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Résumé 

L’un des mécanismes de protection de première ligne par lequel les cellules répondent à 

une agression ou à un facteur de stress environnemental défavorable est la formation de granules 

de stress (GS). Les GS sont des structures cytoplasmiques, de la taille d’un micron, hautement 

dynamiques, contenant des ARNm, transcrits, mais non traduits, ainsi qu’une large gamme de 

protéines. Plusieurs éléments suggèrent que la réponse au stress via les GS est perturbée dans la 

sclérose latérale amyotrophique (SLA). Cependant, on en sait très peu sur les mécanismes de 

régulation de l'assemblage et du désassemblage de ces granules ribonucléoprotéiques. HnRNP 

A1 est une protéine de liaison à l’ARN qui pourrait affecter la récupération des cellules. HnRNP 

A1 est très abondante dans les motoneurones. L’épissage alternatif produit une seconde 

isoforme, hnRNP A1B, qui est physiologiquement exprimée à un plus faible niveau. HnRNP 

A1B provient de l'inclusion de l'exon 7B dans le transcrit de hnRNPA1. Cela conduit à la 

rétention de 52 acides aminés dans le domaine apparenté aux prions de la protéine. 

Nous avons récemment démontré que hnRNP A1B est augmentée dans les tissus de 

patients affectés par la SLA et que la protéine possède une plus forte propension à s'agréger 

comparé à la forme sauvage, hnRNPA1 et par conséquent, cela augmente la toxicité pour la 

cellule.  

La fonction de hnRNP A1B dans la dynamique des granules de stress n'a pas encore été 

élucidée. Nous avons émis l'hypothèse que l'épissage alternatif augmenté de hnRNP A1B 

contribue à la toxicité cellulaire par: i) la perturbation de la dynamique des granules de stress, 

et ii) la formation d'inclusions cytoplasmiques déclenchée par hnRNP A1B. À l’aide de 

méthodes in vitro, nous avons démontré comment hnRNP A1B affecte la réponse au stress 

cellulaire en altérant la dynamique des granules de stress.  

 

 

Mots-clés : Sclérose latérale amyotrophique, hnRNP A1, hnRNP A1B, épissage alternatif, 

granules de stress, processing bodies, agrégation protéique, domaine apparenté aux prions 
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Abstract 

A first-line protective mechanism by which cells respond to an adverse environmental 

insult or stressor is the formation of stress granules (SGs). SGs are micron-sized, cytoplasmic 

structures that are highly dynamic and contain translationally arrested mRNAs and a broad range 

of proteins. Several lines of evidence suggest that the SG response is perturbed in amyotrophic 

lateral sclerosis (ALS). However, very little is known regarding the regulatory mechanisms of 

SG assembly and disassembly. One protein that could affect the recovery of cells from stress is 

the RNA binding protein hnRNP A1. This protein is highly abundant in motor neurons. The 

protein product of its alternatively spliced isoform, hnRNP A1B, is physiologically expressed at 

low levels. HnRNP A1B arises from the inclusion of exon 7B in the hnRNP A1 transcript. This 

leads to the retention of 52 amino acids in the protein’s prion-like domain.  

We have recently shown that hnRNP A1B is increased in ALS-affected tissues and that 

it has a higher propensity to aggregate compared to hnRNP A1 and this correlates with increased 

toxicity. The function of hnRNP A1B in SG dynamics has yet to be elucidated. We hypothesize 

that increased splicing of hnRNP A1 to hnRNP A1B contributes to cellular toxicity by: a) 

disrupting SG dynamics, and b) hnRNP A1B triggers formation of cytoplasmic inclusions. Our 

work indicates how hnRNP A1B affects the cellular stress response by altering SG dynamics. 

 

Keywords : amyotrophic lateral sclerosis, hnRNP A1, hnRNP A1B, stress granules, 

processing bodies, stress response, protein aggregation, prion like domain 
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Introduction 

La réponse cellulaire au stress 

1.1 La découverte 

 Quand des changements d’ordres physiologiques, externes ou émanant d’une pathologie, 

menacent l’homéostasie cellulaire, de nombreux mécanismes de réponse au stress s’organisent 

et se coordonnent afin de préserver l’intégrité et la survie de la cellule [5, 6]. Ces mécanismes 

sont mis en place afin de limiter les dommages, réparer les altérations et/ou entrer en apoptose 

[7-10]. Certains de ces processus biologiques adaptatifs sont si importants, qu’ils sont hautement 

conservés [11]. À titre d’exemple, lorsque les cellules sont exposées à des températures élevées, 

s’enclenche la transcription d’un groupe de gènes codant pour des protéines chaperonnes, 

nommées protéines de choc thermique (HSP), est retrouvé tant chez les procaryotes que chez 

les eucaryotes [12, 13]. 

Chez les eucaryotes, la réponse intégrée aux stress se définit comme étant le 

déclenchement de cascades moléculaires complexes, quand l’homéostasie cellulaire est 

perturbée. Des stress comme des carences en acides aminés ou glucose, l’hypoxie, les infections 

virales et les autres stress comme le stress oxydatif ou osmotique [5, 6, 14, 15] déclenchent la 

réponse au stress intégrée. L’élément clé de la réponse intégrée reste la phosphorylation de 

eIF2a, qui sera abordé ultérieurement [5, 6, 14-17]. La formation d’agrégats de 

ribonucléoprotéines, appelés granules de stress (GS), qui s’organise de façons aléatoires dans 

tout le cytoplasme des cellules stressées, est un autre exemple de mécanisme favorisé lors de 

l’activation de la réponse au stress intégrée [18].  
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1.2 Les granules de stress 

L’homéostasie cellulaire est précaire et doit être préservée afin d’assurer la pérennité des 

cellules et le bon fonctionnement cellulaire, tissus et organes mammaliens. Lorsque les cellules 

sont soumises à un stress, qu’il soit de nature osmotique [19, 20], thermique [21], oxydatif [18, 

22], ionisant [23, 24], ou encore viral [25], des mécanismes de protection s’organisent. Parmi 

ceux-ci, la formation de « foci » cytoplasmiques, les GS, s’enclenche rapidement. 

On nomme GS ces petits « foci » cytoplasmiques et dynamiques, de moins de 5µm2, 

sans membrane, composés d’ARN polyadénylés, de facteurs d’initiation de la traduction (eIF3, 

eIF4E, eIF4G), de petites sous-unités ribosomales et de protéines liant l’ARNm (RBP) comme 

TIA-1, HuR, TDP-43, etc. Elles sont formées à la suite de la phosphorylation de eIF2α, et 

répondent à une dynamique de formation, à l’exposition au stress, à la fusion, au cours du temps 

et au désassemblement une fois le stress disparu. Leur formation est induite ou inhibée par 

l’utilisation de drogues comme la puromycine ou cycloheximide, respectivement [18, 26]. 

1.2.1 Composition protéique des granules de stress canoniques 

La composition protéique des GS est plutôt hétérogène. Pendant longtemps, il fut 

impossible de purifier des GS en raison de leur nature labile dynamique et sans membrane. Les 

composantes des GS sont en échange constant avec le cytoplasme [27, 28] et plusieurs protéines 

vont entrer et sortir des GS dans un flux constant [27], ceci conférant aux GS leur nature 

dynamique. Cependant, tout récemment, une équipe de l’université du Colorado, aurait réussi 

l’impossible en isolant le « cœur » de granules de stress, à l’aide de centrifugations séquentielles 

et d’enrichissement par immunoprécipitation [29]. 

Outre les ARNm, des facteurs d’initiations et la sous-unité ribosomale 40S, de 

nombreuses protéines sont présentes dans les GS. On y trouve des protéines impliquées dans la 

régulation de la traduction des ARNm comme Caprin1 [30]. On note aussi la présence de 

protéines présentes dans des cascades de signalisation intracellulaires apoptotiques, comme 

TNF receptor associated factor 2 (Traf2). Traf2 est impliquée dans la voie d’activation de NF-

kB par le TNFα [31].  
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Enfin, une panoplie de protéines de liaison à l’ARN, régulant fonctions et structures de 

l’ARNm s’y trouvent. Poly A binding protein 1 (PABP1) qui se lie à la queue poly(A) des 

ARNm [18]. Les protéines T-cell-restricted intracellular antigen-1 (TIA-1) et GAP SH3 

domain-binding protein 1 (G3BP1) sont les marqueurs de GS les plus utilisés et leur 

surexpression a la particularité d’induire la formation de « foci » cytoplasmiques ayant été 

nommés GS constitutives [32]. Ceci est cohérent avec leur aptitude à faire la nucléation des GS, 

même en absence de stress [33]. Sans oublier les protéines multifonctionnelles, impliquées dans 

le transport, la stabilité et le métabolisme de l’ARN comme TAR DNA Binding Protein (TDP-

43) et heterogenous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) pour ne nommer que celles-ci.  

Les GS ont longtemps été perçus comme des inclusions quasi uniformes induites par 

différents stress. Cependant, la littérature semble maintenant scinder les GS en sous-types selon 

différents critères. Sans être exhaustif, mentionnons que les GS dites canoniques « canonical 

stress granules » sont ceux induits par le facteur d’initiation de la traduction eIF2aphosphorylé, 

la présence d’ARNm polyadénylés et ayant un pourcentage élevé de GS immunoréactif pour 

G3BP1 [18, 26, 34). Alors que les GS dits non canoniques sont formés indépendamment de la 

phosphorylation de eiF2(et contiennent peu d’ARNm polyadénylés, 35, 36]. Alors que les GS 

dits non canoniques sont formés indépendamment de la phosphorylation de eiF2aet contiennent 

peu d’ARNm polyadénylés [37]. Notons que les stress oxydatifs comme celui à l’arsénite de 

sodium (NaAsO2), le choc thermique, et le stress ionisant (UV) formeraient des GS canoniques 

alors que les stress purement osmotiques (ex : NaCl), ou l’exposition au Pateamine A induiraient 

des GS dites non canoniques [26, 34]. 

1.2.2 Séparation de phase par Interface liquide-liquide  

Plusieurs réactions biochimiques complexes ont lieu dans la cellule. Pour être efficaces 

et précises, ces réactions doivent être séquestrées dans un environnement chimique approprié, 

distinct et délimité, mais avec une perméabilité sélective permettant à ces réactions/interactions 

d’avoir lieu. Les organelles, délimitées par leur membrane, sont un exemple évident de ces 

environnements aux fonctionnalités cellulaires distinctes. Cependant, en ce qui concerne les 

inclusions sans membrane comme les nucléoles [38] ou les GS, il est moins intuitif d’illustrer 

ce principe.  
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L’observation de granule P provenant d’embryons de Caenorhabditis elegans par 

microscopie électronique fut une première explication de la possibilité de compartimentation 

sous forme de « gouttelettes » [39]. C’est en 2009 qu’une équipe du Max Planck Institute en 

Allemagne, réitérait en décrivant les granules P comme des gouttelettes qui se condensaient, 

fusionnaient, échangeaient des composants avec le cytoplasme rapidement et qui se dissolvaient 

dans le cytoplasme confirmant leur nature liquide [40]. La séparation de phase par interface 

liquide-liquide (LLPS) fut dès lors proposée pour décrire comment les composantes des foci se 

concentrent rapidement de façon réversible dans la cellule [41].  

La nature extrêmement dynamique des GS, dont la nucléation et le désassemblement qui 

s’effectuent sur un peu plus d’une dizaine de minutes [27] et la période de résidences de ses 

composantes qui varie de quelques secondes à quelques minutes laissent à penser qu’elles 

pourraient aussi émerger par LLPS [9]. Cette nouvelle modélisation des GS retient de plus en 

plus l’attention. Il fut d’abord démontré que hnRNP A1 et FUS, avec leur région riche en glycine 

(DRG) avait la capacité de se concentrer en gouttelette par LLPS [42, 43]. Par la suite, ce modèle 

a été bonifié en caractérisant la structure séquentielle de ses composants. Ainsi, les GS 

s’assembleraient, d’abord, en LLPS, avec un « cœur » dense et stable, contenant les protéines 

de nucléation comme G3BP1 et TIA-1 et composé d’interactions multivalentes faibles entre les 

domaines riches en glycine (DRG). Ce cœur, qui par la suite, serait entouré d’une coquille plus 

visqueuse et moins concentrée, maintenue ensemble par de faibles interactions [44]. 

1.2.3 La cinétique des granules de stress 

Les GS sont des inclusions cytoplasmiques très dynamiques et les différentes étapes 

structurant l’apparition et la disparition des GS se nomment cinétique [28]. L’exposition au 

stress plonge les cellules dans un mode transitoire où elles arrêtent momentanément la 

traduction. Les polysomes, du complexe d’initiation de la traduction bloquée, se dissocient et 

s’accumulent dans la cellule [18]. 

Dès l’exposition à la plupart des stress, la phosphorylation d’eIF2α est une étape critique 

pour la formation des GS [45]. Elle va interférer dans la formation du complexe ternaire 

d’initiation de la traduction eIF2α-GTP-tRNAi Met [45].  
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De ce fait, eIF2α-P empêche l’échange d’un GDP par un GTP inhibant par conséquent, 

la formation du complexe d’initiation de la traduction. Cette pause transitoire résulte en 

accumulation d’ARNm dont la traduction a été momentanément arrêtée, constituant la première 

étape de formation des GS, caractérisée par l’apparition de nombreuses petites inclusions 

cytoplasmiques [45]. 

La genèse des GS repose sur les domaines caractéristiques de ses protéines de nucléation. 

