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RESUME

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative rare affectant les
motoneurones. Ses symptomes incluent la perte de contréle des mouvements volontaires et peuvent
mener a la paralysie. La SLA évolue rapidement et environ 80% des patients décedent dans les
cinq années suivant le diagnostic. La forme juvénile de la maladie (jJSLA) est plus rare et se
distingue par I’apparition des symptomes avant 1’age de 25 ans. La pathologie de la jSLA inclue
I’agrégation de protéines, I’altération des niveaux de protéines et I’hyperexcitabilité neuronale qui
a été associée avec une faible expression du canal potassique Kv1.2. Une mutation a été identifié¢e
dans la séquence codante de la protéine Sigma-1R (S1R) (¢.304G>C, p.E102Q) en lien avec la
JSLA. S1R est une protéine chaperonne qui exerce des rdles dans le transport nucléocytoplasmique
et les processus autophagiques. Cependant, les mécanismes par lesquels S1R exerce ces fonctions
et comment le variant E102Q altére 1’activité neuronale ne sont toujours pas élucidés. A 1’aide de
modeles cellulaires, nous avons évalué 1’'impact du variant E102Q sur la localisation de SIR.
Ensuite, nous avons testé le déplacement de la protéine de liaison a I’ARN, TDP43, du noyau au
cytoplasme, puis les niveaux des marqueurs autophagiques p62, LC3B-I et LC3B-II. Finalement,
nous avons évalué les effets du variant dans le trafic de Kv1.2 a la membrane plasmique. Nos
données montrent que le variant cause 1’accumulation de diméres nucléaires de S1R, qu’il bloque
le transport nucléocytoplasmique et qu’il module les niveaux d’activité autophagique. Il en résulte
la restreinte des fonctions de SIR dans le transport de Kv1.2 a la membrane lors de son activation
par un agoniste. Ces résultats supportent et valident certaines dysfonctions associées au variant
E102Q de la jSLA, mettant en évidence son impact dans ces multiples roles et ouvrant des voies
pour des recherches plus approfondies.

Mots clés : Sigma-1R, SLA, trafic intracellulaire, autophagie, Kv1.2
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating rare neurodegenerative disorder that impacts
motor neurons and causes a relentless decline marked by muscle weakness, atrophy, and the loss
of voluntary movement. The disease takes a rapid toll, with roughly 80% of patients passing away
within five years of diagnosis. Juvenile ALS (JALS) is a unique and exceptionally rare form of
ALS distinguished by the onset of symptoms before the age of 25. JALS pathology includes protein
aggregation, altered protein levels and neuronal hyperexcitability, which has been associated with
a decreased expression of the Kv1.2 potassium channel. A rare mutation has been identified in the
coding sequence of the Sigma-1R (S1R) protein (¢.304G>C, p.E102Q) in relation to JALS. S1R is
a multifunctional chaperone protein with roles in many essential functions. These include
nucleocytoplasmic transport and autophagic processes. However, the precise mechanisms by
which SIR exerts these functions and the pathological consequences of the E102Q variant on
neuronal activity remain unclear. Using cell-based assays, we evaluate the impact of the E102Q
variant on S1R localization. We then test its functions in the transport of an RNA-binding protein,
TDP43 and in autophagic markers p62, LC3B-I and LC3B-II levels. Ultimately, we evaluated the
effects of the variant in the trafficking of Kv1.2 at the plasma membrane. Our data revealed that
the variant promotes S1R dimerization and nuclear localization, blocks nucleocytoplasmic
transport and alters autophagic protein levels. This results in the impairment of SIR functions in
Kv1.2 trafficking to the plasma membrane upon S1R’s agonist-induced activity. Together, these
findings support and confirm some of the dysfunctions associated with the E102Q variant of SIR
in JALS. They highlight its impact on nucleocytoplasmic transport, autophagy and ion channel
regulation, and paving the way for further investigations.

