au développement de nombreuses pathologies, dont divers types de cancers, des

troubles neurodégénératifs et des maladies auto-immunes (105).

1.3.1.2 hnRNP A0

Ensuite, la hnRNP A0 semble étre un ajout évolutif relativement récent a la famille des
hnRNP A/B. Elle est codée dans un seul exon et serait issue d'une erreur de transcription inverse,
suivie de son intégration dans le chromosome, ressemblant a un ARNm de type hnRNP A2 (110).
Premicrement, au niveau de ses fonctions cellulaires, la hnRNP A0, comme d'autres hnRNPs, joue
un role dans 1'épissage alternatif. En effet, la hnRNP A0 a été identifiée avec d'autres hnRNPs (y
compris d'autres protéines A/B) comme influenceur de I'épissage alternatif des protéines avec des
régions intrinséquement désordonnées (RID) (111). Les hnRNP A/B possedent des RID, et
I'épissage alternatif de Al et A2/B1 régule l'expansion de leur région. Cette autorégulation est un
théme commun aux protéines hnRNP (111).

Ensuite, la hnRNP A0 possede aussi un role dans la progression du cycle cellulaire et de I'apoptose.
Par exemple, une étude (112) souléve que suite a un dommage a ’ADN, la MAPKAP kinase 2
(MK2), phosphoryle la protéine a la position sérine 84. Cette phosphorylation permet a la hnRNP
A0 de se lier et de stabiliser ' ARNm d’arrét de croissance et inducteurs de dommages a 'ADN 45

alpha (Gadd45a), ce qui aboutit a un arrét temporaire a la phase G2/M du cycle cellulaire.
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1.3.1.3 hnRNPA3

Finalement, la hnRNP A3 est le membre le moins bien caractérisé de la famille des hnRNP
A/B. Comme les autres membres de la famille des hnRNP A/B, la séquence d'acides aminés et le
profil d'épissage de HNRNPA3 sont trés conservés entre 'homme et les rongeurs (113). En effet,
ce gene HNRNPA 3 peut étre épissé en quatre isoformes (tableau 3) mais leurs fonctions spécifiques
ne sont pas bien comprises et caractérisées.
Cependant, étant donné sa similarité de séquence avec d'autres hnRNP de la famille, la hnRNP A3
devrait contribuer au métabolisme de I'ARN et a la régulation des génes d'une maniére similaire a
celle des membres de sa famille. Bien que ces fonctions spécifiques ne soient pas bien répertoriées,
des associations fonctionnelles ont été soulevées dans la régulation de la progression du cycle
cellulaire et la régulation de la réponse aux stimuli immunitaires inné. Néanmoins, des études

mécanistiques sont nécessaires pour caractériser davantage cette hnRNP (102).

1.3.1.4 Le dilemme de la famille hnRNPA/B : la compréhension des distinctions entre les divers

membres et leurs isoformes.

Les protéines de la famille hnRNP A/B, remplissent des fonctions distinctes malgré leur
homologie de séquences significatives, une architecture et des structures de domaines hautement
conservées. Aussi, les protéines hnRNP A/B, a I'exception de la protéine A0, présentent diverses
isoformes étroitement régulées et conservées au cours de I'évolution (102).

Tout d’abord, cela suggere que les différentes isoformes de ces protéines possedent aussi des
fonctions spécifiques distinctes. Par exemple, des études ont montré que la hnRNP A2 et la hnRNP
B1 présentent des différences subtiles dans leur préférence pour les motifs de 'ARN (114) ce qui
laisse entendre des fonctions distinctes potentielles. Cependant, la littérature se centre
principalement sur I’isoforme prédominante hnRNP A2 exprimée dans la plupart des tissus. De
plus, un autre couple d’isoformes, dont la distinction est peu élucidée dans la littérature, est la
hnRNP Al et la hnRNP A1B. Ce couple d’isoforme sera discuté dans la prochaine section. Mais,
pourquoi leurs distinctions semblent étre peu ¢élucidées ?

En effet, jusqu’a aujourd’hui, il existe un manque de compréhension sur comment les domaines
désordonnés participent aux interactions, les tendances a 1'agrégation et les activités de liaison a

I'ARN. Il existe donc un besoin nécessaire d’informations structurelles, mais cela est
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particulicrement difficile dii au manque de compréhension et caractérisation de leurs régions

intrinséquement désordonnées (RID) (115).

Tableau 3. Les divers hnRNPs de la famille hnRNP A/B
(Thibault, P. A., Ganesan, A., Kalyaanamoorthy, S., Clarke, J. W. E., Salapa, H. E., & Levin, M.
C. (2021). (102))

Geéne Isoformes
Protéine (Ensembl ID) (En o:‘dre décroissant N° (aa)
d’abondance)
HNRNPAO
hnRNP A0 n/a 305
(ENSG00000177733)
HNRNPAI hnRNP Al 320
hnRNP A1l
(ENSG00000135486) hnRNP A1-B 372
hnRNP A2 341
hnRNP B1 353
HNRNPA2B1
hnRNP A2/B1 hnRNP A2b 301
(ENSG00000122566)
hnRNP Blb 313
hnRNP A2* 253
hnRNP A3 var 1 378
HNRNPA3
hnRNP A3 hnRNP A3 var 2 356
(ENSG00000170144) hnRNP A3 var 3 331
hnRNP A3 var 4 309
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1.3.2 HNRNPAI1, un géne de la famille hnRNP A/B

1.3.2.1 L’¢épissage alternatif de HNRNPA1

Le géne HNRNPA I peut étre alternativement épissé en deux isoformes nommées la hnRNP
A1 (320 aa, 34 kDa) et la hnRNP A1B (372 aa, 38 kDa) (116). La seule différence entre les deux
isoformes est 1’¢longation de la région intrinséquement désordonnée (RID) de la hnRNP A1B
(inclusion de I’exon 7B, Figure 6) (102). Ces protéines font partie de la famille ribonucléoprotéine
nucléaire hétérogéne A/B (hnRNP A/B) qui est reconnue pour son role dans I’épissage alternatif
de diverses protéines avec des régions RID. De plus, cette famille est distinguée par
I’autorégulation de leurs épissages respectifs. Effectivement, les deux isoformes de HNRNPAI
possedent un RID, et la hnRNP A1l est reconnue comme participante de son épissage alternatif

(111).

Tout d’abord, il existe deux types de mécanismes de I’épissage alternatif de HNRNPAI, les
mécanismes favorisant 1’exclusion puis I’inclusion de I’exon 7B. D’abord, l'exclusion est
principalement modulée grace aux éléments conservés ECla, EC4, des séquences introniques de
chaque coté de I'exon 7B. En effet, la hnRNP A1, peut lier ces sites et converger les sites d'épissages
distaux 5' et 3' pour former une boucle (Figure 6), et donc exclure I’exon 7B (116, 117). Ainsi,
I’implication de la hnRNP Al est un mécanisme d’autorégulation pour I’épissage HNRNPAI. De
plus, le site EC6 favorise 1’exclusion en formant une boucle avec le site d'épissage proximal 5'
(Figure 6) (118). D’autre part, du point de vue de la favorisation de I’inclusion, celle-ci est favorisée
par la séquence CE9, qui abolit l'utilisation du site d'épissage 3' de I'exon 8 (Figure 6) (117). C’est

ainsi que ces ¢léments régulateurs influencent 1'épissage de I'exon 7B.

1.3.2.2 La structure protéique de HNRNPA 1

Puisque la hnRNP Al et la hnRNP A1B font partie de la famille hnRNP A/B, celles-ci
possedent un domaine N-terminal trés ordonné (structure tridimensionnelle bien définie) puis un
domaine C-terminal désordonné (possibilité de structure secondaire). De plus, ses protéines

possedent divers domaines fonctionnels (Figure 6) (102) :
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Le domaine N-terminal : un domaine ordonné :

La partie N-terminale de la hnRNP A1, posseéde les domaines d’interaction avec I’ARN
(RRM1 et RRM2), connu aussi sous le nom de protéine de déroulement 1 (UP1), et est la partie la
plus structurée de la protéine avec deux domaines globulaires (119). Les motifs de reconnaissance
de I'ARN (RRM) ont une longueur d'environ 90 acides aminés et jouent un réle crucial dans la

liaison aux molécules d'ARN et d'’ARN messager (ARNm) générales et spécifiques (120).

Bien que les deux RRM présentent un degré élevé d'homologie ( environ 35% identiques et
60% similaires), et adoptent des structures tridimensionnelles presque identiques, ils ne sont pas
redondants d'un point de vue fonctionnel. En effet, ils fonctionnent comme des domaines
indépendants capables de se lier a différentes cibles d'ARN et d'ARNm (121). Au niveau de chaque
RRM, deux sous-motifs conservés nommés RNP1 et RNP2 jouent un réle crucial pour la liaison a
I’ARN. Les responsables de ceci sont les résidus phénylalanine conservés F17A/F57A/F59A
(RMM1) et F108A/F147A/F150A (RRM2) (Figure 6) (122). Puis, du point de vue de la liaison a
I’ARN, la HnRNP Al, préfere se lier aux éléments riches en AU (ERA) ou aux motifs
UAGGGA(U), principalement situés dans les régions 3’ non traduites (3'-UTR) des transcrits
d'ARNm (123).

Le domaine C-terminal : un domaine désordonné

La partie C-terminal, avec une structure plus désordonnée, possede divers éléments
fonctionnels participant a la liaison de I'ARN, a la localisation cellulaire et aux interactions
protéine-protéine (104). Cette partie se compose notamment d’un motif de liaison a I’ARN (RGG-
box), une région riche en glycine connue aussi sous le nom région intrinséquement désordonnée

(RID) et une séquence de ciblage nucléaire (M9) (Figure 6) (104).

Tout d’abord, la séquence M9 est importante, car elle permet le transport bidirectionnel de
HNRNPAI du noyau vers le cytoplasme. Les steechiométries, c’est-a-dire, ce qui contrdle les
niveaux nucléocytoplasmiques, ne sont pas tout a fait compris, mais le mécanisme d’import est
bien décrit dans la littérature (124). En effet, des études antérieures suggerent qu’il y aurait 2 motifs
essentiels pour le transport de cette protéine, le motif N-terminal SNFGPMK et le motif C-terminal
PY (M9) (124). En effet, 'import nucléaire de hnRNPA1 est médié par la transportine (125).
Lorsque des mutations sont présentes dans ces motifs, il y a une inhibition de I’import nucléaire et

une diminution de I’interaction avec la transportine-1 ou 2 (TNPO1/TNPO2) (124).
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Ensuite, il a ét¢ démontré que le domaine RGG de la hnRNP Al influence la spécificité et la force
de liaison de 1'ARN, la liaison et le dépliage de 'ADN G-quadruplex, ainsi que la médiation des

interactions protéine-protéine (126, 127).

Aussi, le RID permet des interactions protéine-protéine, favorise la séparation de phase liquide-
liquide (SPLL) et la fibrillation auto-associative/hétéro-associative de hnRNP A1l (104). Cette
séparation permet la formation d’organelles sans membrane dans les cellules eucaryotes jouant un

role important dans la santé et dans le contexte pathologique (128).
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Figure 6. Les isoformes codantes de HNRNPAI
(Figure modifiée de Gagné M., theése doctorat, 2022, permission annexe (129))

A) Le schéma du géne HNRNPAI et le modéle d’épissage de I’exon 7B B) Les domaines
protéiques des différentes isoformes; RRM1/2: domaine de reconnaissance de I’ARN (UP1), RGG
: domaine de répétition Arg-Gly-Gly, RID : région intrinséquement désordonnée enrichie en
glycine, M9 : séquence transport nucléocytoplasmique, 7B : exon concerné dans I’épissage
alternatif. C) Prédiction par AlphaFold Monomer v2.0. de la structure compléte de hnRNP A1B
humaine (AF-P09651-F1), derniére mise a jour le 1" novembre 2022 (130)
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1.3.2.3 Les fonctions de la hnRNP A1 et les effets des modifications post-traductionnelles :

La hnRNP Al est un acteur important dans le métabolisme de I’ARN. En effet, étant une
protéine de liaison a I’ARN, elle présente une grande diversité fonctionnelle, notamment joue un
role dans la transcription de I'ARN, I'épissage des pré-ARNm, le transport/ protection de ' ARNm
par la séparation de phase (SPLL), et la traduction des ARNm. Au-dela de son implication dans les
processus liés a 'ARNm, la hnRNP Al participe également au traitement des microARN, et a la
biogenese des télomeres (Figure 7) (131). Aussi, celle-ci est présente, mais exprimée
différentiellement dans de nombreux types cellulaires dont sa fonction moléculaire peut varier en
raison de modifications post-traductionnelles (MPT). Notamment, elle peut subir la
phosphorylation, sumoylation, ubiquitination, PARylation, acétylation, méthylation et O-
GlcNAcylation/N-GlcNAcylation, qui affectent toutes la localisation et la fonction de la hnRNP
A1 (131). Pour effectuer ses fonctions, la hnRNP Al utilise divers mécanismes et MPT, plusieurs
vues d’ensemble (103, 104, 123, 131, 132) décrivent en détail ces mécanismes, mais voici quelques

exemples importants a discuter :

1.3.2.3.1 Régulation de la Transcription :

La hnRNP Al est connue pour réguler la transcription des génes (Figure 7) par des
mécanismes qui peuvent étre divisés en deux catégories, répression et activation du promoteur
(133, 134). D'une part, il a ét¢ démontré que la répression du promoteur peut étre causée par
I’interaction protéine-protéine entre le domaine intrinséquement désordonné de la hnRNP Al et le
facteur de transcription (135). D'autre part, d'autres études soulévent que la hnRNP Al contrdle
l'activation du promoteur en se liant aux structures G-quadruplex au sein des promoteurs de genes.
Cet effet est basé sur la reconnaissance et liaison des structures G-quadruplex de I’ARN par le
domaine RGG de la hnRNP Al. En effet, cette interaction permet par la suite au RRMs de stabiliser

la forme dépliée de ' ADN en interagissant avec 'ADN simple brin (136).

1.3.2.3.2 Régulation de l'épissage des pré-ARNm :

Outre, son impact sur la transcription, la hnRNP Al joue également un rdle essentiel dans
I'épissage de 'ARN (Figure 7). Cette protéine est un composant essentiel du spliceosome et
contribue aux processus d'épissage régulier et alternatif de I'ARN. Le mécanisme régissant cette

fonction est la liaison de la hnRNP A1l aux éléments silencieux d'épissage exoniques (ESE) ou
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introniques (ESI) au sein du pré-ARNm. Cette liaison, empéche la reconnaissance de I'exon ou

favorise I'exclusion de 1'exon dans 'ARNm (137).

Des exemples illustrant ce mécanisme sont 1’épissage de I’ARN tau (138) et du motoneurone de
survie (SMN) qui sont essentiels a I’homéostasie et survie des neurones.