Le domaine riche en glycines (DRG), un domaine intrinsèquement désordonné, est constitué de 

répétitions enrichies en glycine, pouvant se retrouver au N-terminale comme au C-terminale 

[46]. Cette séquence particulière est réputée d’avoir la capacité de favoriser l’agrégation, et par 

conséquent avoir l’aptitude à induire la nucléation des GS [32]. TIA-1 et G3BP1 possèdent ce 

domaine spécifique favorisant les interactions protéine-protéine [27]. TIA-1 arbore un DRG et 

G3BP1 est, quant à elle, caractérisée par son domaine de dimérisation. En effet, la 

phosphorylation de la sérine 149 empêche l’autoagrégation et diminue la capacité de G3BP1 de 

nucléer les GS lors d’un stress à l’arsénite de sodium (SA) [33]. Caprin1, une autre protéine de 

nucléation [30], lorsque liée avec le RRG de G3BP1, favoriserait l’induction des GS. À l’effet 

opposé, l’ubiquitin-specific protease 10 (USP10), une enzyme qui hydrolyse l’ubiquitine [47] 

inhibe la formation de GS lorsqu’elle se lie à G3BP1 [48]. 

Dans le décours temporel de la cinétique des GS, après la nucléation, s’ensuit une étape 

dite, de coalescence, où les petits GS vont fusionner entre eux de façon à former de plus gros 

GS et en dénombrement réduit [27, 49]. Le nocodazole, est une drogue qui interfère avec la 

polymérisation des microtubules. Son utilisation dans l’étude de la contribution du cytosquelette 

dans la cinétique des GS a révélé que les microtubules contribuent à l’assemblage des GS. En 

effet, en déstabilisant les microtubules avec le nocodazole ou encore avec de la vinblastine, la 

nucléation peut encore avoir lieu de façon réduite, alors que la coalescence et le désassemblage 

sont inhibés [50, 51]. De plus la présence de dynéine et de kinésine, deux protéines motrices de 

transport antérograde et rétrograde (respectivement) a été démontré et la déplétion de ces deux 

protéines suggère qu’elles jouent un rôle dans l’assemblage et le désassemblage des gros GS 

[52]. Toutefois, bien que ces démonstrations indiquent que le cytosquelette joue un rôle dans la 

cinétique des GS, le rôle exact des microtubules demande encore à être clarifié.  
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Il est à noter que cette étape d’agrégation secondaire, où les GS sont plus gros, semble 

être celle qui favorise l’amarrage entre les GS et un autre type de granules à ARN, les PB qui 

seront décrits par la suite [53]. 

C’est sans doute l’étape finale de la cinétique qui est la moins comprise à ce jour. 

Conformément à leur nature transitoire, les GS se forment, fusionnent et une fois le stress 

éclipsé, les GS disparaissent des cellules, permettant à la cellule de reprendre ses activités et de 

surcroît, réinstaurer la traduction [54]. Il fut longtemps pensé qu’au contraire de l’assemblage 

qui se fait par étapes, le désassemblement semble être plus de type spontané. Cependant, de 

nouvelles évidences semblent indiquer que tout comme l’assemblage, le désassemblage se ferait 

en étapes, mais dans une fenêtre temporelle très étroite [44, 55]. L’autophagie consiste à la 

dégradation de certains éléments ciblés du cytoplasme dans le but de rétablir l’homéostasie 

cellulaire. Ce mécanisme de régulation homéostatique peut se produire par liaison aux 

lysosomes de la cellule ou encore être médié par des protéines chaperonnes [56-59].  

L’enzyme ATP-ase, Valosine containing protein (VCP) est une protéine de type 

chaperonne qui joue différents rôles, mais plus particulièrement, facilite la dégradation, dans les 

protéasomes, des substrats qui sont poly-ubiquitinés [60, 61]. Plusieurs mutations de VCP sont 

maintenant liées à la sclérose latérale amyotrophique (SLA) [62-65]. Il fut démontré, en 2013 

que les GS, chez la levure, pouvaient être ciblés pour subir l’autophagie [66]. La rapamycine 

est un agent immunosuppresseur [67], et qui induit l’autophagie [68]. L’équipe du Dr Parker a 

d’abord démontré que l’utilisation de la rapamycine dans des cellules stressées avec du SA 

favorisait la disparition des GS [9]. De plus, en utilisant un inhibiteur de l’autophagie, la 

wortmannin, il fut démontré que le désassemblement des GS est perturbé car les cellules, traitées 

avec la molécule qui inhibe l’autophagie, conservent leurs GS après la résolution du stress [9]. 

Ces différentes preuves tendent à démontrer que l’autophagie joue un rôle dans le 

désassemblement des GS. 
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1.2.4 La survie cellulaire et la formation de granules de stress 

À strictement parler, on décrit les GS en spécifiant qu’ils sont la manifestation d’une 

répression des fonctions basales cellulaires et séquestrant les ARNm néo-transcrits. Le tout afin 

de faire place aux mécanismes de réponse au stress et, par conséquent, favoriser la survie 

cellulaire; il est concevable de conclure que les GS sont cytoprotectifs. En ce sens, des évidences 

semblent indiquer que la formation de GS limite l’augmentation d’espèces réactives à l’oxygène 

(ROS), lesquelles sont produites lorsque les cellules sont exposées au stress par le biais de 

G3BP1 et USP10. La régulation à la baisse des ROS interrompt, par le fait même, la cascade de 

signalisation menant à l’apoptose qui est normalement induite par l’augmentation de ROS [69, 

70]. De plus, il fut démontré qu’en inhibant la phosphorylation de eIF2a ou encore avec la 

déplétion de « protéines de GS » comme TIA-1, les cellules étaient beaucoup plus vulnérables 

lorsqu’exposées à un stress [71].  

Une équipe de chercheurs, qui inclut des médecins et des pharmaciens, a opté pour une 

nouvelle approche thérapeutique qui vise directement les GS. Ils ont fait un criblage afin de 

trouver une molécule qui vient inhiber la formation d’inclusions immunoréactives pour TDP-

43 lorsqu’exposés à un stress oxydatif reconnu pour induire les GS [72]. Les premiers résultats 

expérimentaux dans des cellules ont été prometteurs et les molécules ciblées sont en essai 

préclinique. L’avenir saura nous révéler si cela s’avère une cible thérapeutique prometteuse. 

Aussi, la séquestration des protéines favorisant l’apoptose comme Traf2, Rock1 et Rack1 

dans les GS, prévient le déclenchement de la cascade apoptotique, ce qui est favorable en cas 

de stress transitoire [31, 73]. Cependant, la fine régulation de la dynamique des GS est sous la 

loupe de plusieurs équipes de recherche. En effet, comme des protéines liées à plusieurs 

maladies neurodégénératives, formant des agrégats insolubles, co-localisent avec les GS, il est 

louable de s’y attarder. Ce qui est le cas pour TDP-43, formant des agrégats hautement 

insolubles et retrouvés dans 97% des tissus de patients atteints de SLA, ce qui sera discuté 

ultérieurement [74]. 
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1.3 Les processing bodies  

1.3.1 Généralités  

Une fois le stress passé, la cellule reprend le cours normal de ses activités et fonctions, 

ainsi le dessein des ARNm emmagasinés est double, soit ils retournent aux polysomes afin d’être 

traduits, soit ils sont transférés dans les PB [9]. Comparativement aux GS, les PB sont présents 

dans les cellules prolifératives et quiescentes, mais sont induits plus fortement lors de 

l’exposition aux stress [45]. Ils sont plus petits, plus denses et de formes plus régulières. La 

fonction exacte des PB est encore source de nombreux débats dans la littérature, mais il 

semblerait toutefois, exister un consensus sur le fait que le transfert des ARNm aux PB est 

destiné à la dégradation [45]. De nouvelles évidences remettent cette conclusion en question et 

les détails seront abordés dans la section suivante [75].  

 Les granules de stress et les PB partagent un certain nombre de composants similaires, 

mais ils se distinguent par la composition de leur « cœur ». Ainsi le cœur des GS serait composé 

de la machinerie nécessaire à la traduction des ARNm alors que le « cœur » des PB contiendrait 

la machinerie dédiée à la dégradation et la répression des ARNm [76-79].  

1.3.2 La dégradation des ARNm dans les PB  

La dégradation des ARNm donne la flexibilité cellulaire requise pour changer 

rapidement les niveaux de traduction afin de s’adapter et répondre adéquatement aux signaux 

environnementaux ou métaboliques. La dégradation des ARNm fait partie de ces mécanismes 

de régulation qui donne la malléabilité souhaitée aux cellules.  

Les PB sont composés d’enzymes « décapantes » de l’ARNm, mRNA decapping 

enzyme 1 et 2 (DCP1 et 2) [80] ainsi que des protéines de répression de traduction, telles les 

protéines Argonautes [81]. La dégradation des ARNm débute, habituellement par une 

déadénylase qui raccourcit la queue poly(A) afin de faire de la place pour qu’une exonucléase 

puisse faire la dégradation du 5’-3’ [82]. Le « cœur » des PB est composé de l’enzyme décapante 

DCP1 et de l’exonucléase XRN1 [83]. Cela étant cohérent avec la fonction de dégradation des 

ARNm par les PB. 
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Les techniques de génomiques et protéomiques se raffinent et ce progrès récent a permis 

à une équipe de chercheurs de Paris de révéler avec plus de précision la composition des PB. 

Outre les nombreuses protéines associées à la répression de la traduction et la dégradation de 

l’ARNm, Hubstenberger et ses collaborateurs ont réussi à mettre en évidence que les ARNm de 

PB n’étaient pas différents des autres ARNm [75].  

Avec des demi-vies similaires et une distribution qui n’est pas polarisée, comme on 

l’aurait pensé, pour la dégradation, les ARNm dans les PB sont certes en arrêt transitoire de 

traduction, mais ne seraient pas destinés uniquement à la dégradation. Ils ont aussi démontré 

que les ARNm liés au PB étaient aussi associés à la régulation génique laissant penser que les 

ARNm pourraient être dirigés vers les PB afin d’en réguler l’expression génique [75].  

Ces nouvelles évidences élargissent la compréhension de l’aspect fonctionnel des PB, 

cependant, elles soulèvent aussi beaucoup de questions en ce qui concerne la dégradation des 

ARNm. La régulation génique est un sujet très actuel en recherche fondamentale et de nouvelles 

données ne devraient pas tarder à être présentées afin d’éclaircir le sujet. 

1.3.3 Interaction entre les PB et les GS  

De nombreuses observations ont été rapportées dans la littérature sur les interactions 

entre les GS et les PB. Laissant penser que ces deux types de granules à ARN pourraient 

s’échanger des ARNm de façon réciproque.  

Par immunofluorescence, il est possible d’observer la colocalisation partielle entre les 

GS et les PB, suite à l’exposition au stress de différentes natures [84]. Ainsi, la juxtaposition de 

ces deux granules à ARN, en condition de stress, se nomme « amarrage » (docking) et 

permettrait les échanges [77] (Fig. 1). 
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Figure 1. Les GS et le PB sont des granules à ARN impliqués dans la réponse au 
stress. Inspirée et adaptée de Harisson et Shorter, 2017 [1]. A) Plusieurs protéines de liaison 
qui font la navette entre le noyau et le cytoplasme sont recrutées aux granules de stress. B) 
L’arrêt momentané de la traduction inféré par un stress induit la formation de GS qui 
séquestre les ARNm non traduits. C) Les processing bodies (BP), quoiqu’induits en nombre 
supérieur suivant un stress, sont présents de façon constitutive dans la cellule. Leur cœur est 
composé de différentes protéines nécessaires à la dégradation de l’ARNm, dont les enzymes 
de décapage. D) L’amarrage entre les GS et les PB est pensé servir à l’échange de protéines 
et d’ARNm. 
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1.4 La réponse au stress dans un contexte pathologique  

La formation de GS fait partie d’une réponse intégrée pour permettre à la cellule de 

survivre, en présence de stimuli stressants transitoires, afin de rétablir l’homéostasie cellulaire 

rapidement et récupérer. Quatre kinases répondent promptement quand la dérégulation 

homéostatique survient afin de phosphoryler eIF2a et d’enclencher la réponse au stress intégrée; 

PKR, PERK, GCN2 et HRI [16] (Fig. 2). Ainsi il faut une variété de kinases pour répondre à 

une variété de stimuli stressants, où la phosphorylation d’eIF2a permet à la cellule de conserver 

ses ressources et gérer efficacement les conditions stressantes.  

La privation nutritionnelle, comme une carence en acides aminés, l’exposition aux UV 

et le stress oxydant vont induire la phosphorylation de eIF2a par la kinase GCN2 [85-87]. Les 

protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique créent un stress qui active la kinase 

PERK [88]. La réponse antivirale, médiée par les interférons, est quant à elle assurée par 

l’activation de la PKR [89]. Finalement, HRI est la kinase qui participe à la régulation de la 

synthèse de l’hémoglobine en fonction de la disponibilité du cofacteur hème [90].  

La phosphorylation de eIF2a induit la formation de GS et comme mentionné, des 

protéines (TDP-43, FUS/TLS et TIA-1) y sont recrutées. Le stigmate le plus saillant de la SLA 

est la présence d’inclusions immunoréactives surtout pour TDP-43, mais aussi pour FUS/TLS 

[91]. Il fut démontré que leur DRG a la capacité d’induire l’autoagrégation de la protéine, un 

peu à la manière de prions [92].  

