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RESUME

Les maladies par expansion de polyglutamine sont des
maladies neurodégénératives d’origine génétique incluant
la maladie de Huntington, plusieurs formes d’ataxies spino-
cérebelleuses, |'atrophie dentato-rubro-pallido-luysienne
et I"'amyotrophie spino-bulbaire. Ces maladies sont dues
a l'expansion du trinucléotide CAG dans les génes corres-
pondants codant pour une expansion d’homopolymére de
glutamine dans les protéines mutées. Elles se déclarent
généralement & 1'dge adulte, évoluent progressivement
et conduisent au décés des patients, dix & vingt ans aprés
I"apparition des premiers symptémes. La mutation se traduit
essentiellement par un changement des propriétés structurales
des protéines portant I'expansion et entraine ainsi plusieurs
dysfonctionnements cellulaires. Actuellement, les travaux de
recherche consistent & identifier les acteurs clés du processus
neurodégénératif dans le but de développer des stratégies
thérapeutiques efficaces dirigées contre ces maladies.

*Auteur Correspondant: Yvon TROTTIER

ABSTRAC

Polyglutamine expansion diseases are inherited neuro-
degenerative disorders including Huntington’s disease, several
types of spino-cerebellar ataxia, dentatorubral-pallido-luysian
atrophy and spinobulbar muscular atrophy. The diseases are
caused by an expansion of the CAG trinucleotide in the corres-
ponding genes coding for an expanded tract of glutamine
in the mutated proteins. Generally, the diseases appear in
mid-life, progress over time and lead to death ten to twenty
years after the onset of the first symptoms. The mutation is
mainly reflected by changes in the structural properties of the
host protein and thereby leads to several cellular dysfunctions.
Currently, research focus on identifying key actors of the neuro-
degenerative process in order to develop effective therapies
directed against these diseases.
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INTRODUCTION

Les maladies par expansion de polyglutamine constituent
un groupe de neuf maladies neurodégénératives hérédi-
taires, qui se déclarent principalement & I’dge adulte. La
neurodégénerescence et les symptémes cliniques associés
progressent sur une période de 10 & 20 ans et conduisent
irrémédiablement au décés des patients. Actuellement, il
n’existe aucun traitement pour prévenir, ni pour retarder, le
processus neurodégénératif. Quinze ans aprés 'identification
de la premiére mutation par expansion de polyglutamine,
les mécanismes moléculaires sous-jacents restent & préciser.
Cependant des progrés récents apportent & la fois, une meil-
leure compréhension du processus neurodégénératif et une
base au développement de stratégies thérapeutiques.

a premiére chorée héréditaire fut décrite en 1872 par

Georges Huntington et fut nommée plus tard maladie
de Huntington (MH) [MIM 143100]. Considérée alors
comme une « curiosité médicale », la MH est devenue une
des maladies neurodégénératives les plus étudiées. Le géne
causant la MH a été cloné en 1993 (The Huntington’s Di-
sease Collaborative Research Group, 1993). Il contient une
série de trinucléotides CAG disposés en tandem et dirigeant
la synthése d’un homopolymére de glutamine, nommé polyQ
ou polyglutamine, dans la protéine huntingtine. Au sein de
la population normale, le nombre de CAG est polymorphe,
mais ne dépasse jamais le seuil critique de 35 répétitions.
Uexpansion du nombre de répétitions CAG au-deld de ce
seuil est a "origine de la MH (Myers, 2004) (Figure 1). Plus
I"expansion est longue, plus la maladie se déclare 16t et plus
les symptémes sont graves. Ainsi, les patients ayant des
alleles mutés contenant 40 & 60 CAG montrent les premiers
symptémes de la maladie & I'adge adulte alors que ceux ayant
plus de répétitions (jusqu’a plus de 100 CAG) sont atteints
dés I"enfance et beaucoup plus sévérement.

CAS NORMAL

Promoten SUTR Exon IUTR

mm

MALADIE

m La mutation - Une répétition du trinucléotide CAG se retrouve dans la partie
codante des génes responsables de maladies par expansion de polyglutamine (polyQ). Le
triplet CAG code pour I'acide aminé glutamine (Q) dans la protéine correspondante. Lorsque
le nombre de répétitions dépasse un seuil pathologique, il y a une expansion de polyQ dans
la protéine et la maladie se déclare.

omme pour la MH, les 8 autres maladies neuro-

dégénératives causées par des expansions de CAG/
polyQ connues & ce jour montrent une corrélation inverse
entre I'age d’apparition des premiers symptémes et la taille de
I"expansion. Ces maladies sont I'atrophie dentato-rubro-pal-
lido-luysienne (DRPLA) [MIM 125370], I'amyotrophie spino-
bulbaire (SBMA ou maladie de Kennedy) [MIM 313200],
ainsi que plusieurs formes d’ataxies spinocérebelleuses
(SCAs) : SCAT [MIM 164400], SCA2 [MIM 183090], SCA3
[MIM 109150], SCA6 [MIM 183086], SCA7 [MIM 164500]
et SCA17 [MIM 607136] (Zoghbi et Orr, 2000) (Tableau 1).
Toutes sont transmises selon le mode autosomique dominant,
a I'exception de SBMA qui est transmise par le chromosome
X. La MH est la maladie par expansion de CAG/polyQ la
plus fréquente avec une prévalence de 1 individu atteint sur
12 000 en Amérique du nord et en Europe.

is & part le domaine polyQ, les protéines impliquées

dans ces 9 maladies ne présentent pas de caractéri-
stiques communes. En effet, chacune d’elles a une composi-
tion en acides aminés et un poids moléculaire unique, se
retrouve dans des compartiments subcellulaires différents,
interagit avec des partenaires spécifiques et participe & des
fonctions distinctes. Les 9 protéines sont exprimées ubiqui-
tairement dans des tissus nerveux ou non, ce qui confraste
curieusement avec la dégénérescence préférentielle de cer-
taines régions du systéme nerveux, propre & chacune des
pathologies (Tableau 1).

Quel est I'impact de |I'expansion de polyQ sur les
protéines mutées et comment celles-ci causent une
dégénérescence sélective restent des questions ouvertes.
Dans cetfte revue, nous discuterons des avancées récentes
qui apportent certains éléments de réponse & ces questions
et ouvrent la voie & |"élaboration de stratégies thérapeutiques.

L'EXPANSION CAG CONFERE UN GAIN DE FONCTION

Il est admis que |"expansion de polyQ confére aux protéines
mutées un gain de fonction, et plus précisément un gain
de nouvelles propriétés toxiques. En effet, I'invalidation des
génes correspondants chez la souris menant & une perte de
fonction totale (génotype : -/-), ou partielle (génotype : +/-)
ne reproduit pas les pathologies humaines (Bates et Gonitel,
2006; Martianov et al., 2002; Schmitt et al., 2007). Pour
modéliser ces maladies chez la souris, il est nécessaire, soit
d’introduire une copie du géne muté par transgenése, soit de
créer une expansion CAG & l'intérieur méme du géne murin
par la méthode knock-in (Bates et Gonitel, 2006).