Tout d’abord, dans I’épissage de tau, la hnRNP Al participe a I’exclusion de 1'exon 10 qui donne
lieu a une protéine comportant trois répétitions de liaison aux microtubules (3R-Tau). Ceci est
essentiel dans le cerveau pour conserver un rapport équilibré entre 4R-Tau (quatre répétitions de
liaison aux microtubules) et 3R-Tau. Néanmoins, dans les tauopathies et la maladie d'Alzheimer,
ce rapport est dérégulé par un exces de 4R-Tau par rapport a 3R-Tau (139). Donc la hnRNP Al
pourrait étre potentiellement impliquée dans cette dérégulation, mais aucune étude jusqu’a
aujourd’hui discute cette possibilité. Ensuite, dans 1’épissage de SMN, la hnRNP A1l favorise
I’exclusion de I’exon 7 du pré-ARN en se liant a 1'exon 8, maintenant ainsi I'état fonctionnel de la
protéine. En effet, I’inclusion de 1’exon 7 est associée a la pathologie de ’amyotrophie spinale

(SMA) (140).

Cependant, il existe un facteur a prendre en considération dans la régulation de I’épissage par la
hnRNP Al. En effet, les modifications post-traductionnelles (MPT) en réponse a divers stimuli,
telles que 1’ubiquitination (141), interférent généralement avec 1'activité de liaison a I'ARN de la
hnRNP A1l et favorisent sa localisation cytosolique, ce qui conduit a 1'épissage alternatif des
ARNm. Par exemple, la hnRNP A1 peut étre ubiquitinée par le facteur 6 associé au récepteur du
TNF (TRAF6) dans sa région RRM1, ce qui entraine une diminution de la liaison a I'ARN et donc
I’épissage alternatif de divers geénes. Le mécanisme derriere cette modification est le
déclenchement de la réponse inflammatoire causée par la détection de molécules associées a des

pathogénes comme les lipopolysaccharides bactériens (141).

Donc, I’épissage régulé par la hnRNP A1 est trés important pour le maintien de I’homéostasie dans

les neurones, mais aussi pour la réponse suite a I’exposition a divers stimuli.
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1.3.2.3.3 Transport et traduction des ARNm :

Aussi, la hnRNP A1 joue plusieurs roles dans la régulation de la traduction de 'ARNm. 11
agit notamment comme un activateur en trans du site d'entrée interne du ribosome (SEIR) et se lie
aux séquences SEIR de divers ARNm cellulaires, y compris ceux codant pour 1’apoptose, les
régulateurs du cycle cellulaire et des oncogenes (142, 143). Cela permet d’initier une traduction
indépendante de la coiffe (dépendante de I'IRES), ce qui est essentiel en cas de stress cellulaire, de
progression du cycle cellulaire ou prolifération cellulaire. Le mécanisme derriére cette fonction

complexe n’est pas tout a fait compris.

Tout d’abord, des études (143, 144) décrivent que la liaison de la hnRNP A1 aux séquences SEIR,
induit des modifications post-traductionnelles sur la protéine qui par la suite facilite le transport
des ARNm vers le cytoplasme. Ensuite, des MPT ultérieures dans la hnRNP Al entrainent la
libération de la séquence SEIR, et rendent donc I’ARNm disponible pour la traduction
indépendante de la coiffe. Par exemple, une étude souléve que la liaison de la hnRNP A1l a une
séquence SEIR favorise sa phosphorylation par des kinases telles que S6K2 dans le noyau, ce qui

permet le transport vers le cytoplasme (144).

En outre, il existe d’autres MPT qui sont reconnues pour influencer le mécanisme de régulation de
la traduction mené par la hnRNP A1 (145). En effet, les protéines arginine méthyltransférases telles
que PRMT3 et PRTM1 peuvent réguler la traduction dépendante a la SEIR par la hnRNP Al grace
a la méthylation de I'arginine, en augmentant ou en diminuant son activité de liaison a 'ARN. Par
exemple, PRMT3 est connu pour la méthylation de 1'Arg31, réduisant la liaison de la hnRNP Al
a I'ARNm cellulaire du membre 2 de la sous-famille G de la cassette de liaison a I'ATP (G2CLA)
et augmentant I'abondance de cette protéine (146). Par ailleurs, PRMT1 est connue pour diminuer

la traduction dépendante a la SEIR (147).

Finalement, la hnRNP Al influence également la traduction en se liant aux régions 3' non traduites
des ARNm (3’-RNT) contenant des éléments riches en AU (ERA), supprimant la traduction. Un
exemple détaillé est la régulation de 1’expression de la cytokine inflammatoire TNF a (148). En
effet, lorsque les lymphocytes T sont inactifs, la hnRNP A1 lie des ERA dans le 3’-RNT, inhibant
la traduction de la cytokine. Cependant, quand les lymphocytes T sont activés, il y a aussi activation
de la MAP kinase d'intégration du signal 1 (MNKI1) qui phosphoryle la hnRNP Al. Cette

modification diminue la liaison de la hnRNP A1 a I’ARNm et donc augmente la traduction de la
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cytokine TNFa. Cette régulation est importante, car cette cytokine est un acteur majeur dans la

régulation de I’inflammation.

En résumé, bien que les acteurs clés puissent changer en fonction des stimuli, il existe deux
mécanismes majeurs responsables de la régulation de la traduction de ' ARNm. De plus, ceux-ci
sont influencés par les MPT qui, encore une fois, diminuent la liaison a I’ARNm et favorisent sa

localisation cytosolique.

1.3.2.3.4 La séparation de phase liquide-liquide de HNRNPA1 (SPLL) :

Le domaine C-terminal de la hnRNP Al, comme mentionné précédemment, se compose
principalement de régions intrinsequement désordonnées (RID) et du domaine RGG. Ces ¢léments
jouent un role essentiel dans les interactions protéine-protéine, protéine-ARN et la séparation de
phase liquide-liquide (SPLL) (83). La séparation de phase se produit lorsque les RID désordonnés
interagissent électrostatiquement pour former des gouttelettes en forme de granules, appelées
"organelles sans membrane", telles que les granules de stress et les granules d'ARNm. Ces entités

dynamiques sont régies par des interactions multivalentes, transitoires et diverses (81).

En ce qui concerne les granules de stress (GS), ils se forment dans le cytoplasme en réponse a des
facteurs de stress environnementaux. IIs sont principalement composés d'ARNm, de protéines de
liaison a I'ARN (PLA) et de complexes de traduction bloqués (149). Les GS sont devenus des sujets
de recherche populaires en raison de leur implication présumée dans la neurodégénérescence de
diverses pathologies, bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas encore complétement

compris (24).

De plus, la hnRNP A1l a ét¢ identifiée comme un composant des granules de stress, contribuant a
leur assemblage grace a ses fonctions de liaison a 'ARN et a son domaine C-terminal désordonné
(150). En effet, le domaine C-terminal, indépendamment des autres domaines, a la capacité de subir
une séparation de phase de maniére autonome, pouvant attirer et incorporer d'autres protéines
contenant des régions intrinsequement désordonnées (RID). Ce phénomene de séparation de phase
est potentiellement causé par des interactions entre résidus aromatiques et électrostatiques.
Notamment, le domaine RGG est riche en résidus aromatiques, suggérant son importance
potentielle dans ce processus. De plus, I'ARN lié par le domaine de reconnaissance a I'ARN (UP1)
contribue a la séparation en phase, suggérant un mécanisme par lequel la liaison de I'ARN peut

réguler ce processus en favorisant I'assemblage de grands complexes qui ne peuvent pas se former
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par des interactions protéine-protéine seules. Cependant, I’implication de la hnRNP A1 dans les
granules de stress, telle que 1’identification des ARNm li¢ par la hnRNP Al dans ces organelles,

n’est pas ¢lucidée.
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Figure 7. Les multiples fonctions cellulaires de hnRNP Al
(Gagné M., thése doctorat, université de Montréal, biochimie, 2022, permission annexe (129))

La hnRNP Al joue un réle dans la transcription de I' ARN, I'épissage des pré-ARNm, le transport/
protection de I'ARNm par la séparation de phase (SPLL), et la traduction des ARNm. Au-dela de
son implication dans les processus liés a 'ARNm, la hnRNP A1 participe également au traitement
des microARN, et a la biogenése des télomeres.
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1.3.3 HNRNPAI : deux isoformes avec des différences

1.3.3.1.1 Le dilemme de HNRNPAI : est-ce qu’il y a des différences importantes entre les deux
isoformes ?

La hnRNP A1l comme décris plus haut est un acteur majeur dans le métabolisme de I’ARN,
mais est-ce que 1’isoforme hnRNP A1B partage aussi ce role ? En effet, comme discuter dans la
section dilemme des hnRNPs, la littérature fait difficilement une distinction concréte entre les
divers hnRNPs et leurs isoformes respectives. La majorité des études sur HNRNPAI se concentre
majoritairement sur I’isoforme hnRNP A1, étant I’isoforme la plus exprimée (132), alors que tres

peu est répertorié sur 1I’isoforme hnRNP A1B.

Premic¢rement concernant les études réalisées sur la hnRNP A1, celles-ci utilisent des anticorps
spécifiques aux deux isoformes. Comme discuter, la seule différence entre les deux est 1’¢longation
de la région désordonnée de la hnRNP A 1B. En effet, ces anticorps sont spécifiques a des séquences
partagées entre les deux isoformes et ne sont donc pas optimaux pour faire une distinction concréte.
Jusqu’a aujourd’hui, il n’y a aucune validation sur le fait que les fonctions soient d’une part

spécifique a la hnRNP A1, spécifique a la hnRNP A1B ou partager entre les deux.

En outre, la distinction est difficilement étudiée, a cause du manque de compréhension derriere les
mécanismes de fonction des RID. En effet, la participation de ces régions dans des interactions est
un concept trés récent, dii a I’ancienne hypothése dont la structure tertiaire définissait la fonction
d’une protéine (115, 151, 152). Etonnamment, une étude & montrer, dans le contexte de HNRNPA,
que I’isoforme hnRNP A1B a une plus forte affinit¢é pour ’ADN simple brin (153). Donc,
I’¢longation du RID serait potentiellement responsable de cette modification de fonctionnalité.
Mais est-ce qu’il y a d’autre différence entre les deux isoformes HNRNPA1 ? Des fonctions non

partagées ? Comment le RID peut potentiellement expliquer ses différences ?

1.3.3.2 HNRNPAI dans une évolution de saut d’exon

Selon une étude (111), 1'évolution du saut d'exon dans les hnRNP a élargi la capacité de
régulation des mammiferes. Cela voudrait dire que la hnRNP A1B (+exon 7b) était potentiellement
la premicre isoforme de la protéine et que di a I’événement évolutif de saut d’exon, la hnRNPA1
serait survenue. Effectivement, hnRNP A1B est une protéine avec un domaine RID enrichi en
motifs GY, qui permet leur séparation de phase. Ainsi, cet événement aurait permis de diminuer la

longueur du RID et, diminuer par la suite, la formation de complexe protéique d’ordre supérieur
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qui peuvent subir une séparation de phase et potentiellement former des agrégats dans le cas d’un

assemblage aberrant.

Il y a notamment une étude in vitro, réalisée auparavant dans notre laboratoire, se centrant sur les
effets de I’inclusion de I’exon 7B dans la hnRNP A1B (154), qui appuie cette hypothése. En
premier lieu, ils ont voulu observer si cette élongation du domaine RID favorisait la fibrillation de
la protéine. En effet, I’algorithme de prédiction ZipperDB qui prédit des segments de formation de
fibrilles, leur a permis de remarquer qu’il y aurait potentiellement deux peptides générés par
I’inclusion de 1’exon 7B avec un potentiel de fibrillation. Par la suite, ils ont expérimentalement
testé leur prédiction par la méthode d’incorporation de la thioflavine T, et ont ainsi trouvé que ces
peptides dérivés de 1’¢élongation du RID dans la hnRNP A1B se caractérisent par une disposition

plus ¢élevée a la fibrillation.

Aussi, dans cette étude précédente du laboratoire, ils ont voulu déterminer si cette plus grande
disposition a la fibrillation observée in vitro est liée a la formation d’agrégats cytoplasmiques in
vivo, comparable a la mutation D262/314V retrouvée dans hinRNPAI dans la maladie SLA. La
mutation D262V est selon la position dans la hnRNP A1 et la D314V selon la hnRNP A1B. Ainsi,
pour étudier la fibrillation, ils ont utilisé la méthode d’immunofluorescence ou ils ont quantifié¢ le
niveau d’agrégation entre les conditions hnRNP A1B, hnRNP A1BP3!#V hnRNP Al et hnRNP-
A1P262V Les résultats obtenus ont montré que I’élongation du RID de la hnRNP AIB favorise

I’agrégation de la protéine et que les mutations favorisent davantage 1’agrégation.

Donc, ses résultats suggerent que la hnRNP A 1B aurait potentiellement plus d’effets d’agrégation
dans le contexte pathologique de la SLA. En effet, dans la littérature (155, 156) sur les protéines
de liaison a ’ADN et I’ARN, il a été répertorié¢ que les mutations de la SLA dans les domaines

RID des protéines augmentent 1’agrégation, et donc est souvent observée dans la pathologie (155).

1.3.3.3 L’expression physiologique et distribution subcellulaire des deux isoformes

Une étude récente (157), réalisée dans notre laboratoire, a montré que 1’isoforme hnRNP
A1B se trouve sous forme de dimeére résistant au SDS dans le systéme nerveux central (SNC) chez
la souris. En effet, cela est trés intéressant, car chez les neurones de calamar, un orthologue de
hnRNP A/B serait aussi sous forme de dimeére résistant au SDS (158). Dans ’étude, ils ont comparé
la séquence de la protéine du calamar avec celle de la hnRNP A1B humain. 11 est intéressant de

noter que selon leur résultat de comparaison, la protéine du calamar serait plus similaire a la
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séquence de I’isoforme hnRNP A1B que celle de la hnRNP Al. De plus, le point le plus important
a soulever est que si I’on compare la séquence de la protéine avec seulement la séquence de 1’exon
7B, I’identité de conservation augmente (157). Cela veut dire que 1’inclusion de cette extension du
RID est conservée et renforce le concept d’évolution d’épissage alternatif de ses protéines chez les

mammiferes.

Ensuite, notre étude se base sur la caractérisation spatio-temporelle au long du développement et
du vieillissement chez les souris (157). Dans celle-ci, les résultats montrent que la hnRNP A1B est
sélectivement exprimée dans le SNC, ce qui suggere une fonction importante liée au SNC. De plus,
dans le SNC, la protéine est retrouvée sous forme de dimére. Cela est important, car selon d’autres
¢tudes réalisées dans la protéine de liaison a ’ADN TDP-43, sa forme dimérique dans le
cytoplasme lui permettrait d’augmenter son affinité envers I’ADN et son activité d’épissage. Donc,
la dimérisation de la hnRNP AI1B pourrait potentiellement avoir un autre role qui differe du
monomeére. Aussi, selon 1’é¢tude, le dimer de la hnRNP A1 serait trés peu présent dans le SNC, ce

qui montre I’importance d’étudier les deux isoformes individuellement.

De plus, on a montr¢ aussi que la hnRNP A1B posseéde une distribution subcellulaire différente que
la hnRNP Al. En effet, la hnRNP Al est principalement nucléaire, contrairement a la hnRNP A1B
qui possede une distribution cytoplasmique et nucléaire. En effet, comme dit précédemment, les
deux isoformes possédent la méme séquence M9 qui permet I’import/export nucléaire avec la
TNPOI1. Le mécanisme qui permet de garder une partie de la hnRNP A1B dans le cytoplasme reste
inconnu. Aussi, ces résultats sont appuy¢s par notre étude (154) ou il y a été démontré que la hnRNP
A1B est enrichie dans les tissus du SNC et son accumulation dans les neurones moteurs de la SLA
est cytoplasmique. De plus, cette distribution est stable a ’age adulte, mais a des ages plus avancés,
celle-ci devient plus hétérogéne dans les neurones. Néanmoins, ceci n’est pas spécifique a la
hnRNP A1B, car selon des études réalisées sur TDP-43, il y aurait des changements similaires a
travers 1’age. Donc, ces résultats suggerent qu’il y aurait potentiellement un lien entre 1’age et la
neurodégénération, car ce phénomeéne est observé dans des contextes pathologiques (SLA) et dans

le vieillissement.