La présence d’inclusions, potentiellement pathologiques, de protéines étroitement 

associées avec la SLA, supporte l’idée qu’une réponse au stress déficiente pourrait contribuer à 

la pathogénie de la SLA et la démence fronto-temporale. 
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Figure 2. La phosphorylation de eIF2a est assurée par quatre kinases. Inspirée et 
adaptée Holcik & Sonenberg, 2005[93]. La cascade de signalisation cellulaire induite en 
réponse à une panoplie de stimuli menaçants résulte par la phosphorylation de la sous-unité 
α du facteur d’initiation eucaryote 2 (eIF2). A) Quatre kinases assurent la phosphorylation, 
et ce en fonction de la nature du stress. B) L’ajout d’un phosphore sur la sous-unité aempêche 
la formation du complexe ternaire d’initiation de la traduction eIF2α-GTP-tRNAi Met. C) La 
phosphorylation de eIF2a interromps momentanément la synthèse globale de protéine. Cela 
permet la traduction sélective de protéines de réponse au stress comme les HSP. 
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2. Sclérose latérale amyotrophique 

2.1 Historique 

Jean-Martin Charcot (1825 - 1893), en 1874, fut le premier à faire la description claire 

des phénotypes de la sclérose latérale amyotrophique (SLA). Ce neurobiologiste français, 

fondateur de l’hôpital Salpêtrière à Paris, fut le premier à observer et décrypter des cas de 

paralysie progressive et d’atrophie musculaire. Elle fut appelée longtemps « maladie de 

Charcot » pour cette raison [94]. En Amérique, on l’appelle plutôt maladie de Lou Gehrig (1903-

1941). Ce célèbre athlète, joueur de baseball américain, intronisé au temple de la renommée, 

reçut le diagnostic en 1939, pour en décéder en 1941. La personnalité la plus connue ayant 

souffert de la SLA fut, sans aucun doute, Stephen Hawking (1942-2018), l’astrophysicien, 

mathématicien et cosmologiste anglais. Il reçut son diagnostic à l’âge de 21 ans et vécut pendant 

près de 55 ans avec la maladie.  

Cependant, il est possible d’affirmer qu’avant le défi du « Ice Bucket Challenge », lancé 

sur les réseaux sociaux en 2014, très peu de gens connaissaient ce qu’était la SLA. Ce défi 

consistait à se verser un seau d’eau avec de la glace sur la tête, afin d’illustrer à quoi peut 

ressembler la douche froide que reçoivent le patient et sa famille, à l’annonce du terrible 

diagnostic. Cette vague de compassion a réussi à amasser des sommes historiques qui ont enfin 

pu constituer une réserve afin de supporter à la fois les gens atteints et la recherche 

fondamentale.  

Même si la SLA est plus connue, il n’est pas rare de devoir faire référence au « Ice bucket 

challenge » pour permettre d’identifier la maladie mortelle qu’est la SLA. 

2.2 Épidémiologie et considérations cliniques 

La SLA est une maladie rare touchant environ 1,7 à 2,2 personnes par 100 000 [95, 96]. 

De cause encore inconnue, au-delà des mutations génétiques associées à la SLA, elle semble 

toucher plus les hommes que les femmes; des études, tant aux États-Unis qu’en Europe, 

montrent une prépondérance de la maladie chez l’homme, touchant 2,4 personnes par 100 000.  
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Alors que chez la femme l’incidence est de 1,5 cas par 100 000 personnes [97, 98]. Il 

s’agit d’une maladie neurodégénérative grave avec une évolution progressive létale affectant la 

voie motrice volontaire, d’abord dans la voie pyramidale, pour ensuite atteindre les neurones 

moteurs périphériques [99, 100]. Même si une faible proportion des gens atteints de la SLA 

survivent pendant plus de 10 ans, pour la majorité des patients, la durée moyenne de la maladie 

se situe entre 2 et 5 ans. La mort survient quand la paralysie atteint les muscles responsables de 

la ventilation [101]. Distinguée par l’apparition des premiers symptômes, la SLA est divisée en 

deux formes; bulbaire (FB) et spinale (FS). 

La FB semble plus commune chez les femmes et l’incidence de la maladie augmenterait 

chez les patients ayant développé la maladie après 70 ans [102, 103]. Cette forme est caractérisée 

par les premières manifestations de la maladie, soient la dysarthrie et la dysphagie, qui sont 

respectivement des troubles d’articulation lors du parler et troubles de déglutition. Certains 

patients ont un changement au niveau de la tonalité de la voix [104, 105]. La FS, quant à elle, 

est caractérisée par des raideurs et des faiblesses musculaires. Les patients trébuchent sans raison 

apparente et/ou ont de la difficulté à prendre des objets aussi légers qu’une bouteille d’eau, ou 

encore, tourner la clef dans une serrure. Ils ressentent aussi des crampes ou des fasciculations 

musculaires « twitching » qui précèdent la perte musculaire [104, 105].  

2.3 Étiologie de la neuropathologie  

 Le terme maladie est utilisé pour qualifier la SLA, cependant, l’appellation syndrome 

est de plus en plus utilisée. En effet, le spectre des symptômes neurodégénératifs de la maladie 

est varié et hétérogène. La perte progressive des motoneurones et la neuropathologie au niveau 

cellulaire et moléculaire sont tout ce que le syndrome a en commun [106, 107]. L’étiologie de 

cette dégénérescence motoneuronale dans la SLA est encore à découvrir.  

Cependant, les données recueillies dans la recherche fondamentale basée sur des modèles 

d’animaux transgéniques, des modèles in vivo et sur des tissus de patients atteints de SLA, 

semblent indiquer que la SLA serait une maladie multifactorielle et multisystémique. 
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2.3.1 Pathogenèse motoneuronale  

Toujours inconnue, la voie moléculaire exacte qui entraîne la perte progressive des 

motoneurones semble complexe et à contribution multiple. À laquelle s’ajoute, fort 

probablement, une influence par des facteurs environnementaux et/ou épigénétiques [108]. Il 

est admissible que plusieurs mécanismes cellulaires réciproques soient impliqués ayant comme 

résultante la perte sélective des motoneurones [109], en voici quelques-uns; 

2.3.1.1 Génétique  

Bien que la forme sporadique (sSLA) compte pour près de 90% des cas, c’est la forme 

familiale (fSLA), 10% des cas totaux, qui a permis l’étude de mutations génétiques reconnues 

pour plusieurs gènes intimement associés à la SLA [104, 110]. La plupart des cas présente une 

hérédité mendélienne, à pénétrance élevée, par transmission autosomique dominante [111]. À 

ce jour, plus d’une vingtaine de gènes ont été identifiés dans la fSLA et ces différentes mutations 

affectent différents mécanismes contributifs à la pathogénie motoneuronale [112-117] (Fig. 3).  

Plus précisément, des mutations dans les gènes suivants sont plus intimement liées à la 

SLA; open reading frame 72 on chromosome 9 (C9ORF72), compte pour près de 40% des cas 

fSLA, Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) compte pour 10 à 20% des fSLA, fused in sarcoma 

/ translocated in sarcoma (FUS) compte pour 5% des fSLA et TARDBP pour environ 4% des 

fSLA. Ces mutations ayant la particularité de compter pour » 1% des sSLA et celles de 

C9ORF72 pour »7% de sSLA [118, 119]. 
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Figure 3. La découverte des gènes associés à la SLA. Inspirée de Sultan et coll. 2016 
[3]. Chronologie de la découverte de gènes associés à la SLA. Cette représentation 
schématique indique l’année de découverte des gènes les plus importants impliqués et la 
taille des cercles représente la fréquence des mutations dans la fSLA et certains cas sSLA.  

 

2.3.1.2 Stress oxydatif et dysfonctions mitochondriales 

La balance entre les ROS et antioxydants doit être finement régulée et demeurer neutre. 

Les ROS, dans un contexte physiologique, servent de molécules impliquées dans des voies de 

signalisations cellulaires [120]. Un débalancement en faveur des ROS est toxique pour les 

cellules et par conséquent, entraîne la mort cellulaire. La viabilité cellulaire est mise en péril de 

différentes façons en présence de ROS, en voici deux; les membranes cellulaires étant 

majoritairement composées de phospholipides, la peroxydation lipidique par les ROS entraîne 

la mort cellulaire par la relâche de céramide qui active la voie apoptotique [121]; revue par 

[122].  
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Ou encore, l’oxydation des acides nucléiques entraînerait le vieillissement cellulaire 

prématuré et des bris oxydatifs de l’ADN, menant à la nécrose cellulaire ou à une apoptose 

déficiente [123]; revue par [124].   

Le stress oxydatif et la neurodégénérescence ont longtemps été liés en raison des 

mutations dans le gène de SOD1. Cet enzyme antioxydant ubiquitaire est surtout présent dans 

le cytoplasme, mais aussi dans l’espace intermembranaire des mitochondries [125]. Les 

mutations dans le gène encodant SOD1, telles que précédemment mentionnées, sont connues 

pour être responsables de 20% des cas de fSLA [119]. Des fibroblastes en culture de patients 

atteints de SLA montrent une sensibilité accrue aux dommages oxydatifs [126]. Des formes 

mutées de SOD1 sont retrouvées dans la membrane externe de la mitochondrie [127]. De plus, 

les mutations entraînant des formes de SOD1 mal repliées perturberaient la régulation 

mitochondriale [128]. Il est à noter que les mutations de SOD1 n’affectent pas exclusivement 

les fonctions antioxydantes de l’enzyme. En effet, certaines formes mutantes de SOD1 ont des 

niveaux d’activités enzymatiques comparables à la forme sauvage alors que d’autres démontrent 

une activité grandement déficiente [129]. Des anomalies biochimiques et morphologiques ont 

été trouvées chez des patients SLA ainsi que dans des modèles d’études murins et cellulaires 

[130, 131]. Finalement, les mitochondries de patients montrent des taux élevés de calcium et 

une diminution de l’activité des complexes de chaînes respiratoires I et IV, indiquant des défauts 

dans le métabolisme énergétique et provoquant une augmentation des ROS [132]. L’ensemble 

de ces données suggère que le stress oxydatif et les dysfonctions mitochondriales sont des 

contributeurs importants à la pathologie amyotrophique (Fig. 4). 
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Figure 4. Les mutations de SOD1 affectent plusieurs voies de signalisation 
cellulaire, les rendant dysfonctionnelles. Inspirée et adaptée de Dion et coll., 2009 [4]. 
Ce schéma complexe fait la démonstration des différents mécanismes de la pathogénie qui 
sont touchés par les mutations de SOD1. A) Une réduction fonctionnelle des récepteurs de 
récupération du glutamate des astrocytes qui contribue à l’excitotoxicité. B) Les mutations 
de SOD1 causent du stress mitochondrial, au protéasome et au réticulum endoplasmique 
qui pourrait causer la mort motoneuronale. C) Le transport axonal est aussi perturbé par les 
mutations SOD1 et peut contribuer à l’atrophie musculaire. D) La surstimulation des 
récepteurs AMPA et NMDA cause l’entrée massive de calcium qui se traduit par une 
augmentation de la production d’oxyde nitrique qui pourrait avoir des effets délétères sur 
les neurones 
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2.3.1.3 Excitotoxicité 

Ce phénomène se produit lorsqu’une stimulation excessive du glutamate sur les 

récepteurs post-synaptiques NMDA ou AMPA cause une lésion neuronale. Cette surstimulation 

provoque une entrée massive de calcium, causant une augmentation d’oxyde nitrique, avec des 

effets délétères pour les neurones [133, 134]. Les astrocytes participent à la récupération du 

glutamate périsynaptique via leur récepteur EAAT2 [135]. Différentes équipes de recherche ont 

démontré que les fonctions du récepteur EAAT2 dans les tissus nerveux de patients fSLA et 

sSLA sont réduites [136]. Des niveaux augmentés de glutamate dans le liquide céphalo-

rachidien ont été rapportés chez certains patients atteints de SLA [126]. Cependant cet aspect 

est encore très contesté car les résultats sont divergents [137]. L’argument le plus utilisé par les 

défenseurs de la thèse de l’excitotoxicité est que le premier médicament pour aider les patients 

atteints de SLA et le seul durant longtemps fut le Riluzole, un inhibiteur de la relâche de 

glutamate. Son action pharmaceutique est d’inhiber les canaux voltage-dépendant des 

terminaisons glutamatergiques [138]. Ces évidences considérées dans un ensemble soutiennent 

l’hypothèse que l’excitoxicité puisse contribuer à la pathogenèse ou au développement 

dégénératif de la SLA. 

2.3.1.4 Métabolisme des ARN  

Les RBP, protéines de liaison aux ARNm, sont pour plusieurs multifonctionnelles. Elles 

jouent plusieurs rôles reliés au métabolisme de l’ARN, incluant, mais de façon non exhaustive, 

le transport nucléo-cytoplasmique, la stabilité des ARNm, la régulation de l’épissage et la 

réponse au stress [139]. Des mutations dans les RBP ont des conséquences à plusieurs niveaux. 

Elles résultent en perte ou gain de fonction, et perturbent différents aspects du métabolisme de 

l’ARN. Bien souvent, pour une RBP en particulier, ce n’est pas uniquement la perte de fonctions 

ou uniquement le gain de fonctions qui contribue à la pathogenèse, mais plutôt une co-

contribution de gain et de perte de fonction. TDP-43 en est un exemple et sera élaboré 

ultérieurement. Un autre exemple de la co-contribution de perte et de gain de fonctions peut être 

appréciée en étudiant FUS.  
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En effet, différentes équipes de chercheurs ont réussi à démontrer que les mutations de 

FUS, associées à la SLA, causaient, dans certains cas, des pertes et dans d’autres cas, des gains 

de fonctions. Ainsi, la mutation R521G de FUS résulte en gain de fonctions toxiques en 

perturbant l’homéostasie synaptique, au niveau des dendrites [140]. Ou encore, les mutations 

R495X, P525L qui causent la délocalisation de FUS au cytoplasme et R514G, R521G qui ne 

causent pas de délocalisation ont différents effets négatifs sur l’épissage, résultant en perte de 

fonctions partielles à totales [141]. Des altérations dans la transcription à la hausse comme à la 

baisse et des épissages aberrants sont observés en conditions pathologiques [142]. Il ne faut 

cependant pas oublier que, dans un cadre de recherche, ces RBP sont étudiées individuellement 

et que leurs multiples fonctions et leurs interactions sont difficilement dissociables. Par 

conséquent, il existe un chevauchement évident entre leurs fonctions physiologiques et leurs 

fonctions pathologiques, ce qui complique l’étude des RBP. 