"hypothése d’un gain de propriétés toxiques a été expli-
citement démontrée par |'insertion d’une expansion de
CAG dans le géne Hprt (Hypoxanthine phosphoribosyl trans-
ferase), un géne qui n’est pas relié aux maladies & polyQ: ces
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Mode de
Transmission

Localisation
subcellulaire

Maladie Protéine

Nombre de répétitions
pathologiques
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Régions préférentiellement
affectées

MH Autosomique  Huntingtine  Cytoplasmique/ 36-121 Striatum - Cortex Cérébral
Dominant ucléaire
SBMA Lige a I'X Récepteur & Nucléaire 38-62 Corne antérieure - Bulbe - Ganglion
Dominant I'androgéne spinal postérieur
DRPLA Autosomique  Atrophine-1  Nucléaire 49-88 Cervelet - Cortex Cérébral - Noyaux
Dominant gris centraux - Corps de Luys
SCA1 “ Ataxine-1 Nucléaire 40-82 Cellules de Purkinje - Noyau denté -
Tronc cérébral
SCA2 “ Ataxine-2 Cytoplasmique 32-200 Cellules de Purkinje - Tronc cérébral -
Lobes frontotemporaux
SCA3 “ Ataxine-3 Cytoplasmique/ 61-84 Noyau denté - Noyaux gris centraux -
Nucléaire Tronc cérébral - Moelle épiniére
SCA6 “ * Membranaire 20-29 Cellules de Purkin]'le - Noyau denté -
Noyau olivaire intérieur
SCA7 “ Ataxine-7 Nucléaire 37-306 Cervelet - Tronc cérébral - Macula -
Cortex visuel
SCA17 “ Protéine de Nucléaire 47-63 Cellules de Purkinje - Noyau olivaire
lioison & la inférieur
boite TATA

Caractéristiques des maladies par expansion de polyglutamine.
* Sous-unité alA d’un canal calcique voltage-dépendant de type P/Q.

souris développent un phénotype neurologique et meurent
prématurément, alors que les souris ayant subi I'invalidation
du géne Hprt ne présentent pas un tel phénotype (Ordway
etal., 1997).

algré "acquisition de nouvelles propriétés toxiques,

la protéine mutée conserve sa fonction normale. En
effet, I'invalidation totale du géne mh (génotype : -/-) chez
la souris cause une létalité embryonnaire (Bates et Goni-
tel, 2006), alors que les souris modéles MH, qui expriment
uniquement le géne muté (génotype : expansion/- ou trans-
génique -/-) se développent normalement. Cependant, ces
souris présentent des problémes d’ordre neurologique & I'age
adulte montrant ainsi que la toxicité de la protéine mutée
apparait au cours du vieillissement de |'animal (Leavitt et
al., 2001; Van Raamsdonk et al., 2005; White et al., 1997).

| est également proposé qu’une perte de fonction par-

tielle des protéines puisse étre responsable de certains
aspects de la pathologie. En effet, une des fonctions de la
huntingtine normale est anti-apoptotique. Son inactivation
conditionnelle dans le cerveau de la souris adulte cause une
dégénérescence du striatum, la région la plus affectée dans
la pathologie (Dragatsis et al., 2000). Les souris modéles
MH développent des symptémes neurologiques plus sévéres
en "absence de la huntingtine normale (Van Raamsdonk et

al., 2005). Ces observations suggérent qu’une fois que le
processus pathologique est engagé, une perte partielle de
la fonction de la huntingtine normale pourrait aggraver la
maladie. Ce scénario semble aussi étre présent au cours de
la pathogenése de SBMA, maladie causée par I'expansion
de polyQ dans le récepteur aux androgénes. En effet, les
patients SBMA présentent, en plus des défauts moteurs, une
insensibilit¢ aux androgénes, ce qui est typiquement la con-
séquence des mutations perte de fonction du récepteur aux
androgénes (Katsuno et al., 2004).

['ALLONGEMENT DE L'EXPANSION POLYQ MODIFIE LES PROPRIETES
DES PROTEINE

Les études biochimiques montrent que les protéines qui
portent une expansion de polyQ présentent des défauts de
repliement qui sont vraisemblablement & 'origine de plus-
ieurs autres anomalies protéiques telles que I'agrégation,
la protéolyse ainsi que des défauts de localisation subcel-
lulaire, de maturation post-traductionnelle et d’interaction
avec d’autres partenaires moléculaires (Figure 2). Ces défauts
de « comportement » des protéines portant une expansion
de polyQ semblent en relation étroite avec le processus
pathogénique.
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m Les défauts des protéines mutées

Les protéines mutées présentent plusieurs défauts associés au processus pathogénique.
Sous leurs formes entieres, elles interagissent anormalement avec leurs différents parte-
naires. De plus, ces protéines sont clivées et généerent un fragment contenant I'expansion
polyglutamine. Lexpansion est responsable d’'un changement de conformation qui favorise
le processus d’agrégation. Ce processus passe par différents intermédiaires toxiques ou
non-toxiques et aboutit a la formation d’inclusions nucléaires.

Les agrégats protéiques

Max Perutz, récipiendaire du prix Nobel de chimie en 1962, a
été le premier & montrer que les propriétés biophysiques des
polyQ leur permettaient de s’associer entre elles et de former
des agrégats in vitro (Perutz et al., 1994). Ces agrégats haute-
ment structurés s’apparentent aux fibres amyloides retrouvées
dans d’autres maladies neurodégénératives dites « protéino-
pathies », telles que la Maladie d’Alzheimer [MIM 104300],
la maladie de Parkinson [MIM 168600] et la sclérose amyo-
trophique latérale [MIM 105400] (Ross et Poirier, 2004).
Les agrégats de protéines mutées ont été identifiés dans le
cerveau des patients atteints de maladies par expansion de
polyQ ainsi que dans les modéles murins et cellulaires de ces
maladies (Figure 3). Ces agrégats, qui sont révélés par les
méthodes d'immunohistochimie & |'aide d’anticorps dirigés
contre les protéines mutées, prennent généralement la forme
d’inclusions nucléaires, et parfois d’inclusions cytoplasmiques
comme dans le cas de la MH. Ces inclusions témoignent d’un
défaut de repliement des protéines mutées, dans lesquelles
I"expansion de polyQ serait apte & promouvoir leur agréga-
tion dans les neurones.

Lo découverte des inclusions dans le cerveau des patients
a d’abord permis de suggérer que ces entités pourraient
&tre responsables de la pathologie. Les premiéres études ont
montré que les inclusions étaient présentes chez les patients
atteints de la MH, mais absentes chez les personnes pré-
symptomatiques (DiFiglia et al., 1997). De méme, le premier
modéle murin de la MH , R6/2, présente des inclusions dans
le cortex et le striatum, régions principalement affectées dans
la maladie, juste avant I'apparition des symptémes (Davies
et al., 1997). Comme les inclusions sont aussi reconnues
par des anticorps dirigés contre des facteurs de transcri-
ption, de protéines chaperones et de sous-unités des protéa-
somes (Cummings et al., 1998; McCampbell et al., 2000;
Muchowski et Wacker, 2005; Wacker et al., 2004), ceci

suggeére que les inclusions seraient toxiques en séquestrant

des protéines cellulaires, et en les détournant ainsi de leur
fonction normale.

TouTefois, des études subséquentes ont mis en évidence
une absence de corrélation entre les inclusions et la
pathogénicité. D'abord, des études immunohistochimiques
plus poussées montrent que la distribution des inclusions dans
le cerveau des patients atteints de la MH ou de SCA7 ne cor-
respond pas strictement & la neuropathologie (Gutekunst et
al., 1999; Rub et al., 2006). Ensuite, chez les souris modéles
SCA1 et SCA7, les inclusions ne sont détectées qu’aprés
I'apparition des premiers symptémes neurologiques (Watase
et al., 2002; Yoo et al., 2003). D’autres manipulations
génétiques chez les souris modéles -délétion du domaine
d’auto-association de la protéine ataxine-1 mutée impliquée
dans SCA1 (Klement et al., 1998) ou invalidation de géne
contrélant la dégradation des protéines (I'ubiquitine ligase
E6-AP) (Cummings et al., 1999)- mettent en évidence une
dissociation entre la pathologie et la présence d’inclusions.