Pour conclure, ces résultats soulévent des différences entre les deux isoformes au niveau de leur
expression physiologique, mais serait-il possible d’avoir des différences a d’autres niveaux ? Et

quelles sont les responsables de ses différences ?
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1.3.3.4 Structures secondaires des protéines intrinséquement désordonnées (PID), une explication
possible des différences.

Les protéines hnRNPA1 et A1B sont considérées des protéines intrinsequement désordonnées

(PID) par la présence de leur domaine RID. Ce domaine fait en sorte que la partie C-terminal de la

protéine n’ait pas de plis tridimensionnels bien structurés (2). Néanmoins, la seule différence entre

les deux isoformes est 1’¢longation du domaine RID (+52 a.a.) par I’inclusion de I’exon 7B dans

I’isoforme A1B (20). Donc comment peut-il y avoir de différences de fonctions et/ou structure dans

les PID?

Avant I’année 1990 (40), I’'importance et les caractéristiques des PID étaient trés peu répertoriées
dans la littérature. A partir de cette époque, les recherches ont montré que ce type particulier de
domaine dans les protéines était trés présent dans les protéines eucaryotes (40). Effectivement, les
recherches ont permis de réaliser que ces séquences « désordonnées » pouvaient participer a
diverses fonctions protéiques. Il y a une étude (41) ou une analyse basée sur la littérature de 150
protéines contenant des RID d’au moins 30 résidus de long, a permis de distinguer des fonctions
spécifiques a la présence du RID. Celles-ci peuvent étre classées dans 4 catégories ; reconnaissance

moléculaire, assemblage moléculaire, modification des protéines et chaines entropiques.
Mais, par quel moyen ses séquences désordonnées peuvent participer a des fonctions ?

Tout d’abord, ’'un des facteurs les plus importants dans les PID sont les modifications post-
traductionnelles (MPT). En effet, ces régions sont fréquemment soumises a des MPT qui
augmentent les états fonctionnels dans lesquels une protéine peut exister dans la cellule (40). En
effet, I’inclusion de I’exon 7B dans I’isoforme hnRNP A 1B induit I’apparition de 15 sites de plus
susceptible de subir une MPT (tableau 4). L’impact de ses modifications jusqu’a aujourd’hui n’a

jamais été répertorié¢ au niveau de la fonction.

De plus, la particularité de ces séquences est la présence de courts motifs (SLIMs ou MoRFs)
peptidiques pouvant adopter des structures secondaires et ainsi permettre I’interaction avec des
domaines structurés d’autres protéines (39). Donc c’est grace a ces particularités que ce type de
protéines peuvent interagir, recruter de diverses protéines, et ainsi participer a diverses fonctions
protéiques. Les MoRFs sont des petites séquences intrinsequement désordonnées dans les protéines
qui subissent une transition de désordre a ordre lors de la liaison a leurs partenaires. Ils peuvent

étre classifiés en 3 catégories, a-MoRFs (quand ils forment des hélices alpha), f-MoRFs (lorsqu'ils
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forment des feuillets béta), MoRFs irréguliers (lorsqu'ils ne forment aucune forme) et les MoRFs

complexes (combinaison des catégories précédentes) (159).

Par conséquent, il est important de pouvoir identifier des courts motifs, ainsi que des structures
secondaires dans les RID. Depuis I’emphase sur les PID, la bio-informatique est entrée en jeu. En
effet, un des problémes expérimentaux sur la caractérisation des PID est que, sans prédiction, les
expériences de validation de motif prendraient un temps énorme (42, 43). Ainsi, des outils bio-
informatiques ont été créés pour obtenir des résultats préliminaires in-silico et pouvoir par la suite

les tester de facon pratique.

Or, ces outils de prédiction ne sont pas précis. En effet, 'une de problématique des PID est
comment prédire de I’ordre dans une séquence désordonnée ? Jusqu’a aujourd’hui, les logiciels de
prédiction se basent plus sur la prédiction de site qui pourrait potentiellement étre impliqué dans
des interactions (ANCHOR, MoRFpred, MoRFchibi) (44, 45). En revanche, les outils bio-
informatique sont en constante évolution, et récemment, il y a eu le développement d’un outil
spécifique aux PID qui permet de prédire des structures secondaires. Ce logiciel est LS2P, qui
permet de prédire des acides aminés qui feraient potentiellement partie d’une suite de trois résidus
hélicoidaux (42). Donc il permet d’avoir de I’information supplémentaire par rapport aux RID et

ainsi trouver des séquences qui pourraient potentiellement adopter une structure ordonnée.
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Tableau 4. Site de phosphorylation prédit par NetPhos3.1 (160) dans ’exon 7B de la hnRNP

AlB
Position Modification Responsable
Y253 Phosphorylation ABL
Y260, S261, Phosphorylation Inconnu
S264
Y267, Y274 Phosphorylation LLCegim G
I’insuline
S279 Phosphorylation kinase dépendante des cyclines 2
(Cdc2)
S269,Y281, S284,
S286, Y287, Phosphorylation Inconnu
S289, Y290
S302 Phosphorylation PKA

1.3.4 HNRNPAI dans la SLA

Aujourd’hui, une variété de mutations a été associée a différents phénotypes de SLA et de
DFT. Elles représentent une incidence faible (< 1% des cas de SLA), avec des mutations communes

entre les deux isoformes, et certaines spécifiques a l'exon 7B de la hnRNP A1B.

Premiérement, ces mutations ont divers impacts au niveau de HNRNPA 1, tel qu’une augmentation
de sa localisation cytoplasmique et sa capacité de former des agrégats. D une part, les études se
centrent sur le RID de la protéine hnRNP A1l. Effectivement, des études antérieures (161-163) ont
montré que les mutations D262N/V et N267S retrouvées dans le RID de cette protéine favorisent
I’agrégation. De ce fait, il y a une accélération de la fibrillation, ainsi qu’une dérégulation et
accélération des transitions de phase et de polymérisation de la hnRNP Al. Cet événement est
causé par une augmentation de sa localisation cytosolique et une diminution de son interaction avec
UBQLN2, qui donc diminue sa dégradation. De plus, ces effets peuvent potentiellement influencer
la formation et la stabilité des granules de stress (GS), en induisant indirectement une transition de

phase d’autres protéines dans les SG contenant des RID (156, 164).

Finalement, un autre aspect intéressant de hnRNPA1 dans le contexte pathologique de la SLA est
que certaines mutations dans le M9 peuvent avoir un effet dans la steechiométrie de I’import/export

nucléaire de la protéine (131). Notamment, une étude antérieure (162) suggere que les mutations
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P288S/A trouvées chez les patients atteints de SLA entrainent une localisation plutot

cytoplasmique et I’agrégation de hnRNPAT.

Puis, du c6té de I’épissage du géne HNRNPA I, une autre étude (154) suggere que TDP-43 peut se
lier au pré-mRNA de HNRNPAI dans le noyau pour moduler son €pissage alternatif et favorisé
I’isoforme hnRNP A1l (sans exon 7B). Cependant, dans la SLA cette protéine, normalement
localisée dans le noyau, se retrouve dans le cytoplasme. Ainsi la déplétion nucléaire dans la

pathologie, favorise I’inclusion de I’exon 7B et donc I’isoforme hnRNP AIB.

Il est important a noter que méme si les études ne sont pas directement centrées sur I’isoforme

hnRNP A1B, tout s’applique aux deux isoformes.

Q127R

F222L
— G275V
— Q277K
— G283R
— N292K
— G295R
— D314N/V
— N319S

P340S/A

1 372

Figure 8. Mutations de la hnRNP A1B dans la SLA.
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2 Hypothese/objectifs et contributions

Ce projet de maitrise se centre sur 1’étude fonctionnelle de hnRNP A1B. L’hypothése de ce
projet est que la hnRNP A1B posséde des fonctions non caractérisées dans le cytoplasme des
neurones et sont potentiellement impliquées dans la pathogenése de la SLA. Afin de valider cette
hypothese, quatre objectifs ont été établis. Puisque, la hnRNP A1B est localisée différentiellement
dans le cytoplasme que la hnRNP Al, le premier objectif est de déterminer quelles protéines
peuvent interagir dans le cytoplasme avec cette isoforme par la technique d’immunoprécipitation
couplée a une spectrométrie de masse (IP-MS). Ensuite, comme deuxiéme objectif, une validation
et caractérisation de ces interactions sera effectuée. Afin de valider les interactions et leurs
spécificités, celles-ci seront évaluées par la technique d’immunoprécipitation (IP). Aussi, il sera
déterminé si les interactions sont ARN dépendantes, puisque les hnRNPs sont des protéines de
liaison a ’ARN. Puis, la localisation des interactions sera évaluée par des essais de proximité
(PLA). En troisiéme objectif, ’impact de certaines mutations SLA de la hnRNP A1B sera évalué
au niveau des interactions de novo. Pour étudier cela, des mutations liées a la SLA seront introduites
dans la séquence de la hnRNP A1B et I’impact sera évalué au niveau des interactions protéiques
par IP. Puis, comme dernier objectif, les ARNm qui sont liés dans le cytoplasme par la hnRNP
A1B, seront étudiés. En effet, une liste de potentiels ARNm liée par la hnRNP A1B sera effectuée
et certains ARNm seront validés par la technique d’IP d’ARN (RIP).

Myriam Gagné, Mariana Llasera, Jade-Emmanuelle Deshaies et Christine Vande Velde ont
contribué a la conception de I’étude. Myriam Gagné, Christian Trahan et Marlene Oeffinger ont
effectué I’analyse protéomique de I’IP-MS. Myriam Gagné, Asmita Ghosh ont contribué¢ a la
culture cellulaire Asmita Ghosh a effectué la validation de la liaison a I’ARNm par la technique

RIP.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Anticorps maison spécificités

Les anticorps polyclonaux spécifique a la hnRNP A1B ont été¢ générés comme précédemment
décrit (157). L anticorps est spécifique au peptide C-YGGSGSYDSYNNGG, correspondant aux

acides aminés 281-294 (codés par I'exon 7B).

3.2 Identification des partenaires d’interaction de la hnRNP A1B

Des moelles épinicres de souris C57BL/6N agées de 2 mois ont été préparés en les homogénéisant
dans un tampon d'immunoprécipitation (IP) composé de HEPES a un pH de 8,0 (20 mM), NaCl
(100 mM), leupeptine (10 pg/ml), pepstatine (10 pg/ml) et chymotrypsine (10 pg/ml). Les lysats
ont été ensuite ajustés pour contenir 0,5 % de Triton X-100, incubés pendant 10 minutes sur de la
glace, puis pendant 10 minutes a température ambiante. Apres cette étape, les lysats ont été
centrifugés a 16 000 g pendant 20 minutes a 4 °C. Les fractions solubles ainsi obtenues ont été

collectées et quantifiées en utilisant le dosage des protéines BCA (Pierce).

Pour I'immunoprécipitation, 500 pg de lysats ont été immunoprécipités en utilisant des billes
Dynabeads de protéine G (Life Technologies) conjuguées avec un anticorps anti-hnRNP A1B (1),
tandis qu'une quantité équivalente d'IgG ChromPure du méme isotype (Jackson Laboratories) a été
utilisée comme controle négatif. Cette procédure a été réalisée dans un tampon IP a 4 °C pendant
la nuit. Apres l'incubation, les billes liées a I'antigeéne ont été lavées 10 fois avec le tampon IP, suivi
d'un lavage avec une solution d'acétate d'ammonium a 0,1 M, de chlorure de magnésium a 0,1 mM,
de Tween-20 a 0,02 %, puis de 3 lavages supplémentaires avec une solution d'acétate d'ammonium
a 0,1 M et de chlorure de magnésium a 0,1 mM, suivis d'un dernier lavage avec une solution de

Tris-HCl a 20 mM et un pH de 8,0.

Ensuite, les billes liées a 1'antigéne ont été remises en suspension dans une solution de Tris-HCI a
20 mM et un pH de 8,0, avant d'étre soumises a une digestion a la trypsine. Préalablement a
l'analyse LC-MS/MS, la trypsine a été décontaminée avec une solution d'acide formique a 50 %.
Les peptides résultants ont ét¢ analysés en utilisant Mascot Proteome Discoverer version 2.3.0.523,

en se référant a la base de données Mus musculus, et en employant Scaffold version 4.10.0.
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Les partenaires d'interaction considérés comme significatifs ont été sélectionnés sur la base d'un
enrichissement au moins deux fois supérieur par rapport au controle IgG, sur trois répétitions. Pour
comparer les interacteurs de la hnRNP AIB a l'interactome de la hnRNP A1 déja publié, nous

avons croisé notre liste de protéines avec BIOGRID 4.4.205 (165) et GPS-Prot version 3.3.0 (166).

Finalement, afin de caractériser I’interactome de la hnRNP A 1B, une analyse bioinformatique a été
réalisée en utilisant GeneOntology (espéce Mus musculus, test type Fisher's exact avec p-value

>0.05) (167) et le réseau STRING (168).

3.3 Information plasmides et construction

Les plasmides suivants ont été obtenus aupres d'Addgene :
Myosin-IIA-GFP (de Matthew Krummel, Addgene #38297) (169), Klcl-myc (de Rosalind Segal,
Addgene #166962) (170), myc-KIF5C (de Josef Kittler, Addgene #127618) (171).

Les plasmides Flag-hnRNP A1B et Flag-hnRNP Al ont été construits par sous-clonage des
séquences codantes de pCMV-Myc-hnRNP A1B et pCMV-Myc-hnRNP Al (154) dans pcDNA3-

Flag entre les sites de restriction EcoRI et Xhol.

Les mutations introduites dans Flag-hnRNP A1B/A1 ont été effectuées par mutagenése rapide 11
(Agilent) avec les amorces suivantes :
Y 124A-hnRNP A1B/A1 (mutation inhibant le motif Y-acide) :

Anti-sens : 5'-CAATCTTCCCATACTGCTCAAAAGCATCTCGTAGGTGATGTTCTTCAG-3'
Sens : 5'-CTGAAGAACATCACCTACGAGATGCTTTTGAGCAGTATGGGAAGATTG-3'

QI127R-hnRNP A1B/A1l (mutation SLA RRM2 ) :

Anti-sens : 5-“-TCACTTCAATCTTCCCATACCGCTCAAAATAATCTCGTAGG- 3'
Sens: 5'-CCTACGAGATTATTTTGAGCGGTATGGGAAGATTGAAGTGA-3'

G283-hnRNP A1B (mutation exon 7B) :

Anti-sens: 5'-ATAGCTGCCACTCCTGCCATAGCCACTGC-3'
Sens:5'-GCAGTGGCTATGGCAGGAGTGGCAGCTAT-3'
D314V-hnRNP A1B (mutation C-terminal) :

Anti-sens : 5'-GATTGTTGTAATTGCCAAAAACATTGTAGCTTCCACCACCT-3'
Sens : 5'-AGGTGGTGGAAGCTACAATGTTTTTGGCAATTACAACAATC-3'

P340A-hnRNP A1B (mutation M9) :

Anti-sens : 5'-CCACCACCATAAGCGCCAGAGCTCCTG-3'
Sens : 5'-CAGGAGCTCTGGCGCTTATGGTGGTGG-3'
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3.4 Culture Cellulaire et transfection

Les cellules HEK293FT ont été cultivées dans du milieu Eagles modifiés a haute teneur en
glycémie de Dulbecco (Dulbecco’s High Glucose Modified Eagles Medium, DMEM, Fisher

Scientific) supplémenté avec du sérum bovin feetal 10% et 1% de la glutamine (Sigma).