2.3.1.5 Agrégation protéique  

L’étude histopathologique des tissus post-mortem des patients SLA révèle que plus de 

97% des tissus montrent la présence d’inclusions cytoplasmiques ubiquitinées, 

immunoréactives pour TDP-43 [143, 144]. L’accumulation de protéines est une caractéristique 

importante de la SLA. Ce dysfonctionnement de l’homéostasie protéique peut être expliqué par 

les mutations, la délocalisation et la difficulté des protéines à être adéquatement repliées [145]. 

Ces perturbations de la protéostasie ajoutent un stress à la cellule qui peut se refléter à différents 

niveaux, mais particulièrement en perturbant la dynamique des granules de stress [53, 146].  

Cela étant dit, il reste toujours à déterminer si l’agrégation protéique est une cause ou 

une conséquence et si cela joue un rôle dans la pathogenèse. Si cela entraîne un gain de fonction 

toxique cellulaire ou si la délocalisation des protéines aux agrégats génère une perte de fonction. 

Qui plus est, est-ce que les agrégats sont les résultats issus de la neurodégénérescence ou encore, 

un mécanisme de défense cellulaire destiné à réduire l’encombrement protéique cytoplasmique? 

Il s’agit là de questions encore sans réponse [147]. 
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2.4 Démence fronto-temporale 

Jusqu’à présent peu discutées, ce même s’il s’agit de la plus importante cause des fSLA, 

les mutations de C9ORF72 illustrent bien la convergence entre la SLA et la démence fronto-

temporale de type non-Alzheimer (DFT). La SLA n’est pas seulement une maladie 

neurodégénérative du système moteur, mais doit être considérée comme une affection de 

dégénération multisystème. La DFT est une maladie, tout comme la SLA, affectant les gens 

tardivement. À la différence qu’elle est caractérisée par des phénotypes cognitifs affectifs 

comme des changements de personnalité, de l’apathie et de l’anxiété [148]. Les gens peuvent 

développer indépendamment, ou en association, les deux maladies dans un ordre aléatoire. Outre 

des mutations communes, la DFT et la SLA partagent des stigmates histopathologiques. Le 

schéma comparatif des deux syndromes peut être apprécié à la figure 5. 

Bien que le dessein de ces inclusions soit toujours sous la loupe des scientifiques, il s’agit 

néanmoins d’une manifestation histologique remarquable. Ainsi, si une majorité des patients 

SLA (>95%) présente des inclusions cytoplasmiques immunoréactives pour TDP-43 ubiquitiné, 

ce sont près de la moitié des cas de DFT (» 45%) qui arborent ces mêmes inclusions [144, 149] 

(Fig. 5). 
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Figure 5. La SLA et la DFT peuvent être considérées dans un continuum. Inspirée 
et modifiée de Lee & Huang, 2015 [150]. A) La SLA et la DFT sont deux maladies 
neurodégénératives polarisées aux antipodes du spectre d’atteintes, mais qui peuvent 
doublement affecter les mêmes patients. En orange, les atteintes cognitives, en vert les 
atteintes motoneuronales, au centre la convergence des 2 neuropathologies. B) Les gènes 
responsables de chacune des maladies et au centre, les gènes qui peuvent causer les deux 
maladies. À noter que le génotype C9ORF72 peut représenter 10 à 50% des cas familiaux de 
la DFT alors qu’il représente près de 40 % de la fSLA et 5% des cas de sSLA.  
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3. Protéines de liaison à l’ARN 

Cette grande famille de protéines de liaison à l’ARN s’associe avec les pré-ARNm néo-

transcrits dans le noyau et le cytoplasme pour en médier le métabolisme de différentes manières 

et ces mécanismes sont très conservés au cours de l’évolution [151]. Que ce soit pour stabiliser 

l’ARNm, réguler la transcription et la traduction ou même induire un épissage alternatif, les 

protéines de liaison à l’ARN (RBP), incluant la famille des Ribonucléoprotéines hétérogènes 

nucléaires (hnRNP), sont des acteurs de premier ordre dans l’homéostasie cellulaire. Par leurs 

actions sur la régulation de l’expression génique, les RBP ont gagné l’intérêt dans la recherche 

sur les maladies et particulièrement dans la neurodégénérescence. La littérature abonde de 

mutations dans les RBP jouant divers rôles pathologiques, mais beaucoup reste encore à 

découvrir.  

Est-ce que les RBP contribuent au déclenchement de la maladie, à l’évolution de la 

maladie ou même les deux à la fois? Un vaste champ de recherche encore à découvrir. Les RBP 

sont habituellement localisées dans le noyau et partagent un certain nombre de domaines 

uniques de liaison à l’ARN. Un ou des RRM « RNA recognition motif », une séquence qui 

permet la localisation nucléaire, NLS « nuclear localisation sequence », une séquence qui 

permet l’export nucléaire, NES « nuclear export sequence » et une région riche en glycine [152]; 

revue par [153]. Ici, l’attention sera portée plus particulièrement sur deux RBP qui sont 

d’actualité dans la recherche sur la SLA; TDP-43 et hnRNP A1. 
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3.1 TDP-43 

3.1.1 Généralités 

TDP-43 est une protéine multifonctionnelle ayant la capacité de lier autant l’ARN que 

l’ADN ainsi qu’à elle-même pour s’autoréguler. Impliquée dans le métabolisme de l’ARNm, 

TDP-43 joue un rôle dans l’épissage alternatif, le transport et la stabilité [154-157].  

C’est en 2006 qu’un groupe de recherche du Japon et un autre des États-Unis découvrent, 

à l’aide de spectrométrie de masse, que TDP-43 est la composante principale de 45 % des 

inclusions prélevées chez les patients atteints de DFT et de 97 % des inclusions retrouvées dans 

les cas atteints de SLA [144, 158].  

3.1.2 Implication dans la SLA 

Il faudra attendre 2008 pour que les premières mutations de TDP-43, impliquées dans la 

SLA, soient identifiées [159, 160]. En 2010, une trentaine de mutations avaient été répertoriées 

pour TDP-43. Pour la plupart, il s’agit de mutations faux sens et sont surtout concentrées dans 

la région du C-terminale, dans le DRG [142, 161]. En 2012, un total de 44 mutations de TDP-

43 avaient été répertoriées dont seulement 10% situées à l’extérieur du DRG [162]. Cela étant, 

la contribution fonctionnelle pathologique de ces mutations reste encore à élucider. Les 

mutations de TDP-43 ne sont certes pas celles qui affectent le plus de cas de fSLA, cependant, 

comme TDP-43 est majoritairement délocalisé dans le cytoplasme et que la présence d’agrégats 

cytoplasmiques immunoréactifs pour TDP-43 est observée chez la quasi-totalité des patients, 

cela maintient l’intérêt pour élucider les mystères entourant la toxicité de TDP-43. De plus, de 

nombreuses études cliniques ont montré des niveaux plus élevés de TDP-43 dans le plasma, le 

liquide céphalo-rachidien et la peau des patients atteints de SLA [163-165]. De plus, TDP-43 

possède la capacité de s’autoréguler pour diminuer sa transcription [154].  
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Une équipe a démontré, en étudiant des tissus post-mortem de patients, que lorsque 

déplété du noyau, TDP-43 perdait sa fonction d’autorégulation, ceci appuyant la théorie de la 

perte de fonction nucléaire [166]. Quoi qu’il en soit, sommes-nous en présence d’un gain de 

fonction cytoplasmique, une perte de fonction nucléaire ou une co-contribution [167] revue par 

[142]? La question est encore débattue.   

 

3.2 hnRNP A1 

3.2.1 Généralités 

L’heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) est une protéine tout aussi 

multifonctionnelle que TDP-43. Jouant plusieurs rôles dans l’expression génique, allant de 

l’exportation de l’ARNm, l’épissage et la stabilité de l’ARN en favorisant le maintien des 

télomères, hnRNP A1 est une protéine dont la fine régulation est nécessaire [139].  

Cette protéine de 34 kDa est ubiquitaire et compte parmi les plus abondantes dans le 

noyau, en nombre quasi égal avec les histones [168]. Il n’est pas étonnant que hnRNP A1 

devient, elle aussi, un centre d’intérêt dans la recherche sur la SLA.  

3.2.2 Épissage alternatif 

Dans sa forme la plus longue, l’ARNm de hnRNPA1 compte 52 acides aminés de plus, 

incorporés entre les positions 250 et 302, ayant pour conséquence d’allonger le DRG. 

L’inclusion de l’exon cassette 7B, lors de l’épissage du transcrit de hnRNPA1, mène à 

l’expression de l’isoforme protéique de 38 kDa, nommée hnRNPA1B, dont l’abondance oscille 

autour de 5% [169] (Fig. 6). L’étude des séquences introniques, de part et d’autre de l’exon 7B, 

a permis d’expliquer comment cet épissage alternatif était si peu exprimé. Ainsi, il a été 

démontré, d’une part, que l’élément conservé 9 (EC9) agissait comme répresseur de la 

traduction en empêchant de se servir, en aval, du site d’épissage en 3’ [170].  
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D’autres parts, expliqué par sa grande affinité avec ces EC, hnRNP A1 peut se lier à ses 

propres ARNm néo-transcrits. Ainsi, l’EC1a, situé entre les exons 7 et 7B et l’EC4, situé entre 

les exons7B et 8, tous deux liés à hnRNP A1, se voient rapprocher de façon à favoriser l’excision 

de l’exon 7B [171]. 

 

 

 

Figure 6. Schématisation des domaines fonctionnels de hnRNPA1. Inspirée et 
modifiée de Harrison et Shorter, 2017[1]. Le domaine RRM est le domaine, liant l’ARN, le 
plus commun chez les grands vertébrés. Il a aussi la capacité de lier l’ADN et d’autres 
protéines [2]. A) Outre ses deux RRM, hnRNPA1 possède, sur son carboxy-terminale, une 
région riche en glycine, un domaine apparenté aux prions (PrLD) qui inclut une séquence 
d’importation nucléaire (NLS). B) Bien inséré au milieu du PrLD, les 52 acides aminés de 
l’exon cassette 7B qui donne naissance à l’épissage alternatif hnRNP A1B. C) La très grande 
majorité des mutations identifiées dans les maladies neurodégénératives se retrouvent dans 
le PrLD.  
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3.2.3 Fonctions  

Étant donné la grande polyvalence de cette protéine, ses fonctions sont multiples, en 

voici quelques-unes; 

3.2.3.1 Transcription 

 L’ARN polymérase II (POL II) est un complexe enzymatique qui est responsable de 

faire la transcription en ARN messager à partir de la matrice ADN et ce processus peut être 

couplé avec l’épissage et certaines étapes dans la maturation de l’ARN [172, 173]. La POL II 

est composée de 11 sous-unités et le domaine CTD est essentiel à ses différentes activités [172, 

174, 175]. P-TEFb est un facteur d’élongation de la transcription qui favorise une élongation 

efficace par la POL II de de nombreux gènes dépendants de P-TEFb [176, 177]. Lorsque P-

TEFb est lié à HEXIM1 et à la ribonucléoprotéine 7SK, cela forme un complexe répresseur de 

la transcription efficace (P-TEFb-HEXIM1-7SK) où P-TEFb est inactif et c’est la dissociation 

du complexe P-TEFb-HEXIM1-7SK qui permet l’activation de P-TEFb [178-180]. Il fut trouvé 

que hnRNP A1 est un partenaire de liaison de 7SK [181-183] et que l’expression de hnRNP A1 

joue un rôle dans la régulation de la transcription des gènes dépendant de P-TEFb [181, 182]. Il 

fut démontré qu’en réduisant l’expression de hnRNP A1, des défauts dans l’élongation de la 

transcription des gènes dépendants de P-TEFb étaient observés et que cela favorisait, par 

conséquent, l’expression des gènes indépendants de P-TEFb [184].  

La transcription peut être modulée à la hausse, voire être activée ou, modulée à la baisse, 

voire la réprimer et hnRNP A1 peut influencer la transcription de différentes façons, en voici 

deux; des données présentées démontrent que lorsque hnRNP A1 se lie au promoteur codant 

pour le gène de l’apolipoprotéine E, dans ce cas, cela active la transcription [185]. Alors que la 

liaison de hnRNP A1 au promoteur codant pour le gène des récepteurs de la vitamine D, cela 

module la transcription à la baisse [186].  

En interagissant avec la région du C-terminale de IκBa, la sous-unité inhibitrice de 

hnRNP A1 participe à l’activation de la transcription du facteur nucléaire NF-κB, via des 

interactions protéine-protéine avec son inhibiteur IκBa[187]. C’est la région N-terminale de 

hnRNP A1 qui se lie au C-terminale de IκBa.  
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Plus précisément, c’est la région située entre le résidu 95 et le résidu 207 de IκBaqui est 

nécessaire pour la liaison à hnRNP A1 et qui permet d’activer la transcription de NF-κB [187]. 