Enfin, dans les modéles cellulaires de la MH, les agré-
gats de huntingtine mutées apparaissent mémes
bénéfiques pour la survie cellulaire, menant & |’hypothése
d’agrégats protec-teurs (Arrasate et al., 2004; Saudou
et al., 1998). En accord avec ce réle protecteur, il a été
montré que les agrégats peuvent séquestrer une protéine
kinase nommée mTOR (mammalian Target Of Rapamycin).
mTOR est & la fois un inhibiteur de I'autophagie -un mécan-
isme par lequel la cellule dégrade une partie de son contenu
protéique-, et un stimulateur de la synthése protéique. La
séquestration provoquerait la perte de fonction de mTOR,
stimulerait I'autophagie et inhiberait la synthése protéique,
ce qui ménerait & terme & une diminution de la huntingtine
mutée et produirait des effets bénéfiques sur la survie des
cellules (Ravikumar et al., 2004; Wyttenbach et al., 2008).

Lo controverse au sujet des agrégats pathogéniques,
protecteurs ou inertes, semble trouver une issue avec
des études récentes in vitro montrant que lors du proces-
sus d’agrégation, plusieurs formes supramoléculaires sont
générées, incluant des oligoméres, des protofibrilles solubles
et des fibres amyloides insolubles, lesquelles sont vraisem-
blablement les composants majeurs des inclusions (Ross et
Poirier, 2005). Or, il apparait que les formes oligomériques
sont beaucoup plus toxiques que les fibres amyloides dans
les modeéles cellulaires (Demuro et al., 2005; Nagai et al.,
2007). Les oligoméres semblent capables de s’intégrer dans
les membranes lipidiques et compromettre leur intégrité, qui
est nécessaire pour un grand nombre de fonctions telles que
la régulation des flux ioniques, "activité mitochondriale et
la transmission synaptique (Demuro et al., 2005; Kayed et
al., 2004).
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Si la distribution des inclusions dans le cerveau des
patients est mal corrélée avec la neuropathologie,
u'en est-il des oligomeéres 2 Bien qu’il existe des anticorps
q g q p

qui peuvent révéler spécifiquement les formes oligomériques
(Kayed et al., 2003; O’'Nuallain et Wetzel, 2002), la présence
des oligomeéres dans le cerveau de patients atteints de mala-
dies par expansion de polyQ n'a pas été démontrée a ce
jour. En revanche, pour la maladie d’Alzheimer, au cours
de laquelle I'agrégation de la protéine B-amyloide dans les
plaques séniles passe aussi par des formes intermédiaires,
les oligoméres ont pu étre isolés biochimiquement dans les
cerveaux de patients et de modéles murins (Walsh et Selkoe,
2007). Ces oligoméres extraits de cerveaux Alzheimer ont
des effets toxiques sur la structure et la fonction des syn-
apses lorsqu’ils sont injectés dans des cerveaux de rats sains
(Shankar et al., 2008). Contrairement aux oligoméres de
la maladie d’Alzheimer, qui sont principalement extracellu-
laires, ceux associés aux maladies par expansion de polyQ
sont intracellulaires et seraient ainsi plus difficiles & mettre
en évidence.

omme nous le verrons plus loin, la mise en évidence de
diverses formes agrégées a eu une importance majeure
dans le développement de stratégies thérapeutiques visant &
prévenir la formation d’agrégats toxiques pour les neurones.

La protéolyse des protéines mutées

Dés la découverte des inclusions dans le cerveau de patients
atteints de la MH, il a ét¢ reconnu que celles-ci étaient
formées par des fragments de huntingtine portant I’expansion
de polyQ (DiFiglia et al., 1997). Dans les cultures cellulaires
modeéles, il est apparu que plus les fragments de huntingtine
étaient petits, plus ils étaient disposés & s’agréger (Lunkes et
Mandel, 1998; Lunkes et al., 1998). Ainsi la protéolyse de
la huntingtine mutée serait une des premiéres étapes menant
d la formation d’agrégats dans les neurones.

lUimportance de la protéolyse dans le processus d’agrégation

m Les inclusions nucléaires

Les cellules NG108 ont été transfectées avec un fragment de la huntingtine portant
20Q (Htt20Q) ou 150Q (Htt150Q), puis différenciées en neurones pour une période
de 6 jours. Ensuite, les cellules ont été fixées, perméabilisées et immunomarquées
a I'aide d’un anticorps anti-huntingtine (vert) et anti-synaptophysine (rouge). Le
noyau a été marqué par coloration du DAPI. L'analyse par microscopie de fluores-
cence montre que la Htt20Q a une localisation diffuse dans le cytoplasme et le
noyau (panneau du haut), alors que la Htt150Q forme des inclusions nucléaires
(panneau du bas).

a été reconnue également dans DRPLA, SCA3, SCA7, SCA17
et SBMA (Tarlac et Storey, 2003). Toutefois, dans la MH oU la
huntingtine est principalement localisée dans le cytoplasme,
la protéolyse conditionne non seulement |'agrégation mais
aussi la franslocation des fragments dans le noyau, qui semble
&tre un siége important de la toxicité de la huntingtine mutée.

Le processus de protéolyse de la huntingtine est com-
plexe. En effet, différentes études ont identifié plu-
sieurs sites de clivage de la protéine, et impliquant diverses
endopeptidases de la famille des caspases, des calpaines ou
possiblement des aspartyl. (Gafni et Ellerby, 2002; Goldberg
etal., 1996; Kim et al., 2001; Lunkes et al., 2002; Welling-
ton et al., 1998).

es données récentes impliquent plus spécifiquement

la caspase-6 dans la protéolyse de la huntingtine et
la pathogenése de la MH. Ainsi, dans une étude publiée en
2006 (Graham et al., 2006), les auteurs ont généré deux
modéles murins de MH: le premier exprime la huntingtine
mutée résistante au clivage par la caspase-3 alors que le
second exprime la huntingtine mutée résistante au clivage
par la caspase-6. Les souris qui expriment la huntingtine rési-
stante au clivage par la caspase-3 développent la maladie
comme les souris MH ayant la huntingtine mutée non modi-
ficge. Al'inverse, celles qui expriment la huntingtine résistante
au clivage par la caspase-6 ne développent pas la maladie.
De plus, ces derniéres sont protégées contre certains stimuli
toxiques pour les neurones tel que le stress excitotoxique ou
les substances neurotoxiques. Ainsi, la protéolyse de la hun-
tingtine par la caspase-6 semble importante dans le proces-
sus pathologique. Dans une étude subséquente, les mémes
auteurs ont montré que les fragments huntingtine générés
par la caspase 6 co-localisent avec la forme active de la cas-
pase-6 dans les noyaux des cellules striatales, tandis que ceux
générés par les caspases-2/3 se retrouvent dans la région
périnucléaire de ces cellules (Warby et al., 2008). La localisa-
tion nucléaire des fragments générés par la caspase-6 serait
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ainsi responsable de leur toxicité.

Les modifications post-traductionnelles des protéines
mutées.