Les neurones corticaux primaires ont été préparés a partir d'embryons de souris C57BL/6N E18,5,
exactement comme publi¢ précédemment (Khalfallah et al., 2018). Les cellules ont été collectées

et cultivées pendant 7 jours sur des lamelles de 1,5 H (ThorLabs).

Les cellules SHSYSY ont été cultivées dans du milieu Eagle modifié a haute teneur en glucose de

Dulbecco (DMEM, Fisher Scientific) complété par 10% de FBS et 1% de L-glutamine (Sigma).

Les cellules HEK293FT ont été ajoutées dans une boite pétrie de 6 cm, les cellules SHSYSY dans
une boite de pétri de 15cm et transfectées avec différentes combinaisons d'ADNc (800 ng-2 pg au
total par plasmide) a l'aide de Lipofectamine LTX avec le réactif Plus (ThermoFisher) selon le
protocole du fabricant dans OPTI-MEM (Gibco). Le milieu a été remplacé par un milieu de

croissance normal apres 3h et les cellules ont été collectées apres 24h.

3.5 Lysat et immunoprécipitation

Pour la lyse réguliére, les cellules ont été récoltées en utilisant du PBS préalablement refroidi, puis
remises en suspension dans du tampon de dosage de radioimmunoprécipitation (RIPA) ainsi que
10 pg/ml de leupeptine (Bioshop), 10 pg/ml de pepstatine (Bioshop), 10 pg/ml de chymotrypsine
(Sigma) et 1X d'inhibiteurs de phosphatase (ThermoFisher, 78420).

Pour la lyse d’échantillon pour immunoprécipitation (IP), Les cellules ont été récoltées en utilisant
du PBS préalablement refroidi, puis remises en suspension dans un tampon d'IP composé de 50
mM de Tris a pH 7,4, 150 mM de NaCl, 2 mM d'EDTA, 1% de NP-40, ainsi que 10 ug/ml de
leupeptine (Bioshop), 10 pg/ml de pepstatine (Bioshop), 10 pg/ml de chymotrypsine (Sigma) et
1X d'inhibiteurs de phosphatase (ThermoFisher, 78420). Les cellules ont ensuite ét¢ passées dix
fois a travers une aiguille 25G. Les lysats résultants ont été maintenus sur de la glace pendant 20
minutes, puis centrifugés a 16 000 g pendant 20 minutes a 4 °C. Pour les essais de dépendance de
liaison a I'ARN, les lysats ont été traités avec de la ribonucléase A du pancréas bovin (Sigma,
R4642) a une concentration finale de 10 pug/ml, et ce traitement a été effectué¢ pendant 30 minutes

a37°C.
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La quantité de protéines dans les lysats a été déterminée a 1'aide du dosage BCA (Pierce). Ensuite,
des billes de protéine G (ThermoFisher, 10003D) ayant été préalablement couplées a un anticorps
anti-Flag de souris (Sigma, F1804, a raison de 5 pg d'anticorps par milligramme de billes), ont été
incubées avec 400-500 pg de lysat pendant 45 minutes a température ambiante, en effectuant une
rotation. Les billes ont ensuite été lavées six fois avec le tampon IP, et les protéines

immunoprécipitées ont été récupérées en les chauffant dans un tampon Laemmli 2,5X.

3.6 Immuno-buvardage

Des quantités équivalentes de lysats ont été soumises a une électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE) a une concentration de
12,5 %. Les protéines ainsi séparées ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose, qui
ont par la suite été bloquées en utilisant une solution de lait en poudre a 5 % dans une solution de
PBS-T. Par la suite, ces membranes ont été incubées avec des anticorps primaires, 1'anti-Flag de
souris (dilution 1:5000, Sigma, F1804), I'anti-Myc de chévre (dilution 1:10 000, CedarLane, A190-
104A), l'anti-actine de souris (dilution 1:10 000, MP Biomedicals, 69100) et l'anti-GFP de lapin
(dilution 1:5000, Covance, B34).

Ensuite, les membranes ont été exposées aux anticorps secondaires appropriés conjugués a la
peroxydase d'hydrogéne (HRP) (dilution 1:5000, Jackson ImmunoResearch, anti-chévre ; 705-035-
003, anti-lapin ; 711-035-152, anti-souris ; 715-035-151). Le signal a été révélé en utilisant une
solution d'ECL (ThermoFisher), et la détection a été réalisée soit sur des films radiographiques CL-

Xposure (ThermoFisher) soit sur un appareil Chemidoc.

3.7 Immunofluorescence et Proximity Ligation Assay (PLA)
Les Hek293FT cultivées sur des lamelles 1.5H (ThorLabs) ont été fixées avec 4% PFA/PBS

pendant 20 min a température ambiante, perméabilisées avec 0.2% Triton X-100/PBS pendant 10
min et bloquées avec 1%BSA/PBS pendant 30 min a température ambiante avant d'étre incubées
avec les anticorps primaires indiqués pendant 1h a RT : mouse anti-Flag (1:700, Sigma, F1804),
rabbit anti-Caprinl (1:10 000, Proteintech). Les lamelles ont ensuite été lavées avec du PBS et
incubées avec les anticorps secondaires conjugués aux fluorophores appropriés, ane anti-souris
Alexa 488 et ane anti-lapine Alexa 594 (1:200, CedarLane) pendant 1h a température ambiante,

puis montées a l'aide du réactif Prolong Antifade (ThermoFisher).
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Pour l'essai de ligature de proximité, des neurones corticaux primaires cultivés sur des lamelles
1,5 H (ThorLabs) ont ét¢ fixées avec 4 % de PFA/PBS pendant 20 minutes et perméabilisées avec
0,2 % de Triton X-100/PBS pendant 10 minutes a température ambiante. Aprés blocage avec la
solution de blocage Duolink pendant 1h a 37°C dans une chambre humide, les lamelles ont été
incubées avec une combinaison d'anticorps primaires pendant 1h a température ambiante : lapin
anti-hnRNP A1B (anticorps maison, 1:50) (157), anti-Klc1 de souris (1:50, Santa Cruz, sc-58776),
anti-KIF5C de souris (1:50,Santa Cruz, sc-390951), anti-KIF5C de lapin (1:50, ProteinTech,
25897-1-AP), anti-DYNCI1H1 de souris (1 : 50, Santa Cruz, sc-514579), anti-Myh9 de souris
(1:100, Proteintech, 60233-1-Ig), anti-Flag de souris (1:1000, Sigma, F1804), anti-Myc de lapin
(1:1000, Sigma, C3956). Le signal a ensuite été développé a l'aide du Duolink In Situ Red Starter
Kit souris (-) / lapin (+) (Sigma) conformément aux directives du fabricant. Pour visualiser les
processus neuronaux, les lamelles ont ét¢ marquées avec 1X Phalloidin-488 (Abcam) pendant 20
minutes a température ambiante. Les lamelles ont ensuite été montées sur des lames avec le milieu

de montage Duolink In Situ avec DAPI (Sigma).

3.8 Image, analyse et statistiques

Les Images des cellules HEK 293 FT ont été imagées sur le microscope confocal Leica TCS SP5 équipé

avec un objectif 40X (1.25 N.A.) a I’huile et le logiciel d'imagerie Leica Application Suite.

Les images de I’essai PLA ont été obtenues avec le microscope ZEISS LSM 900 Airyscan 2
objectif 40X a I’huile et le logiciel d’imagerie ZEN version 3.8.

La signification statistique des expériences a ¢ét¢ déterminée a 1’aide du test Anova a un sens avec le

logiciel GraphPad Prism. Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard de la moyenne (ESM).

3.9 Liste des transcrits

Pour identifier les transcrits qui sont éventuellement liés par la hnRNP A1B et transportés, nous
avons croisé¢ deux ensembles de données. Le premier a utilisé des cellules HeLa pour identifier les
transcrits liés par la hnRNP Al (dans la base de données ArrayExpress, numéro d'acces EMTAB-
3612) (172) et le second a identifié le transcriptome axonal des motoneurones humains (dans Gene
Expression Omnibus, numéro d'acces GSE121069) (173). Pour informer sur la pertinence
biologique de ces interactions, des analyses bioinformatiques ont été réalisées a l'aide de Gene

Ontology (espéce Homo sapiens, test type Fisher'sexact avec p-value >0,05) (167).
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3.10 Immunoprécipitation a ’ARN

Les cellules SHSYSY ont été récoltées en utilisant du PBS préalablement refroidi, puis soumis a
un crosslink UV a 400mJ/cm?. Par la suite, les cellules ont été lysées dans une solution sans
RNase de 500 mM Tris, pH 7.4, 100mM NacCl, 1% NP-40, 1X, les lysats ont été passés six fois a
travers des seringues a aiguille 26G, incubés 20 minutes sur glace, centrifugés a 15 000 g et les
surnageants ont ét¢ collectés. Les échantillons de 5-8 mg de lysats ont ét¢ immunoprécipitées a
4°C pendant la nuit avec D’anticorps souris anti-Flag 10 pg (Sigma) pré-li¢ aux Protein G
Dynabeads (ThermoFisher Scientific). Divers lavages ont été effectués avec du tampon lavage sans
RNase riche en sels (50mM Tris-HCI pH 7,4, IM NaCl, ImM EDTA, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5%
sodium de deoxycholate), du tampon de lavage sans RNase (20mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM
MgCl2, 0,2% Tween-20) et du tampon libre de RNase NT2 0,1% SDS (50mM Tris-HCI pH 7,5,
150mM NaCl, 1mM MgCl2, 0,05% NP-40). Ensuite, les billes ont été resuspendu dans du tampon
libre de RNase NT2 0,1% SDS. Les immunoprécipités ont été traités avec de la DNase (Qiagen) et
I’ARN a été récupéré avec du trizol (Invitrogen). Une quantité égale d’ARN a été inversement
transcrite en utilisant la trousse QuantiTect Reverse Transcription (Quiagen). L’ADNc a été
amplifié¢ par réaction en chaine par polymérase (PCR) standard avec les amorces suivantes :
HNRNPAT1 exon 4 sens: 5’-GGGCTTTGCCTTTGTAACCT-3’; HNRNPA1 exon 6 anti-sens: 5°-
ACGACCGAAGTTGTCATTCC-3’; CAMK2a sens: 5’-CCACAGGGGCTTTAGGAGA-3’;
CAMK2a  anti-sens:  5-GCTGCTGCCGCTTTTGTA-3’ ;  HSPA8  sens:  5’-
ACTAATGACAAGGGCCGTTTGAG-3’;HSPAB8anti-sens:5’CCTCCTTCAATGGTGGGCCCT
GAGG-3’; Actb sens, 5 -TCACCACCACGGCCGAGCGGG-3’; Actb antisens: 5°-
CCTGCTTGCTGATCCACATCTGCTGG-3’.Les produits PCR ont été ensuite soumis a un gel

d’¢électrophorese 2% agarose.
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4 Résultats

4.4 hnRNP A1B interagit et co-localise avec des protéines motrices

4.4.1 hnRNP A1B interagit avec des protéines impliquées dans le métabolisme

et transport de ’ARN

Tout d’abord, il a ét€ montré précédemment que les isoformes de HNRNPA 1, possédent des
différences au niveau de leur séquence, ainsi que dans leur localisation cellulaire(101, 154, 157).
Au niveau de leur localisation, hnRNP A 1B peut étre nucléaire et cytoplasmique dans les neurones,

tandis que hnRNP A1 est majoritairement nucléaire (157).

Afin de mieux approfondir la distinction des isoformes hnRNP A1B et hnRNP Al, une
immunoprécipitation suivie d’une spectrométrie de masse (IP-MS) fut effectuée (Figure 9A et B).
Cette expérience fut produite a I’aide d’un anticorps spécifique a I’isoforme hnRNP A 1B (anticorps
maison) afin d’identifier des partenaires d’interaction cytoplasmique et nucléaire. A partir de la
liste de potentiels partenaires d’interaction obtenue, seules les protéines présentant un
enrichissement d'au moins 2 fois en nombre de peptides par rapport au contrdle IgG dans les trois
réplicats (Figure 9B), ont été considérées comme interaction de haute-fidélité. Ensuite, la liste fut
comparée aux partenaires de liaison hnRNP-A1 répertoriés auparavant dans la littérature
(BIOGRID (165) et GPS-Prot (166)). Il peut étre observé que certains résultats dans la liste des
peptides récupérés sont des protéines de liaison a I’ARN et protéines motrices. Notamment, on
retrouve des protéines de la famille myosine Ila non musculaire (MYH9, MYO18A, MYH10,
MYL6, MYL12b), kinésine-1(KIF5C/KLC1), la chaine lourde de la dynéine (Dynclhl) et d’autres
hnRNP’s (hnRNP A2B1, hnRNP C, hnRNP K...). En effet, toutes ces protéines sont retrouvées
dans les neurites (cytoplasme) et noyau des neurones, ce qui coincide avec la localisation
différentielle de I’isoforme hnRNP A1B. Aussi, quasiment toutes les protéines motrices n’avaient

jamais été répertoriées préalablement comme partenaires d’interaction de la hnRNP Al.

Par ailleurs, des analyses in silico avec STRING (168) et par Gene Ontology (167) (Figure 10 A
et B) ont été réalisées pour déterminer dans quelle voie cellulaire la hnRNP A1B pouvait étre
impliquée. Ces logiciels permettent notamment d’identifier des potentielles associations

fonctionnelles entre les protéines et leurs interactions. Premiérement, 1’analyse STRING (Figure



10A) a permis d'identifier plusieurs sous-groupes de protéines associés notamment a l'activation
du complément (orange), le transport dépendant de l'actine (jaune), le transport dépendant au
microtubule (vert), les modificateurs du cytosquelette (bleu) et le métabolisme de I’ARN (rouge).
Ensuite, ’analyse par Gene Ontology (Figure 10B) a permis de déterminer trois associations
fonctionnelles ; métabolisme d’ARN, inflammation et transport dépendant du cytosquelette. Donc,
ces résultats suggerent que 1’isoforme hnRNP A 1B aurait potentiellement un role dans le transport
dépendant au cytosquelette grace a des éventuelles interactions avec des protéines motrices et/ou

d’autre protéine de liaison a I’ARN.
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Figure 9. hnRNP A1B lie des partenaires d’interaction n’ayant jamais été répertoriées pour

hnRNP A1l auparavant.
(A) Schéma expérimental de I’essai IP/LC-MS/MS réalisé a partir de moelle épinicre de souris de
2 mois C57BL/6N immunoprécipitée avec une IgG anti-hnRNP A1B ou une IgG de contrdle. (B)
Carte thermique des moyennes du nombre de peptides des interacteurs identifiés (enrichissement
d'un facteur 2 du nombre de peptides par rapport au controle dans 3 réplicats), en rouge les protéines
qui n'ont pas été précédemment répertoriés comme partenaire d’interaction de la hnRNP A1 (GPS-
prot et BIOGRID combinés (165, 166)).
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Figure 10. Les partenaires d’interaction de hnRNP A1B sont impliqués dans le métabolisme
de I’ARN, le transport dépendant du cytosquelette et dans I’inflammation.