Key words: Sigma-1R, ALS, intracellular trafficking, autophagy, Kv1.2
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INTRODUCTION

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative rare, progressive et
généralement fatale qui est caractérisée par la dégénérescence des neurones moteurs. Elle entraine
une paralysie progressive des muscles squelettiques, résultant en une perte de mobilité. Malgré des
avancées dans la compréhension de certains aspects de la SLA, les causes précises de la maladie
demeurent a étre ¢lucidées. La forme sporadique représente environ 90 a 95 % des cas, tandis que
les formes familiales en constituent environ 5 a 10 % (Renton et al., 2014). Ces derniéres sont
souvent liées a des mutations génétiques identifiées. Parmi les formes les plus rares et les moins
étudiées, la SLA juvénile (jJSLA) se manifeste par une apparition des symptomes avant 1’age de
25 ans. La jJSLA se démarque par son association plus fréquente a des mutations génétiques
(Picher-Martel et al., 2020). La rareté de cette forme est limitante dans I'avancement des recherches

thérapeutiques ciblées.

Une des mutations associées a la jSLA a récemment été identifiée dans le géne codant pour la
protéine Sigma-1R (S1R), sous la forme d’un changement de nucléotide ¢.304G>C (p.E102Q) (Al-
Saif et al.,2011). SIR est une protéine chaperonne localisée principalement au niveau du réticulum
endoplasmique (RE) (Hayashi et Su, 2004). Elle est unique dans ses roles variés, comme dans la
régulation du stress cellulaire et la modulation du trafic intracellulaire (Aydar ef al., 2002; Hayashi
et al., 2000; Mori et al., 2013; Rosen et al., 2019). Puisque 1’absence de SIR cause une
hyperexcitabilit¢ et que les niveaux de plusieurs canaux potassiques sont faibles dans les
motoneurones de patients de la SLA, nous nous sommes concentrés sur des fonctions qui peuvent
affecter leur expression (Mavlyutov et al., 2015; Stringer et Weiss, 2023). Parmi les rdles de S1R,
ses fonctions dans le transport nucléocytoplasmique et dans 1’autophagie peuvent contribuer a la
modulation du trafic de canaux potassiques (Aydar ef al., 2002; Hayashi ef al., 2000; Lee ef al.,
2020; Miki et al., 2014; Miki et al., 2015; Prause et al., 2013; Vollrath et al., 2014). Les fonctions
diverses de S1R en fait une cible d’intérét croissant dans de nombreuses pathologies
neurodégénératives, notamment la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, et bien sir la
SLA. Cependant, malgré ’importance fonctionnelle de S1R, les mécanismes précis de son action

et les conséquences exactes du variant E102Q restent encore a explorer en détail.



Le variant E102Q de la protéine SIR semble entrainer des conséquences profondes dans la
pathologie de la jSLA. Nous avons comme hypothése que le variant affecte les fonctions de S1R,
notamment dans le transport de protéines et dans les mécanismes de dégradation. Dans ce contexte,
mon projet de recherche a eu pour objectif d’évaluer comment le variant E102Q impacte
ultimement I’excitabilité neuronale en employant divers modéles cellulaires. Nous avons avant tout
examiné la localisation intracellulaire du variant en comparaison avec la protéine sauvage, afin de
déterminer si cette variation génétique affecte sa distribution au sein des compartiments cellulaires.
Par ailleurs, nous avons évalué les effets du variant sur des processus spécifiques qui sont régulés
par S1R, en commengant par le transport nucléocytoplasmique. Pour ce faire, nous avons étudié la
protéine TDP43, une protéine de liaison a I’ARN dont la mauvaise localisation est un marqueur
pathologique reconnu dans la SLA. Par ses roles dans le métabolisme des ARNm, la délocalisation
de TDP43 peut participer a la régulation des canaux potassiques (Birsa ef al., 2020). Par la suite,
nous avons testé 1’activité autophagique qui permet aux cellules d’éliminer les protéines mal
repliées ou endommagées avec les marqueurs p62, LC3B-I et LC3B-II. Le renouvellement de
protéines par les processus autophagiques est primordial pour le maintien de I’excitabilité neuronal
(Kuijpers et al., 2022). Enfin, nous avons exploré la capacité¢ de SIR a moduler le trafic du canal
potassique Kv1.2 a la membrane plasmique, un processus essentiel pour la régulation de

I’excitabilité neuronale.