Outre |'expansion de polyQ, les protéines mutées semblent
subir des modifications post-traductionnelles différentes des
protéines normales correspondantes, et ces modifications
pourraient moduler la toxicité en altérant la localisation
subcellulaire, la protéolyse, ainsi que I'aptitude & s’accumuler,
& s'agréger ou & interagir avec d’autres partenaires.

ans la MH, plusieurs sites de phosphorylation de la

huntingtine ont été identifiés (Schilling et al., 2006),
mais la phosphorylation des sérine-421 (S421), sérine-434
(S434), sérine-536 (5536), sérine-1181 (S1181) et sérine-
1201 (S1201) semble spécifiquement impliquée dans la
pathogenése de la MH, puisque le niveau de phospho-
rylation de la huntingtine mutée & ces sites conditionnerait
sa protéolyse et son agrégation. A titre d’exemple, il a été
montré que les kinases Akt/Protein kinase B (Protéine kinase
sérine-thréonine) et SGK (serum- and glucocorticoid-induced
kinase) étaient responsables de la phosphorylation du site
S421. Dans la pathologie, I"activité kinase Akt/Protein kinase
B est dérégulée et la huntingtine mutée est moins phospho-
rylée sur la S421 que la huntingtine normale (Colin et al.,
2005; Pardo et al., 2006; Warby et al., 2005). De facon
intéressante, |'augmentation de I'activité AKT/PKB et SGK
rend la huntingtine mutée moins toxique dans des cultures
cellulaires modéles (Humbert et al., 2002; Rangone et al.,
2004). De plus, un article récent a montré que la huntingtine
mutée portant un acide aspartique & la place de la S421,
mimant ainsi une phosphorylation constitutive, assure entiére-
ment sa fonction dans le transport axonal, au contraire de la
protéine mutée hypophosphorylée (Zala et al., 2008).

De la méme maniére, il a ét¢ montré dans un modéle
cellulaire que I'augmentation de la phosphorylation
de la S434 par la kinase cdk5 (cyclin-dependent-kinase 5)
réduit la protéolyse de la huntingtine mutée par les caspases
et diminue ainsi sa toxicité (Luo et al., 2005). De plus, la
mutation de la S536 en acide aspartique inhibe la pro-
téolyse par la calpaine et réduit la toxicité de la hunting-
tine mutée (Schilling et al., 2006). Enfin, la huntingtine est
également phosphorylée par cdk5 surles S1181 et S1201 et
cette phosphorylation, qui est régulée en réponse aux dom-
mages & I’ADN, conditionne la neurotoxicité de la protéine.
En effet, les dommages & I’ADN résultant du métabolisme
cellulaire normal activent cdk5 qui phosphoryle les résidus
S1181 et S1201 de la huntingtine. La protéine ainsi phos-
phorylée, blogque la mort neuronale. Cependant, dans les
stades avancés de la MH, on observe une accumulation de
dommages & I’ADN qui sont responsables de la diminution
de l"activité de cdk5 et de la phosphorylation de la hunting-
tine enfrainant ainsi une augmentation de la mort neuronale

(Anne et al., 2007).

a palmitoylation est une autre modification post-tra-

ductionnelle de la huntingtine, essentielle & sa fonction.
addition d’un acide palmitique est faite sur la cystéine 214
par la palmitoyl transférase HIP14 (Huntingtin Interacting Pro-
tein 14). Lexpansion polyQ de la huntingtine mutée diminue
I"interaction entre la protéine et HIP14 ce qui entraine une
diminution de son niveau de palmitoylation. La mutation
du site de palmitoylation ou la sous-expression de HIP14
accélérent la formation d’inclusions et augmentent la toxicité
neuronale. Dans le méme esprit, la sur-expression de HIP14
réduit la formation d’inclusions (Yanai et al., 2006).

Comme plusieurs autres protéines, la huntingtine est
également soumise a |'ubiquitination, une marque qui
la destine & la dégradation par le protéasome (Kalchman et
al., 1996). Elle peut également subir une sumoylation, réac-
tion aboutissant & la licison covalente de protéines SUMO
(small ubiquitin-like modifiers) sur une lysine. En termes de
mécanismes, la sumoylation est proche de I'ubiquitination ;
cependant, I'implication fonctionnelle est trés différente. Alors
que |'ubiquitination stimule généralement la dégradation des
protéines marquées, la sumoylation entraine un change-
ment des propriétés des protéines, modulant les interactions
protéine-protéine et protéine-ADN, I'activité transcription-
nelle, le trafic intracellulaire, etc (Geiss-Friedlander et Mel-
chior, 2007). Dans le cas de MH, il a été démontré dans
un modeéle drosophile que la sumoylation d’un fragment de
huntingtine mutée augmente la neurodégénerescence alors
que l'invalidation des sites de sumoylation réduit la neu-
rodégénérescence. Au niveau moléculaire, la sumoylation
stabilise la huntingtine et augmente son activité de répression
transcriptionnelle (Steffan et al., 2004).

nfin, la huntingtine peut étre également acétylée.

Une publication récente montre I'effet protecteur de
I"acétylation de la huntingtine mutée sur la lysisne 444 (K444)
dans des modeéles cellulaires ainsi que dans un modéle trans-
génique du nématode C. elegans. Cette modification post-
traductionnelle facilite la dégradation de la protéine mutée
par autophagie et provoque un effet neuroprotecteur (Jeong
et al., 2009).

Ainsi, les modifications post-traductionnelles jouent un
réle important dans la modulation des activités de la
huntingtine. Ces mémes observations ont été faites dans le
cas d’autres protéines & polyQ, notamment I'ataxine-1. Il a
été montré que la sérine 776 de cette protéine est phospho-
rylée et que l'invalidation de ce site empéche la formation
d’inclusions nucléaires dans un modéle cellulaire. De plus,
des souris SCA1 dans lesquelles ce site est muté montrent
une diminution de la neurodégénerescence (Emamian et al.,
2003). Au niveau moléculaire, I'ataxine-1 est phosphorylée
par Akt et se lie & la protéine régulatrice multi-fonctionnelle
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14-3-3. Cette licison stabilise |'ataxine-1 et diminue sa
dégradation (Chen et al., 2003).

Interactions anormales avec les partenaires protéiques

Il est difficile d’expliquer la sélectivité de Iafteinte neuronale des
pathologies & polyQ puisque, dans chaque cas, I’expression
des protéines mutées est ubiquitaire. Il a été initialement
proposé que la foxicité restreinte & certains neurones soit le
résultat d’une inferaction aberrante entre la protéine mutée
et une protéine partenaire exclusivement exprimée dans ces
mémes neurones. Pour tester cette hypothése, plusieurs études
visant & identifier des interacteurs ont été conduites et de
nombreux candidats ont été ainsi identifiés : pour exemples,
voir (Goehler et al., 2004; Kaltenbach et al., 2007; Lim
et al., 2006). Plusieurs revues récentes discutent de facon
détaillée ces interacteurs candidats et leur implication poten-
tielle dans la pathogenése (Borrell-Pages et al., 2006; Harjes
et Wanker, 2003; Li et Li, 2004). Nous nous concentrerons
ici sur des notions importantes découlant de ces études et sur
les avancées récentes les plus notables.

U n premier aspect important résultant de ces études
est le fait que les inferacteurs nous renseignent sur
les fonctions cellulaires des protéines impliquées dans les
maladies par expansion de polyQ. Ainsi, la huntingtine
serait impliquée dans "endocytose, le transport vésiculaire,
la transmission synaptique, la régulation du calcium, ou la
transcription via des interactions avec des partenaires tels que
Hip1 (Huntingtin-interacting protein 1), Hap1 (Huntingtin-
associated protein 1), Psd95 (postsynaptic density 95), IP3R1
(Inositol 1,4,5 trisphosphate Receptor type 1) et Sp1 (Specifi-
city protein 1), respectivement (Harjes et Wanker, 2003; Li et
Li, 2004). Un deuxiéme aspect, plus important encore, est
que l"expansion de polyQ module positivement ou négative-
ment les interactions. En effet, la huntingtine mutée interagit
plus fortement avec l'interacteur Hap1 que la huntingtine
normale; inversement, la huntingtine normale interagit plus
fortement avec l'interacteur Hip1 que la huntingtine mutée.
Ces informations apportent donc une base moléculaire aux
défauts fonctionnels liés & I'endocytose, le transport vésicu-
laire, la transmission synaptique, la régulation du calcium
et la transcription, observés dans les modéles murins et cel-
lulaires de la MH ainsi que chez certains patients (Harjes et
Wanker, 2003; Li et Li, 2004). Ainsi, la pathogenése de la
MH serait due en partie & une dysfonction interactionnelle
de la huntingtine mutée. Comme mentionné précédemment,
cette dysfonction « toxique » de la protéine mutée s’amplifie
au cours du vieillissement.