(A) Réseau STRING, I'épaisseur indique la force des données justificatives, clustering de Markov
avec des parameétres d'inflation de 5, les lignes pointillées indiquent l'interaction entre les clusters
(38 nceuds, 92 arétes, 16 arétes attendues, valeur p de l'enrichissement PPI<1,0 x 10-16), les
interacteurs qui n'ont pas été précédemment répertoriés comme partenaire d’interaction de la
hnRNP A1l sont soulignés en rouge (168). (B) Gene Onthology Biological process (espece Mus
musculus, test type Fisher's exact with p-value >0.05), un seuil d'enrichissement >10 a été appliqué,
le vert indique les voies cellulaires en lien avec le transport dépendant du cytosquelette (167).
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4.4.2 Validation des interactions pour la hnRNP A1B et leur localisation

Dans le but de valider les partenaires d’interaction et évaluer la spécificité des interactions
avec les isoformes de HNRNPAI avec les protéines motrices, des expériences de co-
immunoprécipitation ont été effectuées a 1'aide de cellules HEK293FT co-exprimant flag-hnRNP

A1/A1B et différentes protéines motrices étiquetées avec Myc ou GFP.

Dans un premier temps, une évaluation des interactions avec la chaine légere de kinésine 1 (Klcl),
l'isoforme 5C de la chaine lourde de kinésine (KIF5C) (transport antérograde), et la Myosine-9
(MyH9) (transport dépendant de I'actine) a été effectuée. Les résultats des co-immunoprécipitations
ont validé que Klcl, KIFSC et MyH9 pouvaient étre co-immunoprécipités par les isoformes de
HNRNPAI (Figure 11 A, B, C, D). De plus, il existe une tendance au niveau du degré de liaison
des protéines motrices aux isoformes de la HNRNPA . En effet, une quantité légérement supérieure
de Klcl et Myh9 est co-immunoprécipités par I’isoforme hnRNP A1B. Il peut étre observé que la
bande correspondante a KLC1 est plus abondante pour la hnRNP A1B (Figure 11 A). D’une autre
part, la bande de Myh9 (Figure 11 C) est quasiment identique a celle co-immunoprécipitée par la
hnRNP A1 alors que de plus faibles quantités de la hnRNP A1B ont été immunoprécipité.
Deuxiémement, concernant l'interaction avec KIF5C, celle-ci présente un faible niveau pour les
deux isoformes. Cela est potentiellement dii au fait que les protéines kinésine-1 lient généralement
leur cargaison par l'intermédiaire des chaines légeres de kinésine. Pour vérifier si l'interaction entre
KIF5C et HNRNPALI était donc médiée par Klcl, les deux sous-unités ont été surexprimées dans
les cellules. En effet, les résultats obtenus montrent une augmentation de la co-
immunoprécipitation de KIFSC pour les deux isoformes de HNRNPAT1 (Figure 11 D). De plus, la
quantité co-immunoprocipité du complexe par la hnRNP A1B semble étre plus importante,
puisqu’une plus faible quantité de la hnRNP A1B fut immunoprécipitée.

Donc, ces résultats suggerent que les deux isoformes de HNRNPA1 peuvent interagir avec les
protéines motrices du cytosquelette, mais la présence et la force de ces interactions peuvent

dépendre du contexte cellulaire.

Puis, étant donné que HNRNPA I code pour une protéine de liaison a I’ARN, est-ce que cette liaison
est nécessaire pour 1’association avec les protéines motrices ? Afin de répondre a cette question, un
traitement a I’ ARnase fut effectué¢ pour la condition hnRNP A1B et KLC1. Les résultats obtenus

montrent que la quantité de Klc1 récupérée apres immunoprécipitation de la hnRNP A1B est restée
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semblable (Figure 11 E). Ceci suggére que l'interaction entre la hnRNP AlB et Klcl est
indépendante de la liaison a I'ARN.

Finalement, une particularité¢ de I’isoforme hnRNP A1B, est que celle-ci peut localiser dans les
neurites (157), et les protéines motrices sont aussi connues pour cette localisation (86). De plus, il
est répertorié que les protéines motrices sont en proximité des granules de transport dans les
neurites (72). Ainsi, pour valider la localisation de I'interaction entre la hnRNP A 1B et les protéines
motrices, des tests de ligature de proximité (PLA) ont été effectués entre hnRNP A1B et KLCI1,
MyhO et la chaine lourde de la dynéine (Cytoplasmic dynein I heavy chain I-DYNCI1H1) dans des
neurones corticaux primaires. Cet essai permet de montrer que deux protéines sont en proximité a
moins de 40 nm (174) et nous permet de valider davantage les interactions avec les protéines
motrices. Les résultats soulévent que des interactions peuvent étre observées dans le soma et les
processus neuronaux pour la hnRNP A1B et les protéines motrices Klcl et MyH9 (Figure 12). De
plus, on a été capable de montrer une proximité avec la protéine DynC1H1 (Figure 12), ce qui
valide que la hnRNP A1B peut interagir avec les trois classes de protéines motrices dans les
neurites. Aussi, ces résultats valident que les potentiels granules de la hnRNP A1B dans les neurites
sont en proximité avec les protéines motrices. Des résultats comparables ont été obtenus pour le
controle positif Klc1-KIF5C, connu pour former le complexe de la kinésine-1. Puis, un controle
négatif (Myc-Flag), deux protéines qui ne sont pas présentes dans les neurites, a été aussi effectué

pour valider le processus expérimental et éviter des faux positifs.

Globalement, les résultats montrent que la hnRNP AI1B interagit et est en proximité avec les
protéines motrices au sein des neurites et appuient donc 1I’hypothése que cette isoforme posséde
une fonction cytoplasmique. Mais comment la hnRNP A1B peut interagir avec les protéines

motrices ?
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Figure 11. hnRNP A1B interagit avec des protéines de la machinerie du transport dans un
contexte indépendant a ’ARN.

(A, B, C, D) Immunoprécipitation a partir de cellule HEK293FT sur-exprimant Flag-hnRNP A1B,
Flag-hnRNP A1l ou vecteur vide avec (résultats représentatifs, n=3), (A) myc-KICI1 (B) myc-
KIF5C (C) GFP-MyH9 (D) myc-KLC1+myc-KIF5C (E) Immunoprécipitation de hnRNP A1B a
partir de cellule HEK293FT sur-exprimant Flag-hnRNPA1B avec myc-KIC1 avec ou sans
traitement a la RNase, résultats représentatifs, n=2.
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Figure 12. hnRNP A1B co-localise en proximité avec les protéines motrices dans les neurites.
Essai de ligature de proximité entre hnRNP A1B et les protéines motrices KLC1, DYNCI1HI et
MYH9 dans le processus neuronal des neurones corticaux primaires, Klc1 et KIF5C, Flag et Myc
ont été utilisés comme contrdle positif et négatif, barre d'échelle = 10 um, meilleures images
représentatives de n=1.
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4.4.3 Le motif acide-Y est-il une partie du mécanisme d’interaction de la
hnRNP A1B et KLC1?

Les protéines motrices présentent une capacité remarquable a interagir avec une large
variété de cargos et d'adaptateurs (175). Dans la littérature, il est connu que les motifs WD-acide
et Y-acide facilitent l'interaction entre les cargos et Klcl (176, 177). Afin de déterminer si
HNRNPA pourrait interagir avec Klc1 par la présence de ces motifs, une analyse approfondie de
la séquence de la protéine a été effectué.

Tout d'abord, le motif WD-acide ne semble pas présent dans la séquence peptidique de HNRNPA I
(données non montrées). Cependant, une séquence ressemblant au motif Y-acide a été identifiée
dans le domaine globulaire de HNRNPA . Par la suite, cette séquence a été comparée a des motifs
Y-acides déja répertoriés dans la littérature, tels que dans SHD26, JIP1, et TorsinA (170, 176).
Cette comparaison a montré la présence des deux éléments essentiels du motif : des extrémités
acides (D/E) et un cceur hydrophobe (I/Y/L/F...) (Figure 13A).

En outre, pour vérifier la conservation évolutive de ce motif, un alignement multiple a été réalisé
a l'aide de l'outil Clustal Omega (178), a partir des séquences de la hnRNP A1 de diverses espéces.
Les résultats de l'alignement ont soulevé un degré élevé de conservation de ce motif entre les

différentes espéces (Figure 13B).

A Motif Y-acide
SH2D6 172-PDEDIYLECE-
JIP1 704-PTEDIYLECOCH
TorsinA 704-TKLDYYLDDCOOH

hnRNP A1B/Al 120-HLRD-YFEQY-
B

Motif Y-acide
hnRNP-A1-ZEBRAFISH TTVKKIFVGGIKDDTEENHLRDYFDQFGKIEVVEIMVDHKTGNKRGFAFVTFDDHDSVDR 180
hnRNP-A1-FROG LTVKKIFVGGIKEDTEEHHLREYFEQYGKIEVIEIMTDRGSGKKRGFAFVTFEDHDSVDK 161
hnRNP-A1-HUMAN LTVKKIFVGGIKEDTEEHHLRDYFEQYGKIEVIEIMTDRGSGKKRGFAFVTFDDHDSVDK 161
hnRNP-A1-MOUSE LTVKKIFVGGIKEDTEEHHLRDYFEQYGKIEVIEIMTDRGSGKKRGFAFVTFDDHDSVDK 161
hnRNP-A1-POLAR-bear LTVKKIFVGGIKEDTEEHHLRDYFEQYGKIEVIEIMTDRGSGKKRGFAFVTFDDHDSVDK 161

Figure 13.Identification du motif Y-acide dans HNRNPAI.

(A) Alignement du motif de HNRNPA I avec les autres motifs Y-acide (rouge) déja répertoriés dans
la littérature (B) Alignement de séquences hnRNP A1l de diverses espéces, en rouge le motif Y-
acide identifié.
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Deuxieémement, il est établi dans la littérature que la substitution de 1'acide aminé tyrosine
du motif par l'alanine grace a une mutation ponctuelle (Y—A) dans le motif de JIP1 (179) inhibe
l'interaction avec Klcl. De plus, dans certains cas familiaux de SLA, I'acide aminé polaire non
chargé, la glutamine, subit une mutation en arginine, ce qui introduit une charge positive adjacente
au motif (180). Par conséquent, suite a l'identification de ce motif, deux variantes de HNRNPA 1
ont été congues, Y 124A et Q127R, afin d'évaluer la fonctionnalité du motif.

Tout d'abord, étant donné que les mutants HNRNPA1 dans la SLA ont tendance a s'agréger de
manicre aberrante, l'expression de ces variantes mutantes a été évaluée. Cette évaluation a été
effectuée, a I’aide de cellules HEK293-FT exprimant la Flag-hnRNP A1/A1B (WT, Y124A,
QI27R), via deux méthodes complémentaires : Western Blot (WB) (Figure 14A), et
Immunofluorescence (IF) (Figure 14B). Les résultats indiquent un profil d'expression satisfaisant
par WB et une tendance a I'agrégation minimale par IF.

Par la suite, afin d'évaluer l'interaction entre Klc1 et les mutants HNRNPA 1, des expériences de co-
immunoprécipitation ont été réalisées en utilisant des cellules co-exprimant Flag-hnRNP A1/A1B
(WT, Y124A, Q127R) et Myc-Klcl. Les résultats de l'essai de co-immunoprécipitation (figure
14C), montrent que les mutants Y124A et Q127R interagissent avec la protéine motrice Klcl. En
outre, pour mieux comprendre ces interactions, des quantifications et des analyses statistiques,
telles que 'ANOVA a sens unique, ont été effectuées (Figure 14D). Les résultats de ces analyses
soulévent que, par rapport a la condition WT, il n'y a pas de variation statistiquement significative
dans la co-immunoprécipitation de Klcl pour les mutants. Cependant, une tendance semble
suggérer que les mutations de la hnRNP A1B renforcent potentiellement I'interaction avec Klel,
alors que pour la hnRNP A1, ces mutations semblent diminuer l'interaction (Figure 14 C et D).
En résumé, ces données soulignent la présence d'un motif apparenté au motif Y-acide. Cependant,
ce motif a lui seul ne permet pas l'interaction directe avec Klcl. Puis I'impact de ce motif sur

l'interaction avec Klc1 semble plutdt dépendre de I'isoforme de HNRNPAI.
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Figure 14. Le motif Y-acide est non fonctionnel dans HNRNPAI.
(A) Western Blot, (B) Immunofluorescence, (C) Immunoprécipitation, de HEK293FT exprimant
Flag-hnRNP A1B et hnRNP Al, WT, mutant qui inhibe I’interaction avec Klcl (Y124A) ou
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mutant SLA (Q127R), (A) blots représentatives, n=2. (B) Caprin : marqueur cytosolique, DAPI
marqueur nucléaire, les fléches blanches soulignent des agrégats protéiques, barre d'échelle = 100
um, images représentatives de n=1. (C) Immunoprécipitation de cellules co-exprimant Myc-
Klcl,pour évaluer l'interaction avec les mutants, blots représentatives, n=4. (D) Quantification
densitométrique (moyenne +/- SEM) du ratio Myc/Flag par Imagel. Cette figure est représentative
de n=4, un point fut exclu pour la condition Klc1/ A121?R gelon le test de Grubbs, ns: non
significatif.

4.5 hnRNP A1B dans le contexte pathologique de la SLA : impact des
mutations sur les interactions avec les protéines motrices

Les résultats précédents suggerent que la mutation SLA dans le domaine globulaire de
HNRNPA1 (Q127R) aurait un impact sur I’interaction avec la kinésine (Figure 14). Les mutations
associées a la maladie sont majoritairement situé¢es dans le domaine C-terminal (Figure 7). En
particulier, dans plusieurs modeles, les mutations favorisent la localisation cytoplasmique et
l'agrégation de la hnRNP A1 (D262V, P288A) (161-163). 1l a été démontré que 'expression de la
mutation D314V de la hnRNP A1B, augmente l'agrégation de la hnRN AIB et que certaines
mutations sont spécifiques a 1I’exon 7B telles que G283R (141). Afin d’étudier I'impact des
mutations de la SLA au niveau des interactions avec les protéines motrices, trois autres variantes

de la hnRNP A1B ont été congues, G283R (exon 7B), D314V (RID) et P340A (M9).

Tout d'abord, étant donné que les mutants HNRNPA1 dans la SLA ont tendance a s'agréger de
manicre aberrante, l'expression de ces variantes mutantes a été évaluée. Cette évaluation a été
effectuée, a 1’aide de cellules HEK293-FT exprimant la Flag-hnRNP A1B (WT, G283R, D314V,
P340A), via deux méthodes complémentaires : Western Blot (WB) (Figure 15A), et
Immunofluorescence (IF) (Figure 15B). Les résultats indiquent un profil d'expression satisfaisant
par WB et une tendance a I'agrégation minimale par IF. Cependant, dans ce mode¢le, la localisation
cytoplasmique ne semble pas étre accentuée (Figure 15 B).