Le motif ATTT semble être la séquence de haute affinité afin que hnRNP A1 ou la protéine 

paralogue, hnRNP A/B, puissent réprimer de la transcription de certains gènes [188-191]. La 

pleine compréhension de la mécanistique derrière la régulation de la transcription reste encore 

à découvrir. Toutefois, ces preuves démontrent bien la grande polyvalence de la protéine à 

moduler la transcription. 

3.2.3.2 Épissage 

Plusieurs protéines peuvent émerger d’un même transcrit en fonction de l’épissage du 

de celui-ci, et cela se fait au niveau du noyau. Le retrait des introns des néo-transcrits est assuré 

par un complexe multiprotéique nommé splicéosome [192]. Des analyses protéomiques du 

complexe d’épissage ont permis de révéler que hnRNP A1 aurait un rôle à jouer tout au long de 

l’épissage, que ce soit pour l’excision des introns ou de l’adhésion des exons, hnRNP A1 

participe à toutes les étapes de l’assemblage du splicéosome [193, 194]. 

3.2.3.3 Maintenance des télomères 

Afin de prévenir la sénescence ou l’apoptose, les télomères doivent être préservés. Situés 

à l’extrémité des chromosomes, les télomères sont des régions hautement répétitives 

(TTAGGG) et vraisemblablement non codantes [195]. Ce rôle que hnRNP A1 joue dans le 

métabolisme de l’ADN n’est pas encore complètement élucidé. Cependant plusieurs études ont 

confirmé que hnRNP A1 contribuerait à la maintenance de l’élongation des télomères de deux 

façons; en supportant la télomérase et prévenant la dégradation par les exo et endonucléases 

[196-198]. 

3.2.4 Implication dans la SLA 

Peu de mutations de hnRNP A1 sont, jusqu’à présent, répertoriées et associées avec la 

SLA. Ces mutations sont, tout comme TDP-43, concentrées dans la DRG. L’exon 7B, à lui seul, 

contient deux mutations : Q277K, identifiée chez un patient ayant reçu le diagnostic à l’âge de 

20 ans et la mutation G283R, identifiée chez un patient âgé (>60 ans) [199].  



 

29 

La mutation P288/340S, à la position 288 dans hnRNP A1 et à la position 340 dans 

l’isoforme hnRNP A1B, est quant à elle, située dans le domaine de localisation nucléaire nommé 

M9 qui, selon les auteurs, serait à potentiel hautement contributif au déclenchement de la 

pathologie. Toutefois, cette mutation est aussi très rare [199]. La mutation la plus connue 

D262/314V est incluse dans le DRG et il a été démontré que, non seulement elle faisait en sorte 

de s’autoagréger, mais avait aussi la capacité de favoriser la fibrillation, de concert avec la forme 

sauvage de hnRNP A1. Finalement, sur le même résidu aspartate hautement conservé, une 

mutation a été identifiée chez un patient où toutes les autres mutations de protéines associées à 

la SLA ont été exclues, D262/314N [200].  

De façon similaire avec TDP-43, l’analyse de neurones provenant de tissus prélevés chez 

des patients SLA, comparée à un groupe témoin sain a démontré que les neurones des patients 

présentaient une déplétion nucléaire de hnRNP A1. Cette déplétion est corrélée avec la présence 

d’inclusions immunoréactives pour TDP-43. Cependant la perte de hnRNP A1 nucléaire ne 

présente pas une délocalisation au cytoplasme, comme c’est le cas pour TDP-43 [201]. Par sa 

nature multifonctionnelle, il n’est pas surprenant que les évidences de défauts d’interactions, de 

recrutements et de colocalisations entre hnRNP A1 et différentes protéines associées à la SLA, 

commencent à abonder [202-204]. Ceci, considéré dans un ensemble, positionne hnRNP A1 

comme une protéine d’intérêt dans l’étude des mécanismes pathogéniques de la SLA.  

 

3.3 TDP-43 et hnRNP A1 dans le contexte de la SLA 

Le dogme central de la biologie se lit comme suit : toutes les cellules ont, en leur noyau, 

l’ADN qui constitue la matrice à transcrire en ARNm qui sera exporté du noyau vers le 

cytoplasme afin d’y être traduit en protéines. Les différentes étapes permettant le passage de 

l’ADN à une protéine font partie du métabolisme de l’ARN et les RBP y sont des acteurs 

principaux. Il fut précédemment exposé de quelles façons les mutations, les interactions, les 

délocalisations peuvent résulter en conséquence pathogéniques pour la cellule.  
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Ces deux RBP sont intensément impliquées dans tous les aspects du métabolisme de 

l’ARN et tout récemment, à l’aide d’approches combinées in vivo et in vitro, il fut démontré que 

la délocalisation de TDP-43 au cytoplasme, ce qui est représentatif de la condition cellulaire des 

patients SLA, induit l’accumulation significative de hnRNP A1B. De plus, des évidences à 

l’effet que l’augmentation hnRNP A1B induit un effet délétère sur la survie cellulaire en raison 

de sa propension s’agréger a été aussi établi [205]. Ces résultats sont appuyés par l’analyse de 

tissu nerveux post-mortem de patients SLA qui démontrait un enrichissement de hnRNP A1B et 

arboraient des inclusions cytoplasmiques immunoréactives pour cet épissage alternatif de 

hnRNP A1. L’ensemble de ces données supporte l’idée que la délocalisation de TDP-43 aurait 

la capacité de contribuer à la vulnérabilité neuronale en se liant au pré-ARNm de hnRNPA1 et 

d’influencer l’expression et l’accumulation de l’isoforme toxique [205]. 
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Hypothèses et objectifs 

 

Dans cette étude, nous avons exploré l’effet que l’expression augmentée de hnRNP A1B 

peut avoir sur la dynamique des granules de stress. Nous avons émis l’hypothèse que l’épissage 

alternatif augmenté de hnRNP A1B contribue à accroître la toxicité cellulaire de deux façons. 

D’abord en perturbant la dynamique des granules de stress, et ensuite, en favorisant la formation 

d’inclusions cytoplasmiques. Afin de valider les hypothèses, nous avons déterminé trois 

objectifs. D’abord de vérifier l’effet de l’expression accrue de hnRNP A1B sur la taille et le 

nombre de granules de ribonucléoprotéines (les granules de stress et les processing bodies) par 

cellule suite à un stress oxydatif à l’arsénite de sodium. Ensuite, le deuxième objectif est de 

déterminer si l’amarrage entre les granules de stress et les processing bodies est perturbé par 

l’expression augmentée de hnRNP A1B. Finalement, en raison de l’aptitude intrinsèque de la 

protéine à faire des fibrilles, vérifier si l’isoforme longue a une propension augmentée à former 

des agrégats protéiques.  



 

 

Matériel et méthodes 

1. Constructions 

pCMV-Myc-A1 et pCMV-Myc-A1B ont été clonés subséquemment à partir de pIND-A1-Myc 

et pIND-A1B-Myc, respectivement (Yang et al 1994) et insérés entre les sites EcoRI et HindIII 

dans pCMV (SV40) préalablement modifié afin d’inclure Myc. La mutation D262V a été 

introduite via le kit de mutagenèse QuickChange II Site-Directed (Agilent Technologies) avec 

les amorces suivantes : sens, 5'-

GGTGGTGGAAGCTACAATGTTTTTGGGAATTACAACAATC-3 'et antisens, 5'-

GATTGTTGTAATTCCCAAAAACATTGTAGCTTCCACCACC-3' . Le plasmide pCMV 

(SV40) sert de contrôle Mock. 

2. Culture cellulaire et transfection  

Les cellules HeLa ont été cultivées dans du milieu modifié à haute teneur en glycémie de 

Dulbecco (Dulbecco’s High Glucose Modified Eagles Medium, DMEM, GE Healthcare) 

supplémenté avec du sérum de bovin foetal 10% (SBF, Wisent) et de la 2mM L-glutamine 

(Sigma). 24 heures avant la transfection, 3 X 105 cellules HeLa avec un nombre de passages 

inférieur à huit ont été déposés dans des pétri de six centimètres afin d’avoir une confluence 

entre 30-50% au moment de la transfection. Les cellules ont été collectées 24 heures après la 

transfection de 0,4 µg d’ADNc ainsi qu’un contrôle d’ADNc Myc à l’aide de la lipofectamine 

LTX (Invitrogen) et le plus reagent (Invitrogen), selon les instructions du fabricant. Afin de 

maximiser la transfection, dans l’eppendorf A, 187,5 µl d’Optimem chauffé ont été mélangé 

avec 3,75 µl de lipofectamine LTX puis incubé 5 minutes à température ambiante. Durant ce 

temps, dans l’eppendorf B, 187,5 µl d’Optimem chauffé ont été mélangé avec 1,6 µl de plus 

reagent et 0,4 µg d’ADNc. L’eppendorf A a été ajouté à l’eppendorf B et mélangé par inversion. 

Suite à une incubation à température ambiante de 20 minutes, la solution a été ajoutée aux pétris 

par fines gouttelettes dispersées. 
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3. Stress oxydatif à l’arsénite de sodium  

Les lamelles (coverslips) avec cellules ont été transférées dans une plaque à 24 puits, dans du 

DMEM préalablement chauffé à 37 °C et remis dans l’incubateur pour une période de 30 

minutes. La séquence suivante a été respectée afin de fixer toutes les lamelles au même moment. 

Toutes les lamelles ont été stressées pour une période de 30 minutes et le temps de récupération 

varie de 0 à 150 minutes.  

4. Immuno- buvardage 

Les lysats cellulaires ont été préparés avec du tampon de dosage de radio-immunoprécipitation 

(RIPA), soumis à une électrophorèse sur gel de 10 % polyacrylamide de dodécyl sulfate de 

sodium (SDS-PAGE), transférés sur une membrane de nitrocellulose et bloqués avec une 

solution saline tamponnée au phosphate (Phosphate-buffered saline, PBS) Tween-20 (PBS-T) 

avec 5% de lait en poudre. Les membranes ont été incubées avec les anticorps suivants : souris 

anti-hnRNP A1 (9H10- Cat. # AB 5832, Abacam), souris anti-Actine (Cat. # 69100, MP 

Biomedicals), lapin anti-c-Myc (Cat. # C 3956-2MG, Sigma), souris anti-tubuline alpha (Cat. # 

24610, Abcam), lapin anti-TDP-43 (Cat. # 10782-2-AP, Proteintech), lapin anti-GAPDH (Cat. 

# 5174, Cell Signaling) et lapin anti-HuR Cat. # 07-468, Millipore) dans le tampon de blocage. 

Les membranes ont ensuite été incubées avec des anticorps secondaires conjugués aux enzymes 

peroxydase de raifort (enzyme horseradish peroxidase, HRP); HRP AffiniPure âne Anti-souris 

IgG (H+L) (Cat. # 715-035-151, Cederlane), HRP AffiniPure âne Anti-lapin IgG (H+L) (Cat. # 

711-035-152, Cederlane). Pour être ensuite révélées avec de l’ECL chimioluminescence 

(ThermoFisher Scientific). Les films ont été quantifiés par densitométrie avec Photoshop.  

5. Immunofluorescence 

Les lamelles (coverslips) ont été fixées dans une solution de 1% formaldéhyde/PBS, lavées au 

PBS, perméabilisées dans une solution de 0.1% triton X-100/PBS et bloquées dans une solution 

de 0.1% d’albumine de sérum de bovin(ASB)/PBS. Les lamelles ont été incubées avec les 

anticorps primaires : souris anti-c-Myc (Cat. # M4439, Sigma), chèvre anti-TIA-1 (Cat. # sc-

1751, Santa Cruz), lapin anti-DDX6 (Cat. # A300-461A, Cedarlane) dilués dans le 0.1% 

ASB/PBS, lavées une fois avec le 0.1% triton X-100/PBS et 2 fois avec le 0.1% ASB/PBS.  
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Les lamelles ont ensuite été incubées avec les anticorps secondaires : âne anti-souris FITC (Cat. 

# 715-095-151, Cedarlane), âne anti-chèvre Alexa 633 (Cat. # A21082, Invitrogen) et âne anti-

lapin Cy3 (Cat. # 711-165-152, Jackson immunology) dilués dans 0.1% ASB/PBS, puis rincées 

trois fois au PBS avant d’être montées sur les lames en utilisant le ProLong Antifade 

(ThermoFisher Scientific). Les Images ont été collectées sur le microscope confocal Leica TCS 

SP5 équipé avec un objectif 40X (1.25 N.A.) et 60X à l’huile et le logiciel d’imagerie Leica 

Application Suite. 

6. Quantification de la taille et du nombre de GS et PB 

Les paramètres GS et PB ont été quantifiés avec ImageJ. Les GS et PB ont été identifiés par 

coloration TIA-1 et DDX6, respectivement, et les cellules ont été notées comme positives quand 

elles avaient au moins deux foyers cytoplasmiques avec une taille minimale de 0,75 µm2 pour 

les GS et de 0,15 µm2 pour les PB. La reconnaissance semi-automatique par ImageJ utilisait les 

paramètres suivants : Les GS ayant des tailles comprises entre 0,75 à 5 µm2, et pour les PB des 

tailles comprises de 0,15 à 5 µm2, quantifiés pour un minimum de 10 cellules sélectionnées au 

hasard pour chaque condition. 

 

7. Imagerie confocale 
Les images ont été collectées à l’aide d’un microscope confocal inversé Leica TCS-SP5 avec 

un objectif HCX PL APO 63x/1.4 à huile. Pour l’excitation des différents fluorophores, ont été 

utilisés : la ligne 488nm d’un laser Argon pour FITC simultanément avec un laser HeNe 633 

nm pour le A633; suivi, en mode séquentiel, d’une diode laser 561 nm pour le Cy3. Une vitesse 

d’acquisition finale de 400 Hz a été utilisée. Les bandes de détections ont été paramétrées selon 

les fluorophores : de 495 nm à 527 nm pour FITC, de 571 nm à 595 nm pour le Cy3 et de 647 nm 

à 697 nm pour A633. Les images finales sont au format 8bit en 1024x1024 ou 2048x2048 pixels. 