n schéma similaire peut étre dressé pour les autres
maladies par expansion de polyQ. Des études
récentes sur SCA1 apportent des éléments supplémentaires &
ce schéma. L'ataxine-1 semble faire partie de deux complexes
protéiques distincts caractérisés par la présence de la protéine

de licison & I’ARN, RBM17, dans le premier, et du répresseur
transcriptionnel capicua dans le deuxiéme (Lim et al., 2008).
Lexpansion de polyQ semble favoriser I'interaction entre
I'ataxine-1 mutée et le complexe RBM17, au détriment du
complexe capicua. Pour tester I'impact de cette distribution
sur la pathogenése, les auteurs ont développé un modéle
SCA1 chez la drosophile oU la neurodégénerescence survient
au niveau des organes visuels, les ommatidies. Le modéle
drosophile se préte bien aux études de neurodégénérescence,
car il est plus facile et rapide & manipuler que les modéles
murins. Les résultats montrent qu’une diminution du com-
plexe RBM17 protége les drosophiles contre la dégénéres-
cence neuronale, alors qu’une augmentation du complexe
favorise la dégénérescence. A l'inverse, |'augmentation
des niveaux de capicua protége contre la dégénérescence
(Lam et al., 2006). Ainsi, en modulant les interactions de
I'ataxine-1 mutée, |'expansion de polyQ favorise un gain
de fonction toxique du complexe RBM17, et une perte de
fonction protectrice du complexe capicua. Il est important
d’ajouter que RBM17 est fortement exprimée dans les cel-
lules Purkinje du cervelet, la région la plus affectée dans
SCA1. Les auteurs de ces études sont allés encore plus loin
dans leur analyse, & I'aide d’un modéle murin de SCAT.
Ces souris comme les patients présentent une dégénéres-
cence de cellules de Purkinje du cervelet et développent un
phénotype ataxique. Les auteurs ont découvert une protéine
similaire & I'ataxine-1 qu’ils ont nommé ataxine-1b. Cette
derniére est présente dans les mémes complexes protéiques
que l'ataxine-1 ; vraisemblablement I'ataxine-1 et I'ataxine-
1b sont interchangeables au sein de ces complexes. Par
manipulation génétique chez la souris, ils ont dupliqué le
géne ataxine-1b, pour créer ainsi quatre copies du géne au
lieu de deux. lls ont postulé que I'augmentation du niveau
protéique de 'ataxine-1b déplacerait I'ataxine-1 mutée des
complexes et diminuerait ainsi les effets toxiques. En effet, les
souris SCA1 exprimant quatre copies de |'ataxine-1b sont en
partie protégées contre la neurodégénerescence (Bowman
et al., 2007).

Ces études apportent non seulement une confirmation
que les défauts d’interaction des protéines mutées
ont un réle important dans la pathogenése, mais aussi une
démonstration qu’en agissant sur ces interactions aberrantes
il est possible de préserver I'intégrité des neurones. Les inter-
acteurs sont donc & la fois des modulateurs génétiques de la
pathogenése et des cibles thérapeutiques potentielles. Con-
fortant cette notion, une équipe américaine a récemment
identifié¢ un nombre important d’interacteurs de la hunting-
tine mutée (Kaltenbach et al., 2007). A l'instar des études
sur SCAT1, les auteurs ont testé certains de ces interacteurs,
dans un modéle drosophile de la MH, pour voir si ils pouvai-
ent moduler la neurodégénerescence : 45% de ces interac-
teurs ont un effet modulateur sur le phénotype de la MH et
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pourraient ainsi étre des cibles thérapeutiques.

E‘ !!lll' EAU DE L'ARN, L'EXPANSION DE CAG A AUSSI DES EFFETS
J

Certaines maladies comme la dystrophie myotonique de
Steinert [160900] sont causées par des expansions de trinu-
cléotides CTG répétés localisés dans la région non codante
du géne, ce qui résulte en la production d’un ARN toxique
portant I'expansion CUG (Gatchel et Zoghbi, 2005). La
toxicité est due au fait que ces ARN sont piégés dans le
noyau au lieu d’'étre transportés vers le cytoplasme pour y
&tre traduits. De plus, ils adoptent une structure en épingle &
cheveu qui séquestre des protéines nucléaires essentielles a
la survie cellulaire. S'il est avéré que les maladies par expan-
sion CAG/polyQ sont causées par le dysfonctionnement des
protéines mutées, se pourrait-il qu'une partie de la toxicité
provienne de I’ARN messager portant I'expansion de CAG ¢

U ne étude récente a examiné cette question dans des
modeéles drosophiles SCA3 (Li et al., 2008). D'abord,
les auteurs ont constaté que les drosophiles qui expriment
un géne ataxine-3 avec une expansion pure de CAG sont
afteintes plus sévérement que les drosophiles portant une
expansion de CAG interrompus de CAA, codant également
pour la glutamine. Ainsi, bien que les drosophiles produ-
isent la méme protéine mutée, le phénotype différe suivant
la composition nucléotidique de I’ARN qui sert & les syn-
thétiser. Tout comme I'expansion de CUG, et contrairement
& I'expansion de CAG interrompus, I'expansion pure de CAG
peut former des structures en épingle & cheveu. UARN ainsi
structuré pourrait séquestrer des protéines nucléaires, causant
une toxicité qui s’additionne a celle produite par la protéine
mutée. Pour appuyer cette hypothése, les auteurs ont montré
que des drosophiles qui expriment une version du géne SCA3
avec |'expansion de CAG pure, pouvant étre transcrit en
ARN messager mais non traduit en protéine, développent un
phénotype neurologique avec un degré de dégénérescence
proportionnel au nombre de répétitions.

En conclusion, cette étude montre qu’en plus de la toxi-
cité liée aux protéines mutées, les ARN contenant une
expansion de CAG contribuent eux aussi a la pathologie.
'étude des modeles murins devrait permettre de confirmer
ou non la toxicité des ARN dans la pathogenése chez les
mammiféres.

ATTEINTES FONCTIONNELLES ET DEGENERESCENCE NEURONALE.

Les études des modéles murins des maladies par expansion de
CAG/polyQ ont montré que le processus physiopathologique
débute avant tout par une dysfonction neuronale et culmine
avec la disparition des neurones. Au cours de la maladie,
plusieurs fonctions cellulaires sont perturbées via un grand

nombre de dysfonctions de la protéine et de I’ARN messager
mutés. Le défi actuel est de déterminer quelles sont les dysfon-
ctions cellulaires les plus importantes pour la pathogenése,
de distinguer les dysfonctions primaires des conséquences
secondaires et enfin d’identifier celles qui pourraient étre
rétablies par une approche neuroprotectrice.