Par la suite, afin d'évaluer l'interaction entre les protéines motrices et les mutants hnRNP A 1B, des
expériences de co-immunoprécipitation ont été réalisées en utilisant des cellules co-exprimant
Flag-hnRNP AIB (WT, G283R, D314V, P340A) et Myc-Klcl ou GFP-Myh9. Les résultats de
l'essai de co-immunoprécipitation (Figure 16 A et B), montrent que les mutants de la hnRNP A1B
interagissent avec Klcl et Myh9, mais de forces différentes. En effet, la mutation P340A de la
hnRNP AIB semble favoriser I’interaction avec les protéines motrices. Ainsi, pour mieux

comprendre ces variations d’interaction, des quantifications et des analyses statistiques, telles que
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I'ANOVA a sens unique, ont été effectuées (Figure 16 C et D). Les résultats de ces analyses
soulévent que, par rapport a la condition WT, il n'y a pas de variation statistiquement significative
dans les co-immunoprécipitations des protéines motrices pour les mutants. Cependant, une
tendance semble suggérer que la mutation G283R de la hnRNP A1B renforcent potentiellement
l'interaction avec Klcl, alors que pour Myh9, cette mutation semble ne pas avoir un impact au

niveau de l'interaction (Figure 16 C et D).

Ainsi, ces données suggerent que les mutations peuvent avoir un impact différent selon le type de

protéines motrices associées avec la hnRNP A1B.
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Figure 15. Expression des mutants SLA de la hnRNP A1B dans des cellules HEK293FT.
(A) Immunofluorescence, (B) Western Blot de HEK293FT exprimant Flag-hnRNP A1B, WT,
G293R,D314V,P340A. (A), Caprin : marqueur cytosolique, DAPI marqueur nucléaire, les fleches

blanches soulignent des agrégats protéiques, barre d'échelle = 100 um, images représentatives de
n=1. (B) blots représentatives, n=2.
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Figure 16. Les mutants SLA de la hnRNP A1B ont potentiellement un impact au niveau des

interactions avec les protéines motrices.

(A,B) Immunoprécipitation de cellules Hek293ft

co-exprimant Flag-hnRNP AI1B, (WT,

G293R,D314V,P340A) et (A) Myc-Klcl ou (B) GFP-Myh9, pour évaluer l'interaction avec les
mutants de la SLA, résultats représentatifs, (A) n=5 et (B) n=3. (C, D) Quantification

densitométrique (moyenne +/- SEM) du ratio (C) Myc /Flag, (D) GFP/Flag par ImageJ de

I’ensemble des expériences d’immunoprécipitation, ns : non significatif.
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4.6 hnRNP A1B : une protéine de liaison a ’ARN

Les protéines de liaison a I'ARN (PLA) s'assemblent avec leurs transcrits en assemblages
macromoléculaires de ribonucléoprotéines (RNP) appelés granules RNP. Ces assemblages de RNP
sont ensuite transportés a l'intérieur des cellules par des protéines motrices. Pour déterminer de
manicre préliminaire les transcrits transportés par la hnRNP A 1B au sein des neurites, une analyse
de chevauchement a été réalisée entre les données CLIPseq de la hnRNP A1l humaine (172) et le
transcriptome axonal des motoneurones humains (173). Cette intégration de données a dévoilé
l'association de 51 transcrits spécifiques avec I'hnnRNP A1B (Figure 17A).

Ensuite, une analyse de Gene Ontology (167) a été réalisée pour mettre en évidence les points
communs entre ces transcrits. Cette étude est importante, car la littérature décrit généralement que
les transcrits associés aux mémes voies cellulaires sont fréquemment transportés et régulés par les
mémes PLA (62). Les résultats (Figure 17B) montrent que les transcrits sont associés dans des
voies cellulaires de régulation comme la régulation du métabolisme, mort cellulaire, apoptose,
réponse au stress et traduction. Ces mécanismes de régulation sont trés importants pour
I’homéostasie des neurones.

Suite a ces résultats, un essai d'immunoprécipitation de 'ARN (RIP) a été réalisé pour valider la
capacité de la hnRNP A1B a se lier a divers transcrits identifiés. Premieérement, afin d’étudier si la
hnRNP A 1B participe au transport des ARNm dans les neurites, un RIP fut effectu¢ avec le transcrit
ACTB qui est connu dans la littérature pour faire partie des granules d’ARN des neurites (181).
Les résultats (figure 17C) ont confirmé l'interaction de la hnRNP A1B avec ce transcrit. Ensuite,
un RIP fut effectu¢ avec le transcrit Camk2o, méme si celui-ci n’était pas dans la liste, afin
d’évaluer si la hnRNP A 1B pouvait participer au transport dans les dendrites. En effet, ce transcrit
fait partie des granules d’ARN des dendrites (62, 182) et les résultats du RIP (figure 17C) montre
que la hnRNP A1B peut lier cet ARNm. Aussi, la validation de I’interaction avec le transcrit de la
chaperonne HSPAS, importante pour la protéostase des neurones, fut effectuée. Les résultats
(figure 17C) ont confirmé l'interaction de la hnRNP A1B avec ce transcrit. De plus, comme la
hnRNP A1l est connue pour son mécanisme d’autorégulation dans 1’épissage de son ARN,
I’interaction avec le transcrit hnRNP A1 et hnRNP A1B fut évaluée. Les résultats soulévent que la
hnRNP A1B peut interagir avec les deux transcrits.

En conclusion, ces résultats montrent que la hnRNP A1B peut lier des ARNm faisant partie des

granules d’ARNm dans les neurites. Aussi des ARNm important pour I’homéostasie des neurones
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comme la chaperonne HsPAS et il est capable de lier son propre transcrit avec celui de 1’isoforme
hnRNP A1l. En résumé, ces résultats appuient I’hypothése que la hnRNP A1B participe dans le
transport des ARNm dans les neurones et serait potentiellement impliqué dans un mécanisme

d’autorégulation de son ARN.
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Figure 17. La hnRNP A1B peut interagir avec des ARNm spécifiques au compartiment
axonal.
(A)Diagramme de Venn des transcrits liés par la hnRNP A1l (iCLIP) (Bruun et al, 2016) et
transcriptome axonal des motoneurones humains (Nijssen et al, 2018), identification de 51
transcrits communs. (B) Gene Ontology (espece Homo sapiens, test de type Fisher's exact avec p-
value >0,05), selon le nombre de génes commun et un seuil d'enrichissement par pli >5 a été
appliqué, pour la fonction moléculaire. (C) RNA-IP de cellule SH-SYSY exprimant flag-hnRNP
AlB, n=3.



5 Discussion

5.1 HNRNPALI, des protéines des granules mRNP du transport dans

les neurones

Le transport des ARNm dans les axones et les dendrites permet la synthése locale de
protéines dans des sites spécifiques afin de répondre a divers besoins dans les neurones. Les
interactions ARNm-protéines sont a 'origine de cette régulation post-transcriptionnelle, mais les

connaissances sur les protéines de liaison a I'ARN (PLA) dans les neurites sont limitées.

Les hnRNPs sont connues pour leurs multiples fonctions dans le métabolisme de I’ARN dans le
noyau, mais trés peu est caractérisé par rapport a leurs fonctions dans le transport des ARNm.
Plusieurs hnRNPs telles que hnRNP A2/B1, hnRNP H1, hnRNP K, hnRNP U et hnRNP A1 sont
connues pour leur implication dans le transport d’ARNm dans les cellules, notamment les
neurones. Cependant, les études se basent sur I’identification d’ARNm liés par ces protéines dans
les neurites sans aucune caractérisation du mécanisme derriere 1’assemblage des granules de
transport et leur interaction avec les protéines motrices. Sont-elles capables de lier les protéines
motrices ou doivent-elles faire appel a un intermédiaire (adaptateur) ? Les granules sont-ils
composés de diverses hnRNPs ou une seule hnRNP est suffisante pour effectuer le transport ? C’est

des questions que de nos jours restent encore a ¢lucider.

La premiere partie de cette étude, a permis de valider que la hnRNP AIB interagit et est en
proximité dans les neurites avec les trois classes de protéines motrices impliquées dans le transport
(kinésine, dynéine, myosine) (Figure 8-10). En effet, cette validation d’interaction est I’'une des
premicres effectuées par rapport aux hnRNP impliqué dans le transport des ARNm. De nos jours,
seules la hnRNP U et la hnRNP P2 (FUS) (183) ont aussi été validées comme interacteurs de
protéines motrices par la technique d’immunoprécipitation.

Cette interaction semble étre aussi plausible avec ’autre isoforme hnRNP Al. Se partagent
d’interactions est potentiellement dii au fait que, méme si la hnRNP A1l est majoritairement
nucléaire, diverses études montrent qu’elle joue un role important dans la régulation de la
traduction de divers mRNA, favorisant leur localisation cytoplasmique. Puis, certaines

modifications post-traductionnelles peuvent favoriser sa localisation dans le cytoplasme.
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Cependant, la hnRNP A1B ayant un pool cytoplasmique, serait plus favorable a des interactions
protéine-protéine menant plus facilement a la séparation de phase et donc a 1’assemblage des
complexes mRNP impliqués dans le transport (81-83). Des études futures devraient étre effectuées
pour vérifier a quel degré les fonctions entre les deux isoformes sont partagées, différenciées ou un

travail d’équipe.

5.1.1 la hnRNP A1B une PLA des granules mRNP dans les axones

Le transport des ARNm est essentiel pour les axones afin de maintenir leur morphologie et
leurs fonctions. Les protéines de liaison a I'ARN forment des complexes avec les ARNm et régulent
le transport des ARNm vers les axones, tout en les traduisant localement en protéines. La traduction
locale des ARNm se produit activement au cours du développement et de la détérioration des
neurones et joue un role important dans l'allongement des axones, la régénération et la formation
des synapses. Cependant, les connaissances sur les protéines de liaison a I’ARN (PLA) dans les

axones sont limités.

Puisque la hnRNP A1B est une PLA et elle interagit avec les protéines motrices, elle pourrait
potentiellement étre impliquée dans le transport des ARNm. Cette hypothése est soutenue
particulierement grace aux autres protéines qui ont été identifiées comme possible partenaire
d’interaction dans I’'IP-MS (Figure 8). Effectivement, dans cette liste, diverses hnRNP ont été

identifiées, telles que la hnRNP H1, hnRNP K et hnRNP C.

Premic¢rement, une étude récente (181) a montré que divers hnRNP telle que hnRNP H1, K, F,
A2BI1, Al peuvent lier les motifs de localisation axonale des ARNm Nrnl, Hmgb1, Actb et Gap43,
impliqués dans la réponse a la 1ésion axonale (6, 8, 22, 25, 36). La localisation axonale n'était pas
répertoriée auparavant pour la plupart des hnRNP identifiées dans cette étude. Néanmoins, la
multifonctionnalité a déja été montrée pour plusieurs PLA, comme la ZBP1 axonale, la FMRP, la
nucléoline et la HuD qui contribuent au transport et a la traduction des ARNm neuronaux (6, 51-
54). Aussi, dans cette étude, aucune protéine a haute spécificité d'interaction n'était partagée entre
les quatre motifs de localisation d'ARNm, ce qui suggere l'existence de multiples complexes
ARNm-protéines définis par la composition des PLA interagissant avec ces motifs d'ARNm.
Effectivement, les granules mRNP sont potentiellement composés de un a trois ARNm avec une
douzaine de PLA (609—613). Dans cette ¢tude, hnRNP A1, hnRNP A2B1 et hnRNP K lient

I’ARNm Gap43 et donc pourrait étre rassemblée potentiellement dans un complexe granules
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mRNP. Aussi, il pourrait potentiellement avoir un autre complexe, composé de hnRNP A1, hnRNP

A2B1 et hnRNP H1 qui sont capables de lier I’ARNm Actb.

Deuxiémement, du point de vue des granules mRNP, ceux-ci, dont la composition implique
plusieurs hnRNP, sont trés peu répertoriés dans la littérature. Cependant, cette hypothése est
soutenue par la possibilit¢ des hnRNP a formé des complexes hétérogenes. Il y a notamment une
¢tude (184), basée sur un crosslinking chimique couplé a une spectrométrie de masse de lysat de
cellule HeLa, qui a permis de mettre en avant la possibilité des hnRNP a former des complexes.
En effet, des interactions ont ét¢ démontrées entre les couples hnRNP A1-hnRNP C, hnRNP
A2/B1-hnRNP C, grace a des interactions entre leur arginine (K). Le lien entre hnRNPC et
hnRNPAT1 a été ¢tabli en associant les résidus lysine K42 et K350, respectivement. Ces deux
résidus se trouvent dans le domaine RRM de la hnRNP C et le domaine de la hnRNPA1. Ainsi, ces
résultats suggerent la possibilit¢ que la hnRNP C et la hnRNP Al interagissent de manicre
coordonnée dans le traitement (via le RRM) et I'exportation (via le M9) des ARNm du noyau vers
le cytoplasme. De plus, leur étude a montré que la liaison des domaines est accessible aux solvants

et, par conséquent, disponible a la liaison a I'ARN.

En résumé, ces études avec nos résultats apportent un nouveau niveau de discussion sur la fagon
dont les protéines hnRNP interagissent dans leurs complexes pour réguler les ARN. Aussi, les
granules mRNP impliqué dans le transport des ARNm pourraient potentiellement étre constitués
de diverses hnRNP en complexes et liées a un méme ARN, ce qui favoriserait leur séparation de
phase (SPLL). En effet, il est intéressant de noter que les résultats de ’IP-MS (Figure 8) indiquent
que la hnRNP A 1B semble interagir avec hnRNP A2B1, hnRNP K, hnRNP C et hnRNP H1. Ainsi,
la hnRNP A1B, étant le facteur commun entre ses hnRNP, aurait potentiellement un role central
dans les granules mRNP impliqués dans la réponse a la 1ésion axonale et aussi participer au
transport des ARNm axonaux (Figure 18).

Il serait pertinent de réaliser des études avec du crosslinking afin de mieux comprendre la structure
de ces granules mRNP. Aussi, des essais de co-localisation ou de proximité pourrait étre effectués
avec les autres hnRNPs identifier dans la liste IP-MS. Cela permettrait de déterminer si les granules
de la hnRNP A1B possédent les autres hnRNPs. Puis, une étude sur 1’expression axonale de la
hnRNP A1B lors d’une lésion axonale pourrait étre évaluée afin d’observer si le niveau de la
protéine est plus élevé dans le cytoplasme comme réponse a ce stress. Cependant, le transport

axonal n’est pas le seul transport important pour les neurones.
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5.1.2 1a hnRNP A1B dans le transport dendritique : hnRNP A1B, hnRNP U et

Puralpha, un travail d’équipe ?

Le transport des ARNm n’est pas seulement nécessaire dans les axones, mais aussi dans les
dendrites. En effet, des ARNm, des ribosomes et des facteurs de traduction peuvent étre présents
dans les dendrites, et méme dans les épines dendritiques, ce qui montre la présence de la régulation
de la synthese locale des protéines (62, 182). Encore une fois, les PLA impliquées dans ce transport

sont trés peu répertoriées dans la littérature.