Les résultats de notre étude montrent que le variant E102Q entraine une accumulation anormale de
dimeéres nucléaires de SIR. Nous avons trouvé que le variant semble causer une accumulation de
TDP43 au niveau nucléaire, suggérant que S1R joue un réle dans le transport nucléocytoplasmique
qui est entraveé par le variant. Cela évoque en conséquence des défauts dans les roles de TDP43
comme la régulation d’ARNm. De plus, E102Q perturbe significativement les niveaux
d’expression des marqueurs autophagiques p62, LC3B-I et LC3B-II, témoignant d’une altération
du processus de dégradation cellulaire. Cela indique alors que les niveaux des protéines sont
irréguliers. Enfin, nous avons observé une diminution de I’expression de Kv1.2 et une incapacité a
promouvoir le transport de Kv1.2 a la surface cellulaire en présence du variant E102Q et d’un
agoniste de S1R. Cela suggere un défaut dans le trafic du canal qui peut étre dii en partie aux

dysfonctions de TDP43 et de I’autophagie, pouvant affecter la régulation de I’excitabilité neuronale.



Ces altérations, prises ensemble, renforcent I’hypothése que le variant E102Q compromet des
fonctions essentielles de S1R, telle que la régulation de I’excitabilité neuronale, contribuant
potentiellement de manicre causale a la pathologie de la JSLA. En mettant en évidence plusieurs
mécanismes perturbés, notre étude offre de nouvelles perspectives pour comprendre les bases
moléculaires de cette maladie rare et grave. Elle souligne également I’importance de SIR comme
acteur central dans I’équilibre cellulaire des neurones moteurs. Dans un contexte ou les options
thérapeutiques restent limitées et ou la SLA demeure une maladie incurable, chaque avancée dans
la compréhension des mécanismes moléculaires constitue une étape cruciale vers le développement
de traitements efficaces. L’étude approfondie des formes génétiques rares comme la jSLA, bien
que complexe, représente une opportunité unique de découvrir de nouveaux mécanismes

fondamentaux, applicables potentiellement aux formes sporadiques de la maladie.



CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1 Sclérose latérale amyotrophique (SLA)

Parmi toutes les maladies neurologiques, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) est celle qui
cause le plus de décés au Canada (https:/als.ca). Egalement connue sous le nom de maladie de Lou
Gehrig ou de Charcot, la SLA est une affection rare et complexe touchant les neurones moteurs.
Son taux d’incidence est estimé a 2 personnes sur 100 000 par année, son évolution est rapide et

environ 80% des patients ne survivent pas plus que cinq années suivant le diagnostic (Talbot, 2009).

La SLA a pour effet de progressivement affaiblir les muscles, les patients perdent donc
graduellement le contréle de leurs muscles volontaires jusqu’a la paralysie. Les symptomes ne
paraissent pas tous au méme stade et les expériences varient d’un patient a 1’autre. De plus, il n’est
pas toujours évident que les symptdmes observés sont dus a la, ils peuvent étre confondus avec des
signes de vieillissement. Les symptomes des gens affectés par la SLA incluent les crampes
musculaires, la rigidité des muscles, le sentiment de faiblesse et la fatigue (Wijesekera et Leigh,
2009). Avant que les malades ne se rendent compte de leurs symptdmes, leur entourage peuvent
remarquer des signes de la maladie, tels que les périodes de rires incontrélables maladie, la perte
de poids, le souffle court, les réflexes différents et les trébuchements. Les symptomes peuvent
devenir plus séveres avec la toux durant I’alimentation, la salive excessive ou la bouche séche,
I’insomnie causée par 1’inconfort, la difficulté a former des phrases, les changements cognitifs et

la difficulté a respirer (https://als.org).