| semble que la toxicité des protéines mutées affecte

tout particulierement les fonctions du noyau. En effet, la
majorité des protéines impliquées dans ces maladies sont
naturellement localisées dans le noyau, et certaines d’entre
elles ont des fonctions bien documentées dans la régula-
tion des génes. C’est le cas du récepteur aux androgénes
et de la TATA-binding protein, deux facteurs de transcription
impliqués respectivement dans SBMA et SCA17, ainsi que
de I"ataxine-7, une sous-unité du complexe multiprotéique
régulateur de la transcription TFTC /STAGA, qui est impli-
quée dans SCA7. La huntingtine, I'ataxine-1, I'ataxine-3 et
I"atrophine-1 impliquées respectivement dans la MH, SCAT,
SCAS3 et DRPLA, interagissent avec des régulateurs ou com-
plexes-régulateurs de la transcription (Riley et Orr, 2006). De
plus, ces protéines mutées sont moins toxiques lorsqu’elles
sont maintenues hors du noyau des neurones (Benn et al,,
2005; Katsuno et al., 2002; Klement et al., 1998; Saudou
et al., 1998; Takeyama et al., 2002). Enfin, les profils trans-
criptionnels de systémes modéles (cellules en culture, levure,
drosophile ou souris) ou de cerveaux post-mortem de patients
ont révélé un nombre important d’altérations transcription-
nelles (Sugars et Rubinsztein, 2003).

es défauts transcriptionnels identifiés dans les mala-

dies par expansion de CAG/polyQ touchent des génes
impliqués dans diverses fonctions cellulaires incluant, entre
autres, la réponse au stress, la signalisation neuronale, la
régulation du calcium et I'inflammation (Hodges et al., 2006;
Luthi-Carter et al., 2002a; Luthi-Carter et al., 2002b; Luthi-
Carter et al., 2000; Serra et al., 2004). Bien que les dérégu-
lations transcriptionnelles aient des conséquences sérieuses
sur la fonction neuronale, il est difficile d’établir comment
elles sont générées et dans quelle mesure elles participent
4 la dysfonction neuronale. C’est ce que nous avons voulu
étudier dans notre laboratoire. Pour ce faire, nous avons
choisi d’étudier la dégénérescence neuronale dans la rétine
de souris ; la rétine est un tissu neuronal dont la fonction
est de capter et de transduire les stimuli lumineux au cer-
veau gréce & la présence de neurones hyperspécialisés, les
photorécepteurs. Ce tissu présente I"avantage d’avoir une
organisation neuronale multilamellaire définie. De plus, les
génes impliqués dans le développement et |'organisation
structurale de la rétine, la différenciation terminale des pho-
torécepteurs et la fonction de transduction de la lumiére sont
bien caractérisés. Notre laboratoire a développé un modéle
murin de SCA7, la seule maladie de cette famille & étre
associée & une rétinopathie, en exprimant spécifiquement

18 RMGH Avril 2010

Abou-Sleymane et al., Rev Med Genet Hum, 1:11-25



www.rmgh.org

I"ataxine-7 mutée dans les photorécepteurs (Yvert et al,,
2000). Les souris SCA7 montrent une atteinte fonctionnelle
de la rétine associée & une perte progressive de 'intégrité
morphologique des photorécepteurs. De facon étonnante,
les mémes anomalies phénotypiques ont été observées dans
un modéle murin atypique de la MH qui n‘exprime qu’un
fragment de la huntingtine mutée et qui développe ainsi une
rétinopathie contrairement aux patients MH (Helmlinger et
al., 2002). En étudiant les profils transcriptionnels de la rétine
de ces deux modeles, nous avons observé une importante
répression de génes spécifiques aux photorécepteurs, résultat
qui explique la perte d’intégrité morphologique et fonction-
nelle. Nous avons conclu que le programme génétique de
maintenance des photorécepteurs matures est compromis
autant par |'ataxine-7 mutée que par un fragment de la hunt-
ingtine mutée. Ces deux protéines & expansion de polyQ
perturbent |’expression des génes et entrainent une perte de
différentiation neuronale. Ce schéma de dégénérescence
neuronale pourrait expliquer la progression séquentielle des
maladies & polyQ, dans lesquelles une période de dysfon-
ction neuronale assez longue, probablement corrélée & une
perte de différentiation, précéde la mort cellulaire (Abou-
Sleymane et al., 2006).

n sus des dérégulations transcriptionnelles, d’autres

fonctions cellulaires semblent directement perturbées
par les protéines mutées. A titre d’exemple, les patients souf-
frant de la MH perdent du poids en dépit d’un apport cal-
orique suffisant (Djousse et al., 2002; Jenkins et al., 1993),
indiquant des défauts métaboliques. Leurs mitochondries sont
sensibles & la dépolarisation et présentent des défauts de
rétention du calcium (Lin et Beal, 20064). Pour causer ces
défauts, la huntingtine mutée perturbe les mitochondries de
deux maniéres : d’une par, elle se lierait aux mitochondries
et perturberait leurs membranes ; d’autre part, elle réprime-
rait I'activité de PGC-1a, qui est un co-activateur transcri-
ptionnel régulant la biogenése et la respiration mitochondri-
ale (Cui et al., 2006; Panov et al., 2002). Dans ce schéma,
la huntingtine mutée présente une toxicité a la fois dans le
noyau et le cytoplasme.

e surcroft, les défauts mitochondriaux dans la MH sem-

blent causer un stress oxydatif. Ce stress est accompa-
gné par |'augmentation des niveaux intracellulaires de radi-
caux libres actifs (HO:, O,—, NO:, etc.), qui ont pour cibles
I’ADN, les protéines et les lipides. Les tissus de patients et de
modeéles murins présentent en effet des lésions oxydatives de
I’ADN, comme le montre la présence du nucléoside oxydé
8-OHDG (8-hydroxydeoxyguanosine) (Chen et al., 2007). Il
est important de noter que le stress oxydatif est étroitement
associé au processus de vieillissement ainsi qu’aux maladies
neurodégénératives.

ne autre dérégulation cellulaire réside dans la pertur-

bation des systétmes de repliement et de dégradation
des protéines cellulaires. Avec la découverte que les agré-
gats cellulaires séquestrent des protéines chaperonnes, des
sous-unités de protéasome et |'ubiquitine, il est proposé que
ces systémes seraient perturbés. Une conséquence de ces
perturbations est I'accumulation délétére de protéines incor-
rectement structurées (Bence et al., 2001; Jana et al., 2001)
et de chaines polyubiquitinilées (Bennett et al., 2007). Cette
hypothése a été testée directement chez un modéle murin de
SCA7 & I'aide d’un géne rapporteur du systétme ubiquitine-
protéasome. L'étude ne révéle cependant aucune dérégula-
tion de l'activité des protéasomes (Bowman et al., 2005).
D’autres études sont donc requises pour établir définitivement
I'importance de cette dysfonction dans la pathogenése des
maladies par expansion de polyQ.

velques autres fonctions cellulaires sont altérées

dans les maladies par expansion de polyQ et ont
fait I'objet de revues récentes (Gil et Rego, 2008; Li et Li,
2006; Shao et Diamond, 2007) : elles ne seront donc pas
abordées ici. Dans le prochain paragraphe, nous présentons
les stratégies thérapeutiques les plus prometteuses.

LES VOIES THERAPEUTIQUES

La compréhension des mécanismes moléculaires associés aux
maladies par expansion de CAG/polyQ, permet le dévelop-
pement de stratégies thérapeutiques pour lutter contre ces
maladies. Ces stratégies peuvent étre divisées en quatre
groupes selon la cible visée : i) le géne muté ; ii) la protéine
mutée et ses dérivatifs, clivés ou agrégés ; iii) les dysfonctions
neuronales ; iv) les neurones dégénérés (Figure 4).