Les images ont été analysées à l’aide du logiciel ImageJ (NIH). 
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8. Analyse statistique 

La significativité statistique des expériences a été déterminée à l’aide du test de Student (test t) 

à deux sens avec le logiciel GraphPad Prism. Une valeur de p inférieure à 0,05 a été considérée 

comme étant statistiquement significative. Les barres d’erreur représentent l’erreur standard de 

la moyenne (ESM). 

 



 

 

Résultats 

1. HnRNP A1B perturbe la dynamique des granules de stress en 

retardant l’assemblage. 

 

L’ensemble des données présenté dans ce mémoire a pour objectif de comprendre l’effet 

de l’épissage de hnRNP A1B sur les GS. En effet, très peu de données démontrent le rôle de A1 

et de ses variants dans leur cinétique de formation. Les GS sont des entités dynamiques qui 

peuvent être perturbées et observées de différentes façons, soit par leur taille et leur nombre, 

aux différentes périodes. La littérature abonde d’évidences à l’effet que suite à la formation 

initiale des GS, leur nombre diminue progressivement et leur taille augmente avant de 

disparaître [18, 22, 53].  

Lorsque les cellules sont exposées à un stress oxydatif, la phosphorylation de la sous 

unité adu facteur initiation eIF2 provoque le désassemblement des polysomes est l’élément 

déclencheur pour la formation des GS canoniques [18]. Afin d’évaluer l’effet de hnRNP A1B 

sur la dynamique des GS, nous avons étudié leur cinétique de formation, de fusion et de 

dissolution par immunofluorescence indirecte pour TIA-1 dans des cellules où l’expression de 

hnRNP A1B a été augmentée puis soumis à un stress oxydatif (avec 0,5 mM de SA durant 30 

minutes) suivi d’une résolution du stress en changeant le milieu. Les cellules ont été fixées à 30 

minutes (formation), 60 minutes (assemblage) et 90 minutes (désassemblage). Pour l’ensemble 

des données, seules les cellules comptant un minimum de deux foyers marqués par TIA-1 avec 

une surface minimale de 0,75 µm2 ont été analysées et quantifiées.  
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En période de formation, la surexpression de hnRNP A1B provoque une légère hausse 

du nombre de GS par cellules comparée à hnRNP A1 et le mutant hnRNP A1D262V (hnRNP A1B 

12 ± 2 GS par cellule; hnRNP A1 11 ± 1 GS par cellule; hnRNP A1D262V 8 ± 2 GS par cellule) 

(Fig. 7A-B). Lors de l’assemblage, les cellules hnRNP A1B comptent une moyenne de GS par 

cellule légèrement supérieure à hnRNP A1 (hnRNP A1B 10 ± 1 GS par cellule; hnRNP A1 8 ± 

1 GS par cellule), mais semblable à hnRNP A1D262V (hnRNP A1B 10 ± 1 GS par cellule; hnRNP 

A1D262V 11 ± 2 GS par cellules) (Fig. 7A-B). Ces résultats permettent de confirmer que les 

cellules transfectées avec le variant hnRNP A1B conservent leur capacité à former des GS, ce 

qui en fait un modèle d’étude valable. Afin de clarifier si la dynamique est, oui ou non, perturbée, 

l’analyse de la taille a été faite.  

Lors de la formation, à 30 minutes, les cellules transfectées avec hnRNP A1B ont une 

taille moyenne des GS significativement diminuée de 10% (1,57 ± 0,01 µm2, p<0,005) par 

rapport à l’ensemble des autres conditions (hnRNP A1 1,75 ± 0,01 µm2; hnRNP A1D262V 1,81 ± 

0,01 µm2; Mock 1,72 ± 0,01 µm2) (Fig. 7A,C). De la même façon, lors de l’assemblage, à 60 

minutes, la taille moyenne des GS dans les cellules hnRNPA1B est aussi significativement plus 

petite de 8 %, comparée à hnRNP A1 (hnRNP A1B 1,76 ± 0,01 µm2; hnRNP A1 1,90 ± 0,01 

µm2; hnRNP A1D262V 2,01 ± 0,03 µm2; Mock 2,03 ± 0,03 µm2, p<0,05) (Fig. 7A,C). De façon 

intéressante, à 90 minutes, en les comparant à hnRNP A1, les GS de hnRNP A1B sont 

significativement plus grande de 14% (hnRNP A1B 1,91 ± 0,01 µm2; hnRNP A1 1,67 ± 0,002 

µm2; hnRNP A1D262V 1,54 ± 0,02 µm2; Mock 1,71 ± 0,01 µm2, p<0,005) (Fig. 7A,C). 

L’ensemble de ces données suggère que l’expression de hnRNP A1B retarde la coalescence des 

GS, puisqu’elles sont plus petites à 30 minutes et 60 minutes et plus grosses à 90 minutes.  
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Figure 7. L’expression de hnRNP A1B modifie la cinétique en terme de taille mais non 
de nombre des GS. (A-C). Les cellules HeLa ont été transfectées avec les l’ADNc et leur 
rapporteur Myc (en vert) indiqué, subséquemment stressées avec du SA, puis immuno-
marquées pour Myc. Barre d’échelle 10 µm. (A) Images représentatives de GS aux différentes 
périodes choisies pour la cinétique. (B,C) Quantification de la taille et du nombre des GS via 
une analyse semi-automatique avec ImageJ à 30-60 et 90 min après le traitement au SA. La 
moyenne de trois expérimentations indépendantes ± SEM a été mis en graphique. * p< 0,05 
** p<0,005 

En raison du rôle connu dans l’épissage de hnRNP A1/B, et en constatant que la 

dynamique des GS était altérée, nous nous sommes demandé si le fait d’augmenter l’expression 

de hnRNP A1B avait un effet sur l’expression d’autres protéines de GS. L’immuno-buvardage 

des lysats cellulaires entiers HeLa montre que le niveau protéique de G3BP1, une protéine de 

nucléation importante des GS, est réduit significativement (p<0,05) (Fig. 8). L’expression de 

quatre autres protéines a été quantifiée mais aucune variation significative n’a été observée 

(données non présentées). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. La surexpression de hnRNP A1B réduit le niveau protéique de G3BP1. 
(A-B) Les cellules HeLa, ont été transfectées avec les l’ADNc et leur rapporteur Myc et les 
lysats protéiques ont subi un immunobuvardage de type Western avant d’être quantifiés par 
densitométrie. L’actine sert de contrôle pour le chargement. La moyenne de trois 
expérimentations indépendantes ± SEM a été mis en graphique. * p< 0,05  
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 Lors de l’acquisition d’images, des inclusions sphériques, distinguable des GS et des PB 

ont été remarqués. Ces inclusions cytoplasmiques sont immunoréactives pour l’étiquette Myc 

et sont aussi présentes dans les cellules non stressées. Nous avons voulu exclure la possibilité 

qu’il puisse s’agir de granules de stress non canoniques. Il a été précédemment démontré que le 

prétraitement des cellules au cycloheximide, un inhibiteur d’élongation de la traduction, bloque 

à la fois la formation du GS et le désassemblage du polysome [27]. Pour y arriver, nous avons 

exposé les cellules à 50 µg/ml de cycloheximide durant 30 minutes avant le stress oxydatif au 

SA. La persistance de ces inclusions cytoplasmiques immuno-positif pour Myc après un 

traitement cycloheximide (Fig. 9) suggère que ces agrégats ne sont pas des GS canoniques et 

nous avons voulu vérifier si l’expression de hnRNP A1B augmentait la probabilité de former des 

inclusions.  

 

2. L’expression de hnRNP A1B favorise l’agrégation in vitro  

 

Afin de déterminer si l’inclusion de l’exon 7B dans la région riche en glycine, augmente 

la propension de hnRNP A1B à former de agrégats, nous avons effectué une 

immunofluorescence sur des cellules HeLa transfectées avec des ADNc étiquetés Myc pour 

hnRNP A1, hnRNP A1D262V et hnRNP A1B, stressées et fixées selon les mêmes conditions 

précédemment décrites. Les agrégats cytoplasmiques de différentes tailles sont facilement 

observables dans chacune des conditions et les flèches rouges indiquent leur présence (Fig. 9A-

B).  
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La quantification a révélé que les cellules transfectées avec hnRNP A1B formaient 50% 

plus d’agrégats cytoplasmiques que les cellules transfectées avec hnRNP A1 et deux fois plus 

d’agrégats que hnRNP A1D262V en condition non stressées (hnRNP A1B 15 ± 3%; hnRNP A1 

10 ± 3%; hnRNP A1D262V 7 ± 2% de cellules avec agrégats, p<0,05) (Fig. 9C). Après 30 minutes 

de stress, les cellules hnRNP A1B forment deux fois plus d’agrégats que hnRNP A1 et 

étonnamment, près de trois fois plus que le mutant favorisant l’agrégation hnRNP A1D262V 

(hnRNP A1B 14 ± 3%; hnRNP A1 7 ± 0,5%, p<0,05; hnRNP A1D262V 5 ± 1%, p<0,005, de 

cellules avec agrégats) (Fig. 9C). À 60 minutes et 90 minutes, une augmentation soutenue du 

nombre de cellules avec agrégats est observée pour les cellules hnRNP A1B (15 ± 2% et 20 ± 

4% respectivement, p<0,05) en comparatif avec la forme sauvage hnRNP A1 (9 ± 2% et 11 ± 

2% respectivement) (Fig. 9C). Remarquablement, hnRNP A1D262V forme légèrement plus 

d’agrégats que la forme sauvage hnRNP A1, mais moins que hnRNP A1B (11 ± 2% à 60 minutes 

et 15 ± 3% de cellule avec agrégats à 90 minutes, p<0,05) (Fig. 9C). Tel qu’attendu, l’ajout de 

52 acides aminés dans le domaine apparenté aux prions augmente la propension de hnRNP A1B 

à former des agrégats cytoplasmiques. 
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3. HnRNP A1B retarde l’assemblage des PB 

 

Les « processing bodies » (PB), bien que présents dans les cellules quiescentes et 

prolifératives, sont induits en plus grand nombre suite à l’exposition au SA (N. Kedersha et al., 

2005). Les mêmes paramètres de détection et reconnaissance de GS ont été appliqués et seules 

les cellules avec un minimum de deux PB avec une taille minimale de 0,15 µm2 et une circularité 

entre 0,2 et 1 ont été quantifiées. Pour détecter les PB, le marqueur DDX6 a été utilisé (Fig. 

10A). L’analyse a débuté par l’évaluation de l’impact de l’expression de hnRNP A1B en 

condition basale, et compter le nombre de cellules ayant des PB, dans cette condition. Seulement 

28 ± 0,9% (p<0,0005) des cellules hnRNP A1B ont des PB en comparaison avec hnRNP A1 et 

Mock qui ont, tous deux, 40 ± 0,8% et hnRNP A1D262V, 35 ± 0,8% (p<0,05) de cellules comptant 

des PB en condition non stressée (Fig. 10B). Ensuite, c’est la taille des PB qui a été quantifiée 

et étonnamment, alors que Mock, hnRNP A1 et le mutant hnRNP A1D262V ont une taille similaire 

(0,35 ± 0,4 µm2, 0,34 ± 0,01 µm2 et 0,32 ± 0,02 µm2), les PB de hnRNP A1B sont 

significativement plus gros (0,40 ± 0,003 µm2, p<0,05) (Fig. 10C). Il y a moins de cellules 

transfectées avec hnRNP A1B qui ont des PB et ces PB sont plus gros en condition basale, cela 

est surprenant et nous nous sommes intéressés à ce qu’il en était en condition de stress oxydatif 

puisque les PB sont aussi induits dans ces conditions. 

 Comme les GS, les PB s’assemblent, mais la machinerie derrière cet assemblage 

demande encore à être élucidée [206]. Pour évaluer s’il existait une dérégulation dans 

l’assemblage des PB, en condition de stress, leur taille a été quantifiée.  
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Alors que la taille de PB augmente progressivement pour les cellules Mock et hnRNP 

A1 à 30, 60 et 90 minutes, les PB inclus dans les cellules hnRNP A1B tardent à s’assembler 

(hnRNP A1B 0,34 ± 0,01 µm2, 0,35 ± 0,01 µm2, 0,37 ± 0,01 µm2; hnRNP A1 0,39 ± 0,01 µm2, 

0,40 ± 0,01 µm2 et 0,43 ± 0,01 µm2, p<0,05 à 30 et 60 minutes et p<0,005 à 90 minutes) (Fig. 