Les conséquences de la maladie n’affectent pas seulement les personnes diagnostiquées. En effet,
I’impact se rend jusqu’a I’entourage des patients. Puisque la SLA rend la tdche de bouger, de
marcher, de parler et d’avaler difficile, les personnes souffrantes perdent de I’indépendance et ce
sont leurs proches-aidants qui prennent soin d’eux au quotidien (https://als.ca). Le nombre de gens
réellement affectés se voit donc minimalement doubler. Les équipements et les soins requis aux
souffrants sont d’autant plus cofiteux, les gens impliqués ne sont pas seulement épuisés en
ressources physiques et émotionnelles, mais aussi en ressources financieres. Il est question

d’environ 200 000$ pour une famille canadienne affectée (https://sla-quebec.ca).
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Alors que des thérapies complémentaires telles que la méditation, I’hypnose, 1’acuponcture et les
massages aident a réduire le poids des symptomes et des maux, aucune cure n’existe pour la SLA.
Il existe peu de traitements et ceux-ci se concentrent sur I’allégement des symptdmes sans avoir de
forts impacts sur la progression de la maladie. C’est la maladie qui cause le plus de morts

neurologiques au Canada, d’ou I'urgence de trouver de nouvelles solutions pour aider ces patients

(https://als.ca).

1.1.1 Différentes formes de SLA

La SLA est une maladie qui frappe les gens de tout genre et age et de tout groupe ethnique et socio-
économique. Il n’y a pas une cause connue de la SLA, c’est plutdt un mélange de causes basées

sur des facteurs environnementaux et des mutations génétiques (Al-Chalabi et Hardiman, 2013).

Pour mieux comprendre cette maladie, qui a tant de répercussions, il est pertinent de savoir qu’elle
se catégorise en différentes formes principales, soit la forme familiale et la forme sporadique. La
forme familiale représente 5 a 10% des cas de SLA, elle est composée des cas héréditaires ou des
variants génétiques sont trouvés dans 1’historique de la famille et transmis a travers les générations
(Renton et al., 2014). La plus courante est la forme sporadique, qui caractérise les cas ou il n’y a
aucun membre de la famille qui est touché. Parmi toutes ces formes, les facteurs génétiques restent

la cause particulierement étudi¢e (Al-Chalabi et Hardiman, 2013).

De toutes les formes confondues, environ 20% sont des cas bulbaires, décrivant les cas ou les
motoneurones se situant dans la région corticobulbaire sont les premiers affectés. Dans ces cas, les
premiers muscles a étre paralysés sont ceux du cou et au-dessus (Amato et Russell, 2008; Chio et
al., 2011). Les formes les plus communément discutées sont les cas de SLA a début spinal. Ils
dépeignent les cas ou I’apparition des symptomes arrive vers 1’age de 60 ans avec des faiblesses
sans douleur aux membres de maniere asymétrique (Figure 1.1) (Amato et Russell, 2008; Rowland

et Shneider, 2001).
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Figure 1.1 : Schéma montrant les différentes parties impliquées dans les cas de SLA a début spinal (gauche)
versus bulbaire (droite). La couleur orange indique I’implication des neurones moteurs inférieurs (LMN) et
la couleur bleue indique I’implication des neurones moteurs supérieurs (UMN). Figure adaptée de (Swinnen
et Robberecht, 2014).

Se retrouvant plus a I’écart, la forme juvénile de la SLA (JSLA) est une rare forme avec un taux
d’incidence estimé a moins de 1 personne sur 1 000 000 (Liu et al., 2017). Elle représente les cas
ou le début des symptdmes arrive avant 1’age de 25 ans. Parfois, les cas ou les symptomes
apparaissent avant 1’dge de 18 ans sont sous-catégorisés dans la forme pédiatrique de la SLA
(Picher-Martel et al., 2020). La jSLA se différencie des autres formes par le fait que les causes
génétiques comptent pour une plus grande proportion des cas juvéniles que des cas adultes, il est

question ici de 40% comparativement a 10% (Lehky et Grunseich, 2021).