Prévenir |'expression du géne muté

La stratégie thérapeutique idéale consiste & prévenir
I"expression du géne muté. Depuis la découverte récente
des petits ARN non-codants, il est possible d’élaborer des
stratégies pour prévenir la synthése d’une protéine donnée
en interférant au niveau de I’ARN messager transcrit & partir
du géne correspondant. Dans les maladies par expansion de
polyQ, cette stratégie basée sur « I'’ARN interférence» ou ARNi
repose sur |’expression d’un ARN interférant dans le cerveau
& partir de vecteurs viraux. Elle a été testée avec succés dans
des modeéles murins, oU la réduction de I’expression du géne
muté a conduit & une diminution de la neurodégenerescence
(Bonini et La Spada, 2005; Harper et al., 2005; Xia et al.,
2004).

es premiéres expérimentations ont permis d’identifier
les limitations et les défis pour une application cli-
nique chez I'"humain. Une limitation de taille est que I’ARN
interférant réprime indifféremment |'expression de l'alléle
normal et de I'alléle muté. Or, comme discuté précédemment,
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m Les stratégies thérapeutiques

Les thérapies peuvent étre classées en quatre groupes distincts. a) Le premier groupe cible directement le gene muté a I'aide de I'utilisation d’un ARN interférant qui
prévient I'expression de ce géne. b) Le deuxiéme groupe cible les protéines mutées. Il s’agit d’activer les voies d’élimination des protéines mutées ainsi que de bloquer
les processus de clivage, d’adoption de conformation toxique et de formation d’intermédiaires toxiques lors du processus d’agrégation. c) Le troisieme groupe cible
les défauts cellulaires causés par I'expansion de polyglutamine tels que les défauts transcriptionnels. d) Le quatriéme groupe cible les neurones en dégénérescence a

I'aide de greffes neuronales.

la perte de fonction de certaines protéines normales peut
avoir des effets indésirables et accélérer la progression de la
pathologie. Par conséquent, il est préférable de développer
des stratégies ARNi qui répriment sélectivement |’expression
de l'alléle muté sans altérer celle de I'alléle normal. Chez
la souris, le probléme a été contourné en ciblant unique-
ment un transgéne d’origine humaine préalablement introduit
chez I'animal. Chez I'"humain, il existe des polymorphismes
ou les 2 allé

gles different au niveau d’un nucléotide ou SNP
(single nucleotide polymorphism) (Liu et al., 2008). En uti-
lisant un ARN interférant qui cible un SNP. van Bilsen et ses
collégues (van Bilsen et al., 2008) ont pu réprimer spécifique-
ment |expression du géne MH muté et diminuer de 80%
I'expression de la huntingtine portant I"expansion. Dans le
méme esprit, une étude récente a montré que cing construc-
tions d’ARN interférant, correspondant & trois sites SNP, pour-
raient étre utilisées pour le traitement de 75% des patients
de la MH en Europe et aux Etats Unis (Pfister et al., 2009).

D’oufres stratégies visent & limiter les effets délétéres
indésirables soit en dirigeant I’ARN interférant unique-
ment dans les régions neuronales les plus susceptibles & la
dégénérescence, soit en utilisant des promoteurs inductibles
pour moduler & souhait I'expression de I’ARN interférant et
ainsi 'intensité de I'effet répresseur.

tant donné que I'approche ARNi repose sur " utilisation
de vecteurs viraux, un aspect essentiel & la réussite
thérapeutique consiste & élaborer une méthode permettant

I"'administration efficace, précise et sécuritaire de vecteurs
viraux dans le cerveau. Les avancées récentes dans le dével-
oppement de vecteurs viraux pour la thérapie dans le sys-
téme nerveux central -essentiellement avec les lentivirus ou
les virus adéno-associés de différents sérotypes- sont trés
prometteuses.

Eliminer la protéine mutée et ses diverses formes toxiques

Comme la protéine mutée existe dans les cellules sous
diverses formes potentiellement toxiques -fragments de
protéolyse libres ou agrégés, formes non-phosphorylées,
formes nucléaires, etc- plusieurs stratégies visent & prévenir
ou & éliminer ces dérivatifs.

n premier lieu, il s’agirait d’activer les voies d’élimination

des protéines mutées. Les cellules éliminent les pro-
téines via deux mécanismes : le systéme ubiquitine-protéa-
some et les processus d’autophagie. Le systéme ubiquitine-
protéasome fonctionne par un mécanisme spécifique &
chaque protéine. Dans le cas du récepteur aux androgénes,
associé & SBMA, le processus de dégradation a été bien
étudié et fait intervenir une inferaction avec la chaperonne
Hsp90. Lorsque Hsp90 est inhibée par le composé 17-AAG
(17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin), la dégradation
du récepteur portant I'expansion de polyQ est accélérée, ce
qui procure un effet bénéfique sur la survie de souris modeéles
de SBMA (Waza et al., 2005). Bien que cette démonstration
reste unique & SBMA, il s’avére que les inhibiteurs d"Hsp90
ont des effets bénéfiques sur d’autres maladies par expansion
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de CAG/polyQ en induisant la synthése d’autres protéines
chaperonnes. Ces derniéres inhibent |'agrégation, comme
nous le verrons plus loin. Des inhibiteurs d’"Hsp90 sont actuel-
lement testés dans le traitement contre le cancer, et pourront
étre appliqués aux maladies par expansion de CAG/polyQ.
Une autre stratégie trés prometteuse pour I’élimination des
protéines mutées consiste & activer I'autophagie. La validité
de cette approche a été montrée en traitant des drosophiles
et des souris modéles de la MH avec la rapamycine ou un de
ses dérivés (Ravikumar et al., 2004). Ces molécules stimulent
I'autophagie en inhibant mTOR, évoqué plus haut. De plus,
il existe d’autres voies de régulation de I'autophagie, qui
sont actuellement en train d’étre caractérisées et qui pourront
étre ciblées pour activer I’élimination des protéines agrégées
(Williams et al., 2008).

ne deuxiéme stratégie thérapeutique serait d’empécher

la protéolyse qui génére les fragments de protéines
mutées qui produisent les agrégats (Tarlac et Storey, 2003).
Il est envisagé d’empécher la protéolyse en agissant sur les
endopeptidases a |'aide d'inhibiteurs. Les caspases, qui cliv-
ent la huntingtine et d’autres protéines portant une expan-
sion de polyQ, représentent une cible de choix puisque leur
inhibition pourrait avoir le double effet de prévenir la pro-
téolyse et de bloquer le processus apoptotique participant
& la dégénérescence. Etant donné le réle majeur de la cas-
pase-6 dans la protéolyse de la huntingtine, I'inhibition de
cette endopeptidase dans la MH semble trés prometteuse. De
plus, une meilleure caractérisation des diverses endopepti-
dases qui participent & la protéolyse des protéines mutées
pourrait identifier d’autres cibles pour la thérapie.

epuis la découverte des agrégats de polyQ, deux

types d’approches ont été principalement dévelop-
pées pour prévenir |'agrégation des protéines mutées. La
premiére a pour but de stimuler la synthése des protéines
chaperonnes Hsp70 et Hsp40, qui aident au repliement des
protéines et les empéchent de s’agréger sous une forme to-
xique (Bonini, 2002; Jorgensen et al., 2007; Muchowski
et al., 2000; Muchowski et Wacker, 2005). Les inhibiteurs
d’Hsp90 induisent la synthése d’"Hsp70 et Hsp40 et plusieurs
études attestent de leur efficacité pour protéger les cellules
contre la dégénérescence induite par les protéines mutées
(Fujikake et al., 2008; Hay et al., 2004; Sittler et al., 2001;
Zhang et Sarge, 2007). Ainsi, les inhibiteurs de Hsp90 pour-
raient aussi étre envisagés pour le traitement, non seule-
ment de SBMA, mais aussi d’autres maladies & polyQ. La
deuxiéme approche visant les inclusions consiste & utiliser
des molécules capables d’inhiber directement la formation
d’agrégats. Plusieurs études ont été dédiées a |'identification
de telles molécules in vitro (Desai et al., 2006; Heiser et al.,
2002; Heiser et al., 2000; Wang et al., 2005; Zhang et al.,
2005). Ces molécules ont montré une certaine efficacité &
prévenir la toxicité des protéines mutées dans les modéles