11B,E,H). Ce retard dans la fusion des PB ressemble au retard observé dans les GS et ce défaut 

dans l’assemblage de ces deux structures laisse à croire que l’amarrage pourrait aussi, être 

perturbé. La quantification du nombre de PB n’a rien révélé de significatif (Fig. 11C,F,I)  
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Figure 10. L’expression de hnRNP A1B perturbe la dynamique des PB en condition
basale. (A,B) Les cellules HeLa, non stressées, ont été transfectées avec les ADNc et leur
rapporteur Myc indiqué. Barre d’échelle 10 µm. (A) Images représentatives de PB en
condition basale, immuno-marqués avec DDX6 pour visualiser les PB et TIA-1 comme
marqueur de noyau. (B,C) Quantification du (B)%de cellules qui comptent au moins deux
PB et (C) de la taille des PB via une analyse semi-automatique avec ImageJ. La moyenne
de trois expérimentations indépendantes ± SEM a été mise en graphiques. * p< 0,05 ***
p<0,0005.
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Figure 11. L’expression de hnRNP A1B résulte en une taille inférieure pour les PB, 
en condition stressée. (A-E) Les cellules HeLa ont été transfectées avec les l’ADNc et leur 
rapporteur Myc indiqué, subséquemment stressées avec 0,5 mM SA, puis immuno-marquées 
pour Myc. Barre d’échelle 10 µm. (A-C-E) Images représentatives de PB, après 30-60 et 90 
minutes après le traitement au SA. (B-D-F) Quantification de la taille et du nombre des PB 
via une analyse semi-automatique avec ImageJ. La moyenne de trois expérimentations 
indépendantes ± SEM a été mis en graphique. * p< 0,05 ** p<0,005.  

 

4. HnRNP A1B interfère dans l’amarrage avec les GS 

 

L’observation des GS et des PB, après un stress, a mis à jour un phénomène appelé 

amarrage qui se produit entre les deux granules à ARN. Cette liaison est pensé servir de lieu 

d’échange de composants [10, 45]. Afin de déterminer si l’amarrage entre les GS et les PB est 

influencé par l’expression de hnRNP A1B, grâce aux mêmes méthodes expérimentales, nous 

avons observé par immunofluorescence le phénomène en utilisant des marqueurs spécifiques 

pour ces deux structures. L’amarrage GS-PB a été défini comme la zone de chevauchement 

entre le signal de TIA-1 (GS) et de DDX6 (PB). Cette zone doit être clairement superposée, 

mais partielle (Fig. 12A-B). De façon cohérente avec les dérégulations observées dans 

l’assemblage des GS et PB, l’amarrage entre ces deux granules à ARN est lui aussi, perturbé. 

Ainsi à 60 et 90 minutes, dans les cellules hnRNP A1B l’amarrage est réduit significativement 

de 35% et 38% comparativement aux cellules hnRNP A1 (hnRNP A1B 24 ± 2,6% et 19 ± 2,4% 

PB amarrés; hnRNP A1 38 ± 2,3% et 30 ± 1,2% PB amarrés, p<0,005) (Fig. 12C). Les cellules 

exprimant hnRNP A1D262V, à 60 et à 90 minutes, se comportent comme les cellules hnRNP A1 

(hnRNP A1D262V 37 ± 1,5% et 32 ± 3% PB amarrés) (Fig. 12C).  
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Les cellules transfectées avec l’épissage alternatif hnRNP A1B font moins d’amarrage 

entre les PB et les GS. Ces résultats, considérés dans un ensemble, suggèrent que l’inclusion de 

l’exon 7B, inséré dans la région riche en glycine, induit un retard dans l’assemblage des GS et 

des PB et que ce retard empêche l’amarrage efficace entre les GS et les PB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. L’amarrage entre les GS et les PB est réduit dans les cellules exprimant 
hnRNP A1B (A-C) Les cellules HeLa, stressées, ont été transfectées avec les l’ADNc et 
leur rapporteur Myc indiqué. Barre d’échelle 10 µm. (A) Image représentative de PB 
amarrés avec des GS en condition stressée et (B) Zoom 2X pour visualiser le 
chevauchement partiel entre les PB et les GS, immuno-marquées avec DDX6 (bleu) pour 
visualiser les PB et avec TIA-1 (rouge) comme marqueur de GS. (C) Quantification du % 
d’amarrage entre les PB et les GS. La moyenne de trois expérimentations indépendantes ± 
SEM a été mis en graphiques. * p< 0,05 ** p<0,005.  
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Discussion  

 

 Ce projet a pour objectif de caractériser un aspect fonctionnel de la réponse cellulaire au 

stress oxydatif, reflété dans la dynamique des granules de stress lors de l’expression de la forme 

variante de hnRNP A1; hnRNP A1B. Cette étude a permis, pour la première fois, de visualiser 

l’effet de l’expression augmentée de l’isoforme plus longue. HnRNP A1 est une protéine navette 

nucléo-cytoplasmique qui est impliquée à différents niveaux dans le métabolisme ARN, dans la 

régulation génique et la biogenèse des miARN [139, 168]. HnRNP A1 est ubiquitaire et 

hautement exprimée dans les tissus nerveux, son isoforme, au DRG augmenté, hnRNP A1B est 

largement sous-exprimée [169]. Cependant, très peu est connu sur l’effet de l’expression 

augmentée de l’isoforme longue dans la cellule. Ceci s’explique en partie en raison de 

l’indisponibilité d’un anticorps spécifique pour hnRNP A1B. Depuis peu, un nouvel anticorps 

est disponible et sa spécificité a été démontrée [205]. Les cinq dernières années ont été 

prolifiques en études dédiées aux hnRNP, comme TDP-43, FUS ou encore hnRNP A1, et leurs 

implications dans la pathogenèse de la SLA. Des inclusions cytoplasmiques de ces protéines, 

qui de surcroît sont aussi des protéines retrouvées dans les GS, sont trouvées dans les tissus de 

patients SLA [144, 201]. De plus, des mutations liées à la SLA dans des protéines composantes 

des GS sont associées à l’accumulation de GS persistants. À titre d’exemple, FUS, VCP et 

hnRNP A1 ont été étudiées en ce sens [66, 200, 207]. Ces nouvelles preuves génétiques et 

moléculaires suggèrent qu’une dynamique déficiente des GS joue un rôle dans la pathogenèse 

de la SLA et la DFT.  
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Nous avons donc posé l’hypothèse que l’augmentation de l’expression de hnRNP A1B a 

un effet délétère sur la cellule, et ce, de deux façons. La première, en perturbant la dynamique 

des granules de stress, et deuxièmement, en favorisant la formation de corps d’inclusions 

cytoplasmiques. 

 

hnRNP A1B retarde l’assemblage des GS et des PB 

 L’isoforme hnRNP A1B se distingue par l’inclusion de 52 acides aminés supplémentaires 

dans le domaine apparenté aux prions. Le PrLD est important pour l’assemblage et le 

recrutement aux GS et cela a été démontré pour différentes protéines comme TIA-1, TDP-43 et 

hnRNP A1 [32, 42, 208]. De ce fait, nous nous sommes demandé si cette insertion dans le PrLD 

de hnRNP A1B pouvait avoir un effet sur la dynamique des granules de stress. L’analyse 

quantitative des GS a révélé que l’expression de hnRNP A1B retarde l’assemblage de ces 

dernières. Les cellules transfectées avec l’ADNc de hnRNP A1 et ses variants ont été soumis à 

un stress oxydatif (0,5 mM de SA pendant 30 minutes) puis les cellules avec GS ont été 

comptabilisées aux différents temps de la cinétique. En établissant que les cellules contrôles 

Mock et celles de l’expression de la forme courte, hnRNP A1, avaient des cinétiques semblables 

et comparables, hnRNP A1B et hnRNPD262Vont dès lors été comparées avec hnRNP A1. Nous 

avons apporté la preuve que la dynamique des GS est perturbée dans les cellules où l’isoforme 

longue est surexprimée. Ainsi les GS ont une taille significativement inférieure à 30 minutes et 

à 60 minutes en comparant aux cellules exprimant hnRNP A1. Ce résultat est surprenant puis 

qu’il était attendu que les cellules hnRNP A1B aient les mêmes capacités de formation de GS, 

arborant des tailles semblables.  
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Cependant, l’hypothèse était que des lacunes seraient observées au niveau du 

désassemblage, expliquées par un PrLD amplifié. Les GS de hnRNP A1B sont effectivement 

plus gros à 90 minutes, mais le fait qu’ils étaient plus petits à 30 et 60 minutes suggère plutôt 

un retard dans l’assemblage. De plus, à 120 minutes, moins de 10% des cellules, toutes 

conditions de transfections, ont encore des GS (Fig. S1, en annexe). Les cellules où le mutant 

hnRNP A1D262V est exprimé montre un assemblage légèrement plus rapide que la forme 

sauvage, ce qui est conforme ce qui a déjà été démontré, suggérant que le mutant hnRNP A1D262V 

accélère la formation des GS [200]. 

 En ce qui concerne le nombre de GS par cellules, les résultats n’ont rien révélé de 

significatif si ce n’est que les cellules transfectées avec hnRNP A1 et ses variants ont moins de 

GS comparés aux cellules Mock et que cette différence est vraiment observable à 90 minutes. 

Cela laisse penser que la surexpression en elle-même modifie la capacité des cellules à former 

un nombre de GS comparable à Mock. Afin d’évaluer si l’ajout des 52 acides aminés dans le 

PrLD pouvait avoir un impact sur l’expression d’autres protéines de GS, nous avons analysé, 

par immunobuvardage le niveau protéique de cinq protéines associées aux GS et il apparaît que 

l’expression d’une seule d’entre elles semble affectée, celle de G3BP1, une protéine de 

nucléation. Cependant nous restons sceptiques sur cette conclusion, une augmentation du n est 

donc nécessaire. Si toutefois, augmenter le n de l’expérience confirme ce résultat, que 

l’expression augmentée de hnRNP A1B réduit l’expression de G3BP1, un acteur incontournable 

pour l’assemblage des GS [53, 209], cela pourrait expliquer le nombre réduit de GS par cellule. 
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Suivant l’observation de la dynamique altérée des GS, la cinétique d’assemblage des PB 

a aussi été étudiée. Les PB peuvent être présents dans les cellules non stressées [45], alors 

l’analyse a débuté par l’étude des PB dans cette condition. De façon étonnante, avant même 

l’ajout de stress, les PB dans les cellules hnRNP A1B comptent 31 % moins de PB que hnRNP 

A1, mais ces PB sont près de 20% plus gros. En condition de stress au SA, la forme courte 

montre une croissance dans la taille des PB entre 30 et 90 minutes, reflétant une cinétique 

adéquate [45, 53]. Les PB des cellules hnRNP A1B affichent, non seulement une taille 

significativement inférieure tout au long de la cinétique, mais alors que les PB de la condition 

contrôle montrent une croissance dans la taille de 14%, ceux de hnRNP A1B croissent d’à peine 

4%. Ceci suggérant que, tout comme dans les GS, l’expression de l’isoforme longue, non 

seulement retarde, mais empêche l’assemblage des PB. De façon similaire au GS, le nombre de 

PB par cellule ne montre aucune différence significative et dans ce cas précis, l’ensemble des 

conditions montre un nombre de PB par cellule comparable. Le rôle et la contribution de hnRNP 

A1 à la cinétique des GS ont été peu étudiés et demandent à être définis.  

Dans la même famille de RBP, hnRNPA2/B1 sont des protéines qui ressemblent à 

hnRNPA1/B. En effet, tout comme nos protéines d’intérêts, hnRNPA2/B1 sont épissées 

alternativement en court (hnRNPA2) et en isoforme plus longue de 12 acides aminés 

(hnRNPB1) [210, 211]. L’isoforme courte est, elle aussi, à plus forte expression (90%) et les 

mutations concernant ces protéines sont, elles aussi, dans le PrLD [92, 153, 200, 211, 212].  

Ces RBPs ont plutôt été caractérisées dans la protéinopathie multi-systèmes (MSP), 

toutefois, leur association avec la SLA est de plus en plus fréquente [200, 212, 213]. Néanmoins, 

leur implication dans la cinétique des GS est, une fois de plus, peu étudiée. Ce sont surtout l’effet 

des mutants de hnRNPA2/B1 qui a été clarifié, sans distinction à l’isoforme longue.  
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Il fut alors démontré qu’en utilisant des cellules souches pluripotentes dérivées de 

patients, la mutation D290V accélérait le recrutement de hnRNPA2/B1 dans les GS induits avec 

le puromycine [213]. Le rôle moléculaire des isoformes longues, dans un contexte 

physiologique comme pathologique demande encore à être élucidé. 

HnRNP A1 est une protéine nouvellement à l’étude dans la SLA et beaucoup reste encore 

à être découvert. Dans le cas présent il s’agit d’un modèle de surexpression et ce modèle semble 

adapté pour deux raisons, d’abord parce que la surexpression n’inhibe pas la capacité des 

cellules à former des GS et des PB, ensuite, parce des nouvelles données suggèrent que c’est un 

phénotype observable chez les patients SLA [205]. Une limite de mes expérimentations est 

l’utilisation de lignées cellulaires immortelles comme modèle. Quoique l’utilisation de cellules 

HeLa était le choix à faire pour d’abord explorer si des changements étaient notables. Elles sont 

faciles à transfecter et leur cytoplasme est grand, ce qui permet de bien étudier les GS et les PB. 

De plus, ce sont les cellules les plus utilisées dans la littérature pour l’étude des GS [53]. De 

fait, pour comparer les résultats, c’est l’idéal. Cependant, ces lignées éternelles ne sont ni de 

type neuronal, ni un modèle qui permet d’induire la sénescence. Ces deux caractéristiques sont 

requises pour en faire un modèle plus réaliste des cellules de patients SLA. 