1.1.2 Variants connus

Dans la recherche des causes de la SLA, plusieurs génes ont été identifiés comme jouant un role
dans le développement de la maladie et la majorité des cas familiaux sont associés a des variants
connus de la SLA (Al-Chalabi et Hardiman, 2013). Les genes les plus ciblés aujourd’hui dans les
tests diagnostiques de la maladie, autant pour la forme familiale que la forme sporadique, sont les
genes C9ORF72 et SOD1. En effet, des mutations dans la région non codante du cadre de lecture
ouvert 72 du chromosome 9 (C9ORF'72), créant un nombre anormalement ¢levé de répétitions de
I’hexanucléotide GGGGCC, sont communes chez les patients de la SLA. Ces mutations menent a
une perte de fonction en intervenant dans I’expression de la protéine associée C9ORF72 et a un

gain de fonction en générant des ARN toxiques (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al.,



2011). Les roles de la protéine C9ORF72 étaient peu connus quand les mutations reliées a la SLA
ont été identifiées. Des fonctions dans la régulation autophagique et le trafic vésiculaire au niveau
des neurones ont depuis été dévoilées en lien avec COORF72 (Smeyers et al., 2021). D’autre part,
une mutation de substitution de 11 acides aminés a d’abord été trouvée dans la séquence primaire
de la protéine superoxyde dismutase-1 (SOD1) et elle a été reliée a la SLA (Rosen et al., 1993).
Plusieurs autres polymorphismes de SOD1 ont par la suite été¢ identifiés en lien avec la SLA,
incluant des substitutions, des troncatures et des décalages de cadres (Abel ef al., 2012; Wright et
al., 2019). Les mutations trouvées dans SODI ont pour effets de perturber le processus de
maturation de la protéine en réduisant ses capacités de repliement. En diminuant aussi sa demi-vie,
les mutations de SODI peuvent également mener a des accumulations toxiques dans les neurones
(Wright et al., 2019). SODI est une enzyme qui contribue principalement a la régulation des
niveaux de radicaux libres superoxydes en catalysant leur conversion en oxygene et peroxyde

d’hydrogene (McCord et Fridovich, 1969).

Parmi les génes affectés connus de la SLA, il y a aussi le fused in sarcoma (FUS), ou de multiples
mutations ont été identifiées. Elles ont comme résultat 1’accumulation de la protéine FUS dans le
cytoplasme des neurones en plus de nuire au métabolisme, a I’épissage et au transport des ARN
(Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). De méme pour le TAR DNA binding protein
(TDP43), des mutations dans le gene associ¢ TARDBP ont été mises en évidence (Sreedharan et
al., 2008). La protéine TDP43 est semblable a FUS dans sa structure et dans ses fonctions; ce sont
toutes les deux des protéines de liaison a I’ARN/ADN qui sont impliquées a plusieurs niveaux dans
le traitement de I’ARN. Elles jouent toutes les deux des rdles dans la transcription, 1’épissage, le
transport et la traduction des ARN. La pathologie est similaire avec des agrégats, des accumulations

cytoplasmiques et des défauts dans le métabolisme des ARN (Lagier-Tourenne et al., 2010).

Le gene C9ORF72, le plus associé avec les formes tardives de la SLA, n’a pas été répertorié¢ dans

la forme juvénile. Plutdt, les génes SODI et TARDBP ont été identifiés comme causes de la jSSLA

en plus de FUS, la plus commune (Lehky et Grunseich, 2021). Plus rarement, le gene SIGMARI a

aussi ¢€té retrouvé comme acteur responsable de la maladie dans une famille en Arabie Saoudite

par une étude de Genome-Wide Association Study (GWAS) Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
(Figure 1.2) (Al-Saif et al., 2011).
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Figure 1.2 : Schéma représentatif résumant les différentes formes de la SLA et les principaux genes
impliqués (CYORF72, SODI, FUS, TARDBP et SIGMARI). Inspiré de (Picher-Martel et al., 2020).