Une étude (185), réalisée en 2004, a identifi¢ 34 protéines impliquées dans les granules mRNP
transportés par les kinésine dans le cerveau de souris et plus précisément dans les dendrites. Leurs
résultats montrent que Puralpha et hnRNP Ul sont des protéines retrouvées dans les granules
mRNP dans les dendrites. Il est important de soulever ces protéines puisque Pura est un résultat de
I’essai d’IP-MS de la hnRNP A1B (Figure 8). La hnRNP U est aussi présente comme résultat, mais
dans la liste d’enrichissement dans deux réplicats au lieu de trois (données non montrées).
Globalement, cette étude a montré que ces deux protéines sont retrouvées dans les dendrites et font
partie des granules des ARNm transportés par la kinésine. Aussi, ces granules comprenaient
staufen, des FMRP, des EF-1a et les ARNm de CaMKIla et d'Arc. De plus, la hnRNP Al, A/B et
AO ont été aussi identifiées dans leurs études comme des protéines faisant partie des granules de
transport des kinésine, mais jusqu’a aujourd’hui, seule la hnRNP A/B a été associée a des granules

d’ARNm dans les dendrites (105, 186).

D’une autre part, le transport dendritique effectué par la protéine de liaison a I’ARN Puralpha est
bien répertorié dans la littérature. En effet, une étude (187) a montré qu’elle localise non seulement
dans les tiges dendritiques, mais aussi dans les épines des neurones matures. Ceci suggere que
Puralpha joue un role clé dans la livraison synaptique de I'ARNm pour la synthese locale des
protéines. Le transport des granules Puralpha dans les tiges dendritiques est effectué¢ par les
kinésine/dynéine, mais son transport dans les épines dendritiques est acheminé par la myosine Va
(Myo5a). De plus, cette étude a montré que le transport des granules Puralpha aux épines est régulé
par ’activation du récepteur métabotropiques du glutamate 5 (mGluRS5), jouant un role clé dans la

signalisation neuronale (188).

Les protéines Puralpha, KIF5C, Myo5a, hnRNP U, hnRNP A2B1 sont des partenaires d’interaction
de la hnRNP A1B dans I’expérience IP-MS effectuée dans notre étude. De plus, les ARNm
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Camk2a et Actb (actine-f) sont liés par la hnRNP A1B (Figure 17) et sont reconnus comme des
ARNm transportés dans les dendrites. Ainsi, la hnRNP A1B aurait potentiellement une fonction
dans le transport d’ARNm dans les tiges/épines dendritiques (Figure 18) mais plus d’expérience
sont nécessaires afin de valider cette fonction. En effet, des essais d’immunoprécipitation et de co-
localisation peuvent étre effectués pour valider les interactions avec la hnRNP A1B. Aussi, il serait
pertinent d’étudier la régulation du transport de la hnRNP AI1B par ’activation du récepteur
métabotropiques du glutamate 5 avec des techniques d’imagerie. Puis, il serait intéressant de
déterminer si les protéines mentionnées font partie des mémes granules d’ARNm dans les dendrites
et aussi dans les axones. En effet, les granules d'ARNm ne sont pas uniformes et leurs mouvements
et localisations dépendent des molécules qui les composent, ce qui témoigne la diversité des

granules d'ARN.

5.1.3 la hnRNP A1B, une possibilité d’adaptateur entre les granules mRNP et

les protéines motrices

L’une des grandes questions dans le transport des ARNm dans les neurites est comment les
PLA sont couplées aux protéines motrices. Jusqu’a aujourd’hui, il existe plusieurs candidats,
comme FMRP connus pour sa liaison directe avec la kinésine (189) et SFPQ liaison directe
KLCI/KIF5A (motif Y-acide) (170), qui peuvent étre potentiellement des adaptateurs entre les
granules d’ARNm et les protéines motrices (kinésine, dynéine, myosine). Cependant, il est
important de faire une emphase sur le fait que jusqu’aujourd’hui, il n’y a aucune validation
d’adaptateurs. En effet, la compréhension derriére I’arrangement des protéines et ARNm dans les

granules causés par la séparation de phase (SPLL) restent encore a élucider.

Les résultats de cette étude montrent que la hnRNP A1B peut lier les trois classes de protéines
motrices. Aussi, ’interaction avec la chaine légere de la kinésine KLC1 semble étre non
dépendante a I’ARN (Figure 10), ce qui suggere une liaison directe. Pour valider une interaction
non dépendante a I’ARN, des mutations ponctuelles pourraient é&tre introduites sur les
phénylalanines des domaines RRM de la hnRNP A1B, nécessaires pour I’interaction a I’ARN
(Figure 6). Ainsi, la hnRNP A1B serait un candidat optimal comme adaptateur entre les granules
d’ARNm et les protéines motrices. Mais comment les protéines peuvent lier les protéines
motrices ? En effet, une multitude de séquences appelées motifs de liaison ont été identifiées dans

les protéines capables de lier les protéines motrices.
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Tout d’abord, concernant la kinésine, un motif appelé le motif Y-acide est connu dans la littérature
pour permettre la liaison avec KLC1. Cette ¢tude a permis d’identifier un motif qui ressemble aux
motifs Y-acide précédemment caractérisé¢ dans JIP1, TorsinA, SH2D6 et SFPQ (170, 176, 177)
dans la séquence de la hnRNP Al et A1B (Figure 13). Cependant, ce motif semble non fonctionnel
dans les isoformes HNRNPAT1. Cela est potentiellement di au fait que le motif se retrouve dans le
domaine de liaison a I’ARN (RRM2) alors que ce motif se retrouve plutot dans des régions
désordonnées ou dans l'enroulement hélicoidal. Donc comment cette protéine pourrait interagir
avec la kinésine ?

En effet, une étude (190) a montré que la protéine de liaison nucléoline peut lier directement la
kinésine via son domaine RGG. Ceci est intéressant, car ce domaine RGG fournit un lien essentiel
et direct entre les granules d'ARN contenant de la nucléoline et la machinerie de transport
antérograde. Donc il serait intéressant de faire une délétion du domaine RGG de la hnRNP A1B et
voir si son interaction avec la kinésine est perdue. Néanmoins, il reste aussi a déterminer comment
la hnRNP A 1B est capable de lier les autres protéines motrices (myosine et dyné€ine). Des délétions
des domaines importants de la hnRNP A1B pourraient étre construit pour déterminer lesquels sont

nécessaires pour 1’interaction avec les protéines motrices.

Un domaine important aux interactions protéine-protéine qui pourrait expliquer la liaison aux
protéines motrices est le domaine intrinséquement désordonné (RID) de la hnRNP A1B grace a la
présence de courts motifs appelés MoRF. Ces courts motifs peptidiques peuvent adopter des
structures secondaires et ainsi permettre 1’interaction avec des domaines structurés d’autres
protéines (191). Une analyse in silico fut effectuée pour les isoformes HNRNPAT1 (Figure 19),
grace a divers outils de prédiction de MoRF (MoRFchibi et MoRFpred) et de structures secondaires
(LS2P), ainsi que des comparaisons avec ce qui était déja répertorié dans la littérature (UniProt).
Les résultats suggerent que 1’isoforme hnRNP A1B possede 4-5 MoRFs dont un est causé par
I’¢longation du domaine RID (exon 7B). Ces résultats sont intéressants, car ces MoRFs pourrait
permettre notamment 1’interaction avec des nouveaux partenaires d’interaction, par exemple les
protéines moteurs trouvées dans les résultats d’IP-MS (Figure 8A). Aussi, la prédiction des MoRFs
est appuyée par la prédiction de potentielles hélices alpha et des feuillets bétas dans le RID par le
logiciel LS2P (Figure 19). Cependant, ce ne sont que des résultats préliminaires et une validation

expérimentale supplémentaire doit étre effectuce.
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Premicrement, on pourrait effectuer des délétions des divers motifs MorFs prédits par les logiciels
et voir leur impact dans les interactions avec les protéines motrices. D’autre part, on pourrait utiliser
des méthodes expérimentales pour déterminer la structure secondaire du RID telle que la
spectroscopie de dichroisme circulaire (CD) et ainsi déterminer s’il a la présence de MoRFs. En
effet, cette méthode permet d’analyser quantitativement le contenu en hélice, en feuillets et en tours
des protéines dans différents environnements et en tant que composants de complexes (192).
Cependant, jusqu’a aujourd’hui, les méthodes expérimentales de détermination de structure des
RID ne sont pas encore optimales du fait que les MoRFs ne posséde pas une structure secondaire

fixe a travers le temps (192).
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Figure 18. Mode¢le potentiel des granules de la hnRNP A1B impliqués dans le transport des

granules mRNP.

La hnRNP A1B peut participer dans le transport axonal de divers ARNm avec d’autres hnRNPs en
formant des granules mRNP couplés avec les protéines motrices. Aussi, elle peut participer au
transport des granules mRNP dans les dendrites grace a son interaction avec d’autres PLA telles

que Pura et la protéine motrice Myo-5a.
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Figure 19.Analyse in-silico de HNRNPAT1 : prédiction des motifs Morfs .

Domaines important de la hnRNPA1, suivi de la prédiction de MoRFs par deux logiciels
(MoRFpred, MoRFchibi : les MoRFs encadré ne font pas partie des prédictions pour hnRNP Al
).On retrouve aussi les modifications post-traductionnelles (jaune : phosphoserine, bleu : Omega-
N-methylarginine, noir : N6-acetyllysine) et la structure secondaire répertoriée par UniProt et

prédite par le logiciel L2SP.
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5.2 Les ARNm liés par la hnRNP A1B dans les granules mRNP, une

réponse a divers stimuli.

Le transport des ARNm dans les neurites est important pour la traduction des protéines dans
des compartiments spécifiques des neurones. En effet, un seul ARNm dans les neurites peut étre
traduit plusieurs fois en protéine, ce qui est un avantage énergétique pour les neurones (62). De
plus, les neurones sont susceptibles de subir divers stimuli, tels que le stress physiologique dans
les synapses (182), ce qui fait appel a un bon mécanisme de réponse face aux stimuli. Il est donc
important d’identifier les ARNm liés par les protéines de liaison a I’ARN (PLA), impliqués dans

le transport des granules ARNm, pour comprendre leur implication dans I’homéostasie neuronale.

Afin d’obtenir une premiere piste sur quels ARN sont liés par la hnRNP A1B, une analyse de
chevauchement a été réalisée entre les données iCLIP de la hnRNP A1l humaine (172) et le
transcriptome axonal des motoneurones humains (173). Ce type d’analyse prend en considération
que les deux isoformes de HNRNPA I partagent les mémes domaines de reconnaissance a I’ARN
(UP1) et peuvent donc potentiellement lier les mémes ARN. Cette intégration de données a dévoilé
l'association de 51 transcrits a la hnRNP A1B (Figure 16A). On retrouve, notamment, I’ARN du
géne ACTB, codant pour la protéine B-actine, qui est connu dans la littérature pour étre transporté
et traduit de manicre distale. Aussi, comme discuté dans la section précédente, 4CTB est important
dans le transport axonal pour la réponse a la 1ésion et morphologie axonale, puis aussi dans le
transport dendritique (62, 182). Cette ¢tude a permis de valider que la hnRNP A1B était capable
de lier cet ARN, ce qui appuie I’hypotheése que la protéine posséde un rdle dans le transport des
ARNm dans les neurites. De plus, pour appuyer davantage cette hypothése, la validation pour
I’ARNm Camka , qui est impliqué dans les granules d’ARN dendritiques (185) fut validée aussi,

méme si celui-ci n’était pas un géne identifié dans notre liste.

Mais pourquoi le transport des ARNm par la hnRNP A1B serait important pour les neurones ? En
effet, I’analyse par Gene Ontology de ces 51 transcrits a montré que ceux-ci sont impliqués dans
des voies cellulaires de régulation comme la régulation du métabolisme, mort cellulaire, apoptose,
réponse au stress et traduction. Ces mécanismes de régulation sont trés importants pour
I’homéostasie des neurones comme le maintien de la protéostase au sein des neurites. Pour assurer

1'équilibre de la protéostase, les neurones régulent la synthese et la dégradation des protéines et
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s'appuient sur les chaperons pour faciliter le repliement des protéines (193). En effet, la hnRNP

A1B peut lier le transcrit HSPA8 qui code pour un chaperon trés important pour les neurones.

Tout d’abord, HSPAS est un membre de la famille des chaperons HSP70, qui est exprimé a des
niveaux ¢levés dans les neurones par rapport a d'autres types de cellules (194). Elle est exprimée
de maniere constitutive, puis elle participe notamment au repliement des protéines naissantes ou
au repliement des protéines altérées, et a leur ciblage vers la machinerie ubiquitine/protéasome en
vue de leur dégradation (193). Au niveau de sa localisation, des études ont montré que les neurones
soumis a un stress protéotoxique présentent des niveaux élevés de HSP40 et de HSP70 dans les
dendrites et leurs synapses en cas de stress (195). Donc HSPAS est importante pour le maintien de
la protéostase dans les neurones et sa localisation dans les neurites est essentielle pour sa fonction
(196). Cependant, le mécanisme qui régule la distribution subcellulaire des HSP dans les neurones
n’est pas trés bien élucidé dans la littérature.

En effet, une étude récente (196) souléve que le transport de I’ARNm HSPAS est régulé par la
protéine de fusion FUS (Fusion dans le sarcome) et hnRNP A2B1 (ribonucléoprotéine nucléaire
hétérogene A2/B1) favorisant la protéostase dendritique et la survie neuronale lors de situations de
stress. Notre étude a montré que la hnRNP A1B peut lier le transcrit de HSPAS et la hnRNP A2Bl1
est un résultat de notre liste d’interacteurs de la hnRNP A1B dans ’essai IP-MS (Figure 8). De
plus, méme si la protéine FUS n’a pas été obtenue dans la liste d’interacteurs, il y a une étude
protéomique (197) qui a montré que la hnRNP Al peut interagir avec elle dans le noyau. Ainsi,
avec les résultats de notre étude et ses études, on peut soulever 1’hypothése que la hnRNP A1B,
FUS et hnRNP A2B1 peuvent constituer le granule d’ARNm de la HSPAS dans les dendrites.
Donc, la hnRNP A1B aurait potentiellement une fonction importante dans la protéostase des

dendrites, mais des expériences de validations sont nécessaires pour confirmer cette fonction.

Finalement, une autre fonction plausible de la hnRNP A1B qui serait intéressante a étudier est sa
fonction dans les granules de stress (GS). En effet, comme discuté précédemment, les transcrits qui
semblent étre ciblés par la hnRNP A1B participent a des mécanismes de régulation, tels que la
réponse au stress. Ceci est intéressant, car ’isoforme hnRNP Al, a déja été répertoriée dans la
littérature comme protéine localisant dans les GS (150, 198). Une étude (150) a montré que
I’hyperphosphorylation de la hnRNP A1 en réponse au stress par I’activation des kinase Mnk1/2

entraine une accumulation cytoplasmique de la protéine. Par la suite, cette accumulation, induite
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par le stress, favorise la localisation de la protéine dans les GS. De plus, la déplétion de la hnRNP
Al affecte la récupération des cellules aprés un stress, ce qui suggere un réle physiologique

important de la hnRNP A1 dans la réponse au stress.