 Pour remédier à cette limitation, il serait donc intéressant d’utiliser des cellules souches 

pluripotentes dérivées de patients et différenciées en cellules neuronales pour observer si 

l’expression augmentée de hnRNP A1B interfère dans la cinétique des GS [214]. Ce modèle 

serait plus représentatif de la maladie puisqu’il s’agirait d’une cellule nerveuse affectée par la 

SLA au lieu d’une cellule immortelle. 
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hnRNP A1B favorise l’agrégation cytoplasmique 

 Il fut démontré que hnRNP A1 subit la séparation par interface liquide-liquide et que 

ceci est médié par le DRG. De plus, la protéine a aussi la capacité intrinsèque de s’autoagréger 

en fibrilles de type amyloïde et l’ajout de l’exon supplémentaire, qui insère 52 acides aminés au 

DRG de l’isoforme longue, augmente cette propension [200, 205]. Nos résultats vont dans ce 

sens. Nous rapportons dans cette étude que l’expression de hnRNP A1B favorise l’agrégation 

protéique. À 0, 30, 60 et 90 minutes, les cellules à l’expression augmentée de hnRNP A1B 

forment de 60% à 77% plus d’agrégats protéiques. De façon intrigante, les cellules qui 

expriment le mutant hnRNP A1D262V forment moins d’agrégats cytoplasmiques que la forme 

sauvage hnRNP A1 en condition basale et après 30 minutes de stress. Cette tendance, toutefois, 

disparaît par la suite et le mutant hnRNP A1D262V forment plus d’agrégats que hnRNP A1 mais 

moins que hnRNP A1B, ce qui est conforme à ce qui a déjà été démontré [205]. Comme il fut 

démontré que cette mutation accélérait la formation de fibrilles [42, 200], cela suggère que 

l’ajout de l’exon 7B amplifie cette propension à l’agrégation. Il reste à déterminer si augmenter 

l’expression de hnRNP A1B, augmente l’encombrement protéique et si cette formation 

d’agrégats est pathologique.  

Afin de confirmer biochimiquement cette propension, il faudrait faire une microfiltration 

avec acétate de cellulose, qui n’a pas d’affinité pour les protéines et qui retient les agrégats 

supérieurs è 0,2 µm. Les résultats pourront confirmer ou infirmer la propension à l’agrégation. 
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L’expression de hnRNP A1B interfère dans l’amarrage entre les GS et les PB 

 Ce lien entre les GS et les PB s’observe en imagerie confocale. La superposition partielle 

et la composition différentielle de ces deux granules de ribonucléoprotéides favoriseraient les 

échanges, à deux directions, de composantes [45], mais la venue de la protéomique ébranle ce 

dogme [75]. Des études supplémentaires sauront venir appuyer ou réfuter cette nouvelle vision. 

Bien que peu étudié, il fut démontré qu’à un certain moment dans la cinétique, il apparaît 

que l’amarrage entre les GS et les PB est favorisé quand les GS sont plus gros [53]. Nos données 

démontrent que l’amarrage est réduit de plus de 35% à 60 et 90 minutes. Ces résultats vont dans 

le sens de la littérature, quoique ténue, à l’effet que l’assemblage adéquat des GS et PB favorise 

l’amarrage entre les deux structures.  

Ce travail ne fait qu’effleurer le rôle de hnRNP A1B dans le mécanisme de réponse au 

stress. Considérées dans un ensemble, les données présentées dans ce mémoire soulèvent une 

question importante sur la composition extensive de ces cytoagrégats favorisés par la 

surexpression de hnRNP A1B. Séquestrent-ils des éléments constitutifs des PB et des GS qui 

perturbent, conséquemment, la réponse au stress? Un co-immunomarquage avec des protéines 

associées aux GS et PB et myc-hnRNP A1B saurait apporter un complément d’informations 

utiles. 

La figure 13 propose un modèle qui pourrait expliquer la séquence événementielle qui 

se produit dans les motoneurones des patients atteints de la SLA ou même de la DFT. Dans ces 

deux cas, TDP-43 n’est plus nucléaire et sa délocalisation dans le cytoplasme favorise son 

agrégation [114, 149].  
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TDP-43 et hnRNP A1/A1B sont des RBP multifonctions dans le métabolisme des ARN 

et les nouvelles évidences présentées par notre laboratoire suggèrent que leurs contributions 

dans la pathogenèse et l’évolution de la SLA est peut-être liée l’une à l’autre.  

Ce modèle, présenté à la figure 13, débute par la délocalisation de TDP-43 dans le 

cytoplasme, le dépouillant de sa fonction d’autorégulation. Ceci ayant pour conséquence 

d’augmenter l’expression de hnRNP A1 et son isoforme longue, hnRNP A1B. Ces RBP, 

maintenant cytoplasmiques, augmentent l’encombrement et forment des agrégats, ce qui est 

toxique pour la cellule. L’augmentation de l’expression de hnRNP A1B affecte la dynamique de 

GS et de PB, qui tardent à s’assembler et qui, par conséquent, ont moins la capacité à s’amarrer 

ensemble. En diminuant l’amarrage entre les deux granules de ribonucléoprotéines, ces 

dernières ne peuvent s’échanger adéquatement les ARNm destinés, de part et d’autre, à la 

traduction et à la dégradation. La cellule peine donc à rétablir l’homéostasie et en meurt. Il est 

nécessaire de continuer ce projet afin de déterminer si l’expression augmentée de l’isoforme 

longue contribue à la pathogenèse de la SLA et si cette augmentation est spécifique aux tissus 

nerveux. Ainsi, hnRNP A1B pourrait être une cible thérapeutique potentielle qui, un jour, 

pourrait améliorer les conditions de vie des patients souffrant de la SLA. 
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Figure 1. L’expression augmentée de hnRNP A1B est potentiellement nocive 
pour la cellule. Modèle proposé pour expliquer la vulnérabilité neuronale. A) Neurone 
sain où TDP-43 et hnRNP A1 sont nucléaires. B) Suite à un stress oxydatif, il y a formation 
de GS et induction de PB. TDP-43 et hnRNP A1 sont recrutés aux GS. L’amarrage se fait 
entre les GS et les PB. C) Une fois le stress résolu, la cellule reprend le cours normal de 
ses activités. D) Neurone affecté par la SLA. TDP-43 et hnRNP A1 sont délocalisés dans 
le cytoplasme. La délocalisation de TDP-43 provoque une augmentation de l’expression 
de hnRNP A1B et de hnRNP A1. On note la formation d’agrégats protéiques de TDP-43 et 
des agrégats protéiques de hnRNP A1/hnRNP A1B. E) L’augmentation de l’expression de 
hnRNP A1B induit des GS et des PB plus petits. L’amarrage est réduit, limitant la cellule 
dans sa capacité à réguler les ARNm destinés à reprendre la traduction et ceux destinés à 
la dégradation. Ce manque de régulation, couplé à l’encombrement protéique est délétère 
pour la cellule et contribue à la vulnérabilité cellulaire, entraînant la mort du neurone. 
HnRNP A1B est une cible thérapeutique potentielle contre laquelle des oligonucléotides 
anti-sens pourraient être dirigés afin de limiter l’expression de l’isoforme longue. Image 
générée par Sophie Rolland et Sandra Joppé. 
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Conclusion 

 

La SLA est une maladie mortelle et complexe, où les cellules motoneuronales des 

patients SLA montrent de nombreuses défaillances cellulaires. Aucune cure n’existe, 

malheureusement, pour cette maladie qui condamne les patients à mourir sur une période entre 

deux et cinq ans. Comprendre la sélectivité d’atteinte des motoneurones dans la SLA est 

essentiel pour trouver une cible thérapeutique efficace qui freinera la progression létale de la 

maladie. TDP-43, une hnRNP grandement impliquée dans le métabolisme des ARN, est le 

stigmate le plus remarquable des cellules de patients SLA. Notre laboratoire a récemment 

observé que lorsque cette protéine est délocalisée dans le cytoplasme, un phénotype bien 

reconnu dans la SLA, cela influe sur l’épissage de HNRNPA1 et par conséquent, l’expression 

de la protéine, hnRNP A1 et son isoforme longue, hnRNP A1B est augmentée. Cette 

augmentation de hnRNP A1B se traduit, selon les expérimentations effectuées, par un effet 

toxique entraînant la mort cellulaire. De plus, l’analyse de tissus post-mortem de patients SLA 

a aussi montré que les tissus du SNC des patients sSLA sont enrichis en hnRNP A1B et arborent 

des inclusions cytoplasmiques dans les motoneurones, immunoréactives pour l’isoforme longue 

[205]. À la lumière de ces résultats et de ceux qui pointent la dérégulation de la cinétique des 

GS comme facteur contributif à la pathogenèse de la SLA [42, 146, 202, 215], l’étude de 

l’impact de hnRNP A1B se voulait la suite logique.  
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Nous avons déjà démontré que l’expression augmentée de hnRNP A1B est toxique pour 

la cellule. Les résultats présentés dans ce mémoire suggèrent que l’ajout des 52 acides aminés 

dans le PrLD résulte en une dynamique des GS altérée, les GS et PB montrent des défauts 

d’assemblage et cela se reflète sur la capacité de ces deux granules ribonucléoprotéines à 

s’amarrer ensemble. La vulnérabilité cellulaire pourrait être expliquée, du moins en partie, par 

ce défaut d’amarrage GS-PB. Cela, entraînant la dégradation d’ARNm destinés à la traduction, 

mais n’ayant pas pu être transféré aux GS. La surexpression de hnRNP A1B provoque, de plus, 

l’accumulation en agrégats cytoplasmiques de hnRNP A1B observés et quantifiés à l’aide du 

rapporteur Myc. Mes résultats permettent d’améliorer la compréhension de la fonction du 

variant de hnRNP A1 dans la réponse au stress et de mettre en lumière un élément 

supplémentaire de la conséquence de la délocalisation de TDP-43 dans le cytoplasme. 

Considérant ces résultats, le modèle proposé à la figure 13 tente d’expliquer la cascade 

d’évènements qui contribue à l’effet délétère sur la cellule. À partir de ce modèle, il est possible 

de penser que limiter l’expression de l’isoforme longue, à l’aide oligonucléotides antisens, 

permettrait de limiter le stress cellulaire induit par la surexpression de hnRNP A1B et par 

conséquent, avoir un effet positif favorisant la survie neuronale. Néanmoins, quoique 

prometteurs, les résultats présentés dans ce mémoire laissent plusieurs questions en suspens.  

 Les évidences recueillies pour ce mémoire pourront servir de base pour améliorer la 

compréhension du rôle et de la conséquence de l’expression augmentée de l’épissage alternatif, 

hnRNP A1B. Ensuite, il serait intéressant d’évaluer l’impact des mutants de hnRNP A1B, 

identifiés dans les patients SLA, sur la dynamique GS-PB. Pour y arriver, l’utilisation de cellules 

CB3 serait l’idéal, car elle n’exprime pas de façon endogène, hnRNP A1 [216].  
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À partir de ces cellules, créer des lignées cellulaires stables et inductibles, avec différents 

niveaux d’expression protéique qui pourront aider à déterminer quelle concentration de la 

protéine est nécessaire pour devenir toxique. De plus, étant donné leur particularité, les CB3 

permettront de comparer des cellules dépourvues de hnRNP A1, avec celles qui l’expriment, 

l’isoforme longue ainsi que leurs formes mutantes. De fait, les fonctions d’épissages, de navette 

nucléo-cytoplasmique, du potentiel rôle dans la dynamique des GS et PB pourront être étudiés. 

Cela dans le but d’approfondir les connaissances concernant ces protéines. Il serait aussi 

souhaitable d’utiliser des lignées neuronales, un modèle cellulaire plus représentatif pour étudier 

les mécanismes physiopathologiques, comme les NSC-34. Ces cellules, transfectées avec 

hnRNP A1B, pourront être observées en imagerie en temps réel « Live cell imaging » afin 

d’établir la séquence de formation de GS et d’agrégats et déterminer si ces deux évènements 

sont liés. Si ces événements sont dépendants l’un de l’autre, ou encore, si le niveau d’expression 

de la protéine est un facteur déterminant.  

 Les souris transgéniques sont des modèles largement utilisés pour étudier tous les aspects 

qui influent sur la pathogenèse et le développement de la SLA. Il existe de nombreux modèles 

murins transgéniques pour TDP-43, SOD1 et, en 2015, une équipe de chercheurs a mis au point 

la première souris transgénique C9ORF72 [217-220]. Ces modèles sont imparfaits car ils 

présentent souvent qu’un aspect ou un phénotype de la maladie. De plus, l’expression du 

phénotype à l’étude est souvent inconstante. Ces modèles permettent néanmoins, de mieux 

comprendre certains aspects de la pathogenèse de la SLA et peuvent servir de tremplin vers les 

études précliniques. À ce jour il n’existe pas de modèles murins qui n’expriment ni la forme 

humaine sauvage de hnRNP A1, ni ses mutations associées à la SLA et encore moins son 

isoforme longue, hnRNP A1B.  
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La création de ces modèles permettrait d’étudier, in vivo, l’effet de l’expression 

augmentée de hnRNP A1B sur l’agrégation cytoplasmique de la protéine. De plus, cela pourrait 

servir à déterminer quel niveau d’expression est requis pour que l’agrégation résulte en 

inclusions pathologiques. Ces modèles permettraient de déterminer si l’expression augmentée 

du variant de hnRNP A1 influe sur l’épissage d’autres protéines et si cela menace l’espérance 

de vie.  

 Les résultats présentés dans ce mémoire ainsi que les perspectives d’avenir qui peuvent 

en découler pourront permettre d’élucider des aspects très actuels de la recherche, non seulement 

de la SLA, mais aussi de la DFT ou encore, pour mieux comprendre l’atrophie multisystème. 

Ces ajouts de connaissances sont essentiels à l’élaboration de traitements pour enfin limiter le 

dessein mortel de la SLA. 
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Figure S1. Représentation de la cinétique des granules de stress . Les cellules HeLa, 
stressées, ont été transfectées avec les l’ADNc et leur rapporteur Myc indiqué. 
Quantification du % de cellules transfectées qui ont des GS. La moyenne de trois 
expérimentations indépendantes ± SEM a été mis en graphiques. * p< 0,05  
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