Dans les études démontrées dans ’article de Al-Saif, une mutation dans le géne SIGMARI codant
pour la protéine Sigma-1R (SI1R) a été identifiée chez des patients de JSLA. Une substitution d’un
nucléotide (¢.304G>C) modifie le codon GAG pour CAG, changeant I’acide aminé glutamate pour
la glutamine (p.E102Q) (Al-Saif et al., 2011). Les cas de SLA associés a SIGMARI sont
caractérisés par 1’apparition des symptomes vers I’age de 1 a 2 ans sous forme de spasticité et de
faiblesse. La progression de la maladie est lente dans ces cas et il n’y a pas de perte cognitive
observée (Lehky et Grunseich, 2021). Le présent projet porte particulierement sur la protéine S1R

qui sera détaillée dans la prochaine section.

1.2 Sigma-1R (S1R)

Par son expression ubiquitaire et son vaste catalogue de fonctions, la protéine SIR suscite un intérét

important. D’abord, S1R est reconnue comme une protéine chaperonne activable par des ligands



et sensible au calcium, résidant au réticulum endoplasmique (RE) (Hayashi et Su, 2004). Le terme
chaperonne désigne une protéine capable d’empécher les mauvais repliements et les agrégations
en aidant au repliement et a la maturation d’autres protéines. Les chaperonnes sont aussi capables
de rétablir leurs fonctions en simplifiant le dépliement et la désagrégation (Jeng et al., 2015). Par
sa capacité de lier une multitude de ligands, la protéine S1R a finalement été classée comme un
récepteur intracellulaire non opioide ( Alexander ef al., 2013; Su, 1982; Su et al., 1988). Pour bien
comprendre cette chaperonne et son importance, une vue d’ensemble sur sa structure, sa

localisation et ses fonctions biologiques connues est nécessaire.

1.2.1 Structure

S1R est une protéine de de 223 acides aminés d’une masse moléculaire de 25 314 Da (Hanner ef
al., 1996). Son gene associé¢ SIGMARI se retrouve sur le chromosome 9 et est assemblé de quatre
exons et de trois introns. Plusieurs isoformes existent, mais les travaux présentés dans ce mémoire

se concentrent sur 1’isoforme 1 (Figure 1.3) (Prasad et al., 1998; Seth et al., 1997).
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Figure 1.3 : Schéma représentatif de la structure du variant de transcription 1 de SIGMARI et des différents
isoformes protéiques chez I’humain. Inspiré de (Pan et al., 2017).

Pour ce qui est de la composition de la structure tertiaire de la protéine, SIR est arrangé d’un centre
de feuillets 3 antiparalléles créant un baril entouré d’hélices a. La terminaison amine (NH>) contient

I’hélice transmembranaire suivi de deux autres hélices formant une épingle sur le plus volumineux



des deux feuillets B. La terminaison carboxyle (-COOH) est alors assemblée de deux hélices
constituant une surface plane hydrophobique pouvant interagir avec les membranes (Figure 1.4)

(Ossa et al.,2017).

A

Figure 1.4 : Représentation visuelle de la structure tertiaire de S1R. (A) Structure monomérique 3D de S1R
avec les emplacements des structures secondaires détaillés en (B). (B) Schéma représentant la structure
tertiaire de la protéine en un plan, les lettres et les chiffres correspondant a (A) (Ossa et al., 2017).