simples de ces maladies tels que les modéles cellulaires et les
modeéles de drosophiles. Cependant, cette efficacité n'a pas
été clairement reproduite dans les modéles murins (Chopra
et al., 2007; Sanchez et al., 2003; Tanaka et al., 2004).
Une raison possible de ce manque d’efficacité serait que
ces molécules inhibent la formation de fibres de type amy-
loide, alors que nous savons depuis peu que d’autres formes
intermédiaires d’agrégation seraient plus toxiques et ainsi de
meilleures cibles thérapeutiques. D’une facon intéressante,
Bodner et ses collégues ont identifié une molécule qui stim-
ule I'agrégation sous une forme non-toxique et prévient la
mortalit¢ des cellules en culture (Bodner et al., 2006). De
méme, un composant du thé vert, le polyphénol EGCG (epi-
gallochatechin gallate), qui se lie directement aux protéines
mal repliées provoquerait leur agrégation sous une forme
oligomérique non-toxique et montre un effet bénéfique sur
I'état des drosophiles modéles pour la MH (Ehrnhoefer et
al., 2006) (Ehrmhoefer et al., 2008). Ceci suggére que les
voies d’'agrégation sont multiples, et générent des agrégats
toxiques (on-pathway) ou non toxiques (off-pathway). Ainsi,
une meilleure compréhension des processus d’agrégation
devrait permettre d’identifier d’autres molécules agissant &
diverses étapes de I'agrégation, et peut-&tre d’obtenir un effet
synergique en combinant les molécules de facon appropriée.

Enfin, il est proposé que l'expansion de polyQ ado-
pterait une conformation « toxique » stable au sein de
la protéine mutée soluble et que cette conformation serait
responsable d’une part de promouvoir I'agrégation et d’autre
part d’altérer ses interactions avec des partenaires protéiques.
Une autre stratégie thérapeutique en cours d’étude consiste
ainsi & prévenir la formation de cette conformation toxique
en utilisant un polypeptide de 11 acides aminés, QBP1 (poly-
glutamine binding protein 1), capable de prévenir la toxicité
de la protéine mutée dans un modéle drosophile (Nagai et
al., 2003). QBP1 pourrait stabiliser la conformation de type
hélice alpha de la polyQ, plutét que la conformation en feuil-
let beta présumée toxique (Nagai et al., 2007). L'introduction
de ce peptide dans le systtme nerveux central & des fins
thérapeutiques reste cependant un défi majeur.

Rétablir les fonctions neuronales

Un point commun aux maladies par expansion de CAG/
polyQ est la dérégulation de |"expression de génes, menant
entre autres & une répression de génes essentiels pour les
fonctions neuronales. Dans plusieurs cas, les voies de régu-
lation altérées par les protéines mutées, ménent & la perte
d’acétylation des histones, généralement associée & une
répression transcriptionnelle. Pour compenser cette perte
d’acétylation, des inhibiteurs des HDAC (histone deacety-
lase), tels que le SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid),
le sodium butyrate et le phenylbutyrate, ont été utilisés en
tests précliniques dans les modeles de maladie & polyQ. Les
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HDAC ont une activité de déacétylation des histones et leur
inhibition a pour but de maintenir un niveau d’acétylation des
histones suffisant pour I’expression génique. Cette stratégie
montre des résultats positifs chez les souris modéles, avec le
rétablissement du niveau d’acétylation des histones d’une
part, et 'amélioration de la pathologie d’autre part (Ferrante
et al., 2003; Gardian et al., 2005; Hockly et al., 2003).
Cependant, comme les enzymes HDAC sont nombreuses et
déacétylent d’autres protéines que les histones, les inhibiteurs
actuellement utilisés sont peu spécifiques et ont vraisembla-
blement des effets multiples sur la cellule. Ainsi, bien que
des inhibiteurs des HDAC soient utilisés dans le traitement
contre le cancer, leur utilisation chronique contre les maladies
neurodégénératives par expansion de CAG /polyQ risque de
causer des effets secondaires indésirables. Le développement
d’inhibiteurs plus spécifiques et une meilleure compréhension
des mécanismes par lequel ils agissent, devraient permettre
de limiter ces effets secondaires.

Les défauts mitochondriaux sont eux aussi ciblés par les
essais thérapeutiques. Plusieurs composés qui amé-
liorent le métabolisme énergétique et qui possédent des activ-
ités anti-oxydantes, tel que la créatine et la coenzyme Q10,
se sont montrés efficaces dans des modéles murins (Beal et
Ferrante, 2004). Malheureusement, les essais cliniques n’ont
pas été aussi satisfaisants qu’on "espérait, sans doute parce
que les défauts mitochondriaux ont plusieurs origines dans
la MH (Tabrizi et al., 2005; Verbessem et al., 2003). Il serait
intéressant de rétablir les défauts associés a la perte fonction-
nelle de PGC-1a, puisque, dans des modéles murins de la
MH, la sur-expression de PGC-1a prévient I'atrophie striatale
et protége les cultures de neurones de la dégénérescence due
au stress oxydatif (Cui et al., 2006; St-Pierre et al., 2006).

E nfin, d’autres stratégies pourront étre élaborées gréce
& une meilleure connaissance de la fonction des pro-
téines normales et la dysfonction des protéines mutées. Dans
cefte optique, une des inferventions thérapeutiques trés pro-
metteuse dans le cas de SBMA, est I'emploi de leuprorelin,
un agoniste de la LHRH (lutenizing-hormone-releasing-hor-
mone) qui réduit la production de testostérone, ce qui pré-
vient I'accumulation nucléaire du récepteur aux androgénes
muté et la neuropathologie dans les souris méales SBMA (Ka-
tsuno et al., 2003; Katsuno et al., 2002).

Remplacer les neurones dégénérés

Le remplacement des neurones dégénérés représente une
stratégie envisagée pour plusieurs maladies neurodégénéra-
tives. Il s’agit d’utiliser des cellules souches capables de se
différencier en une multitude de types cellulaires différents,
dont des neurones. Cette stratégie a été réalisée sur 5 patients
MH : des neurones foetaux ont été greffés afin de remplacer
les cellules qui dégénérent dans le striatum (Bachoud-Levi et
al., 2000a; Bachoud-Levi et al., 2000b). Parmi ces patients,

trois d’entre eux ont montré une stabilisation importante des
défauts moteurs et cognitifs jusqu’a deux ans aprés la greffe
(Bachoud-Levi et al., 2006). Cependant, les détériorations
ont, par la suite, repris leur cours. A ce jour, la greffe neuro-
nale ne permet de corriger que provisoirement les manifes-
tations cliniques. Lutilisation de cellules souches humaines
pouvant étre différenciées en cellules striatales in vitro,
devrait permettre de faciliter le développement et d’améliorer
I"efficacité de cette approche thérapeutique.

CONCLUSION

En conclusion, I'expansion de polyQ méne & la production
de diverses formes solubles et agrégées de la protéine mutée.
Ces différentes entités toxiques perturbent un grand nombre
de fonctions cellulaires via des mécanismes divers. Le défi
actuel consiste & dissocier les événements pathogéniques
primaires, représentant des cibles thérapeutiques de choix,
des événements secondaires. De plus, certaines modifica-
tions cellulaires découlent vraisemblablement d’une réponse
neuroprotectrice des neurones aux stress toxiques, et pour-
raient &tre ainsi potentialisées par voie thérapeutique. Ainsi,
La complexité du processus pathogénique des maladies par
expansion de CAG/polyQ incite & entrevoir des stratégies
thérapeutiques combinatoires qui agiraient sur plusieurs
cibles & la fois.
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