En effet, les granules de stress sont des organites sans membrane ou sont séquestrés des facteurs
d'initiation de la traduction, des ARNm et des protéines de liaison a I'ARN qui servent a garder
divers ARNm dans un état de non-translation. Une fois le stress apaisé, les GS commencent a se
désassembler selon un processus qui serait régi par plusieurs mécanismes dépendant de I'ATP,
notamment l'activation de protéines chaperons telles que les protéines de choc thermique 40 et 70
(HSP40/70) (149).Globalement, la formation et la décomposition des granules de stress sont tres
dynamiques et impliquent une multitude de protéines de liaison a ' ARN différentes qui ne sont pas
complétement élucidées jusqu’a aujourd’hui. Donc, puisque la hnRNP A1B est une protéine de
liaison a I’ARN localisée dans le cytoplasme et capable de lier ’ARNm de HSPAS et des ARNm
impliqués dans la réponse au stress, il serait pertinent d’étudier son rdle potentiel dans les GS phase

a la réponse au stress.

De plus, les modifications post-traductionnelles (MPT) sont un facteur important a considérer lors
de I’étude des fonctions de la hnRNP A1B. En effet, comme discuté dans la section introduction,
les MPT augmentent les états fonctionnels dans lesquels une protéine peut exister dans la cellule
(40) et sont aussi impliquées dans les MoRFs des protéines désordonnées. En outre, I’inclusion de
I’exon 7B dans la hnRNP A1B, introduit 15 nouveaux sites de phosphorylation (Tableau 4). 1l
serait intéressant d’étudier I’impact de ces phosphorylations dans la localisation de la protéine, son
potentiel role dans la réponse au stress, ses interactions protéine-protéine (lien des MoRFs) et aussi
les impacts au niveau de sa reconnaissance a I’ARN. De plus, il serait nécessaire d’effectuer des
techniques de iCLIP pour identifier tous les transcrits qui peuvent étre liés par la hnRNP A1B dans
les neurites et le soma. Ceci nous donnerait plus d’information sur quelles voies la hnRNP A1B est

impliquée.
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5.3 L’implication de la hnRNP A1B dans la SLA

De nombreuses mutations du géne HNRNPA ont été associées a la SLA et a la DFT, et la
plupart sont situées dans le domaine C-terminal (Figure 7). En particulier, dans plusieurs mod¢les,
ces mutations dans le domaine C-terminal de la hnRNP Al peuvent favoriser la localisation
cytoplasmique et I'agrégation (D262V, P288A) (161-163). Il a été¢ démontré que 1'expression de la
mutation D314V de la hnRNP A1B, augmente l'agrégation de la hnRN AIB et que certaines
mutations sont spécifiques a I’exon 7B telle que G283R (154). Cependant, I’impact des mutations
n’a jamais été répertori¢ dans le contexte de la fonction de la hnRNP A1B. Ainsi, dans notre étude,
on a voulu évaluer I’impact des mutations Q127R (RRM2), G283R (exon 7B), D314V (RID) et
P340A ((M9) par rapport a la liaison entre la protéine et les protéines motrices. Les résultats de
cette étude n’ont pas montré d’impact significatif des mutations sur I’interaction hnRNP
Al1B/protéines motrices avec la technique d’immunoprécipitation. Donc comment les mutations

pourraient influencer la fonction de la hnRNP A 1B dans le transport des granules d’ARN ?

Tout d’abord, la plupart des mutations de la hnRNP A 1B ont un impact sur le domaine désordonné
de I'extrémité C-terminale (RID). Les RID des PLA assurent 'assemblage des granules d'ARN, et
les mutations pathologiques dans ces domaines RID peuvent perturber la dynamique de
l'assemblage et du désassemblage des granules d'ARN (85). En effet, des études (89, 199) ont
montré que les mutations du domaine C-terminal de la TDP-43 diminuent le transport antérograde,
le dynamisme des granules et favorise le transport rétrograde. Aussi, les propriétés biophysiques
des granules varient selon leur localisation dans 1’axone (199). Il est donc important d’étudier les
granules d’ARN dans le cadre morphologique des neurones afin de comprendre leur rdle
physiologique et les transitions pathologiques de ces structures dans les maladies
neurodégénératives.

La hnRNP A1B serait un candidat optimal pour évaluer le dynamisme des granules d’ARN. Un
modele qui pourrait étre utilisé est les chambres microfluidiques (Figure 20) qui permettent d’isoler
les neurites dans des tunnels, ce qui rend plus accessible la visualisation des granules de transport
et les quantifications. De plus, des techniques d’imagerie en temps réel peuvent étre appliquées

pour caractériser le transport et évaluer I’impact des mutations retrouvées dans la hnRNP A1B.
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Figure 20.Neurones SH-SYSY différenciés dans des chambres microfluidiques
Marqueur du cytosquelette, protéine 2 associée aux microtubules, MAP-2.

Deuxiemement, la hnRNP A1B aurait potentiellement d’autres mécanismes perturbés dans le
contexte pathologique. Une étude a montré que la hnRNP A1B est régulée a la hausse lors de la
déplétion nucléaire de la TDP-43 qui est observé dans les cas de la SLA. Ceci pourrait favoriser
I’accumulation cytoplasmique et donc I’agrégation de la protéine (154).

Comme discuté précédemment, cette protéine aurait potentiellement une fonction importante dans
la morphologie axonale, la réponse a la 1ésion axonale, la réponse au stress et la traduction locale
du chaperon HSPAS dans les dendrites. On peut soulever I’hypothése qu’en condition de stress,
une translocation temporaire de TDP-43 dans le cytoplasme ou un autre facteur, augmente le niveau
de la hnRNP A1B pour favoriser la réponse face a ces stimuli. Cependant, si la TDP-43 localise en
continu dans le cytoplasme, la protéine hnRNP A1B forme des agrégats, et donc les voies de
transport des ARN menées par celle-ci sont affectées. Les mutations favorisent davantage
I’agrégation de la protéine. Ainsi, la réponse au stress et I’homéostasie neuronale sont aberrantes,

favorisant la mort cellulaire (Figure 21).
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Figure 21.Modele de régulation de 1a hnRNP A1B et son implication dans la SLA.
(inspiré de Gagné M., thése doctorat, Biochimie, UdeM (129))
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La hnRNP A1B est présente dans le soma et les neurites. En cas de stress, le transport des granules
d’ARN comprenant la hnRNP A1B est augmenté. Dans la SLA une dérégulation du niveau de la
hnRNP A1B peut causer la formation d’agrégats , ce qui est davantage favorisé par des mutations
dans son domaine C-terminal. La présence d’agrégats peut causer une perte de fonction de la
hnRNP A1B qui aboutit & une perturbation du transport dans les neurites et un mauvais repliement

des protéines (moins de chaperon).
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Finalement, un autre mécanisme dans lequel la hnRNPA1B peut potentiellement contribuer a la
pathologie de la SLA est dans le contexte des expansions répétées GGGGCC de C9orf72. Ce cas
représente la variante génétique la plus courante de la sclérose latérale amyotrophique et de la
dégénérescence frontotemporale (18). En effet, une étude (200) a montré que l'expression de
Hsc70-4/HSPAS est réduite au niveau post-transcriptionnel dans les modeles iPSC C9orf72 de
mouches et d'humains, mais le mécanisme derriére n’est pas tout a fait compris.

Comme discuté précédemment dans cette étude, la hnRNP A1B peut lier le transcrit de HSPAS et
possiblement participer a son transport dans les dendrites. De plus, des études (201, 202) ont montré
que la hnRNP A1, hnRNP H1 et hnRNP A3 peuvent lier ou co-localiser avec les transcrits
pathologiques de C9orf72 dans des tissus du systéme nerveux central de patients C9orf72+.En
outre, ces trois protéines sont dans notre liste d’interactions identifiées (Figure 8) et la hnRNP A1B
partage les mémes domaines de reconnaissance a I’ARN que la hnRNP Al. Ainsi, la hnRNP A1B
peut potentiellement lier les transcrits pathologiques, ce qui causerait la séquestration de la
protéine. Donc le transport et la traduction locale du transcrit HSPAS serait potentiellement

diminuée dans ce modéle.

En résumé, la hnRNP A1B pourrait contribuer a travers divers mécanismes dans la pathologie de
la SLA. Des expériences ultérieures devront étre achevées pour déterminer et valider son degré de
contribution. De plus, au niveau thérapeutique, il serait intéressant d’évaluer [|’utilisation
d’oligonucléotides antisens (OAS) de basculement d'épissage, des méthodes de dégradation ou
identifier des chaperons de la hnRNP A1B pour rétablir un niveau basal de la protéine et éviter son

agrégation dans la pathologie.
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5.4 Les hnRNP comme biomarqueur.

La hnRNP A1 est un acteur majeur dans la régulation des ARN dans les neurones et cette
¢tude met en avant le potentiel role majeur de la hnRNP A1B dans le transport des ARNm dans les
neurites. En outre, dans le contexte pathologique de la SLA, la déplétion nucléaire de TDP-43
favorise I’isoforme hnRNP A1B, sa localisation dans le cytoplasme et son agrégation (154). Aussi,
concernant I’isoforme hnRNP A1, des études effectuées dans des tissus post-mortem de patients
SLA, ont montré qu’il y a une diminution de sa localisation nucléaire et la présence d’inclusion
cytoplasmique (203). Il serait donc intéressant d’évaluer le potentiel de la hnRNP A1B et hnRNP

Al comme biomarqueurs de la pathologie. Mais comment évaluer ce potentiel ?

Les vésicules extracellulaires (VE), principalement composées d'exosomes et de microvésicules,
constituent une source précieuse de biomarqueurs pour la détection non invasive des maladies
neurodégénératives dans les biofluides (204). Ces marqueurs de maladie basés sur les VE peuvent
étre identifiés avant la manifestation de symptomes détectables de la maladie, ce qui est tres
prometteur pour le diagnostic précoce des maladies telles que la SLA (205). En outre, les VE sont
des sources de phosphoprotéine, et comme déja répertorié dans la littérature, la phosphorylation
est un mécanisme majeur de régulation des hnRNP (101). Une étude (206) récente a permis
d'identifier de nombreuses protéines et phosphoprotéines EV dans l'urine de patients atteints de la
maladie de Parkinson (MP). Cette étude est intéressante, car un des candidats principaux comme
biomarqueurs fut la hnRNP Al. En effet, la protéine est significativement régulée a la hausse chez
les patients atteints de la maladie de Parkinson par rapport aux personnes en bonne santé. De plus,
dans les données brutes des protéines identifiées dans les VE, ils ont aussi détecté d’autres hnRNP,
telles que la hnRNP A2/B1 qui est un interacteur potentiel de la hnRNP A1B dans notre liste
(Figure 8). Ainsi, cette méthode avec 1’urine semble étre un moyen de détection de diverses
hnRNPs et comme discuté précédemment dans cette étude, ces protéines semblent travailler en
équipe. Il serait donc intéressant d’étudier les divers hnRNP comme biomarqueurs dans les VE
retrouvé dans I'urine de patient atteint de la SLA et plus particuliecrement le couple hnRNP
A1/hnRNP A1B.

Cependant, il faut prendre en considération que les hnRNP sont impliquées dans d’autres maladies
neurodégénératives. Il serait intéressant d’étudier si cette méthode de détection peut aussi identifier
la NF-H, un biomarqueur prometteur dans le contexte de la SLA (56, 58), pour ainsi avoir un panel

de molécules biomarqueur spécifique a la pathologie de la SLA.
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5.5 Limites de I’étude

Les résultats de cette étude contribuent a I’avancement des connaissances de la biologie

moléculaire des neurones, mais il est important de soulever quelques limites de 1’étude.

Tout d’abord, le choix expérimental pour valider et évaluer les interactions de la hnRNP A1B avec
les protéines motrices présentent des limites. En effet, la méthode choisie, (I’IP) est une méthode
qualitative qui permet de déterminer si oui ou non des protéines interagissent sans nous donner plus
d’informations. Néanmoins, il est également important d'examiner les détails, tels que l'affinité et
les propriétés cinétiques des interactions protéine-protéine, afin de comprendre les processus
biologiques complexes auxquels elles participent. Ceci peut étre effectu¢ avec des méthodes telles
que la calorimétrie par titration isotherme, spectroscopie de résonance des plasmons de surface,
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire, etc. Ainsi, ces méthodes nous permettraient de

déterminer si les interactions sont directes et la force de ces derniéres.

Ensuite, la majorité des expériences ont été réalisées a partir de cellules HEK293FT, des cellules
non-neuronales et ayant une surexpression de nos protéines d’intéréts. Il serait pertinent de valider
les interactions dans un mod¢le plus neuronales et non surexprimé telles que les SHSYSY ou les
neurones humains dérivés d'iPSC. Cependant, il est important a soulever qu’il existe des
différences de régulation/d’environnement entre les cellules neuronales in-vitro et les neurones
chez I’humain in-vivo, variabilités qui ne sont pas prises en compte dans cette étude et ne peuvent

pas étre appliqué. De nos jours, le cerveau humain reste encore un mystere.

Finalement, certains résultats de notre étude sont préliminaires (n=1 ou n= 2), ce qui nous permet
seulement d’énoncer des hypothéses. Il serait nécessaire de refaire les expériences de proximity
ligation assay pour valider une co-localisation entre la hnRNP A1B et les protéines motrices dans
les neurites. Aussi, il serait intéressant de faire I’expérience avec des neurones humains dérivés
d'iPSC, pour déterminer si cette co-localysation est conservé chez I’humain. Puis, il serait pertinent
de revérifier 1’agrégation des mutants hnRNP AI1B dans notre modéle d’étude. En effet,
I’immunofluorescence a été effectuée une fois, et il serait important de valider que les mutants ne

formes pas d’inclusion/agrégats dans les HEK293FT.
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6 Conclusion et perspectives

En conclusion, il est important d’étudier individuellement les isoformes hnRNP Al et
hnRNP A1B, notamment dans le contexte pathologique de la SLA. En effet, une simple élongation
de la RID de ses protéines intrinséquement désordonnées ouvre la porte a de possibilités d’impact
significatives au niveau de la fonction, structure secondaire et dans la pathologie. La structure de
ses protéines désordonnées reste un mystére, mais des études futures viseront a clarifier ce
probléme, ainsi que I’'importance de la prise en considération des RID. De plus, ceci permettra
d’¢lucider davantage sur la fonctionnalité de cette protéine dans le transport des ARNm dans les

neurones, puis dans le contexte pathologique.

Ces nouvelles connaissances acquises sur la hnRNP A1B dans le trafic des ARNm ouvriront de
nouvelles opportunités pour évaluer le transport des ARNm dans les neurites qui pourraient étre de
futurs points d'intervention thérapeutique. Cependant, ce n’est que le début de cette histoire, il reste
encore a approfondir les connaissances sur cette nouvelle fonction et des études postérieures sont
nécessaires. Celles-ci pourront répondre aux questions, quel domaine de hnRNP A1B permet la
liaison avec les protéines motrices ? Est-ce un domaine partagé avec la hnRNP Al ? Pourquoi
hnRNP A1B est impliquée dans le transport des neurites? Comment est régulé le transport de la
hnRNP A1B? Quels sont les effets si ce-dit transport est perturbé ? Quels sont les ARNm
transportés par la hnRNP A 1B dans les neurites? Comment une fraction de hnRNP A 1B se retrouve

dans le cytoplasme ?
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