La protéine a été étudiée dans son ensemble et il y a eu différentes trouvailles sur la structure et la
topologie de S1R. Par exemple, il a d’abord été trouvé que S1R ne contenait qu’un seul domaine
transmembranaire situé du coté N-terminal de la protéine (Figure 1.5 A) (Hanner et al., 1996). 11
a par apreés été proposé que S1R possédait deux domaines transmembranaires et que les deux
extrémités N- et C-terminales étaient orientées vers le cytosol (Aydar ef al., 2002). Cependant, il a
par la suite été démontré que les deux terminaux étaient plutot orientés vers le lumen du RE (Figure
1.5 B) (Hayashi et Su, 2007). C’est en 2016 que la structure cristallographique de S1R a été résolue
en exprimant la protéine dans des cellules d’insectes Sf9 en utilisant le systéme baculovirus. Elle
montre que la protéine chaperonne est homotrimérique et qu’elle ne posséde qu’un seul domaine
transmembranaire. Cette ¢étude a également établi que le domaine C-terminal de S1R était
cytosolique et qu’elle servait de site de liaison (Figure 1.5 C-D) (Schmidt et al., 2016). Toutefois,
il est toujours débattu les orientations des domaines N- et C-terminaux de S1R, puisqu’il a aussi

été déterminé que le N-terminal était exposé au cytosol et que le C-terminal était exposé au lumen
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dans une autre étude. Cette dernicre a été menée par microscopie électronique avec la méthode
d’étiquette peroxydase d’ascorbate 2 (APEX2) dans des cellules hybrides de neuroblastomes
murins et de neurones de ganglions de la racine dorsale (DRG) de rats, ND7/23. Les résultats ont

ensuite €té confirmés in vivo dans des neurones de DRG (Mavylutov et al., 2018).
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Figure 1.5 : Schémas représentant les différentes topologies proposées pour SI1R a travers le temps. (A) La
premiére topologie suggérée voyait SIR avec un domaine transmembranaire du c6té N-terminal de la
protéine. (B) Une structure a deux domaines transmembranaires a ensuite été pensée avec les domaines étant
dans le liquide intracellulaire. (C) Un retour au domaine transmembranaire unique est arrivé et cette fois-ci
avec ’information que S1R est trimérique. Cette topologie suggére que le domaine transmembranaire se
trouve au N-terminal et que celui-ci fait face au lumen (Aishwarya et al, 2021). (D) Structure
cristallographique de S1R sous forme trimérique, vue de différents angles (Schmidt et al., 2016).

Chez le variant E102Q), la mutation se trouve a une position se trouvant profondément a I’intérieur
de la structure, soit dans le baril de feuillets B. Le groupe carboxyle de I’acide glutamique a la
position 102 (E102) interagit dans ce cas avec les groupes amides des acides aminés spatialement
a proximité provenant des hélices o en N-terminal de la valine a la position 36 (V36) et
phénylalanine a la position 37 (F37) (Figure 1.6 A). Ces derniers acides aminés sont situés dans
un lieu d’attache entre le domaine transmembranaire et le reste de la protéine. Le changement de
E102 en glutamine (Q102) meénerait alors a la déstabilisation de la protéine par la modification des
interactions entre les acides aminés a I’intérieur d’un monomere de S1R (Figure 1.6 B) (Schmidt

etal.,2016).
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Figure 1.6 : Vue d’ensemble des interactions impliquant E102 en structure 3D. (A) Agrandissement de la
région entre le domaine transmembranaire et le baril de feuillets f montrant les interactions entre E102 et
V36 et F37. Les billes orange représentent un ligand (Schmidt et al., 2016). (B) Comparaison des
interactions entre E102 et Q102 avec V36 et F37 (Abramyan et al., 2020).

1.2.2 Etats d’oligomérisation et activation

S1R est retrouvée sous plusieurs formes en conditions physiologiques de maniére stable, autant en
monomeres qu’en oligomeres. Cependant, il a été mentionné que S1R ne peut avoir d’activité par
liaison de ligand spécifique que si elle est sous forme oligomérique. Il a été trouvé que la présence
d’un motif GXXXG, se trouvant entre les positions 87 et 91, participe a 1’oligomérisation de la

protéine ainsi qu’a son activation (Gromek ef al., 2014; Ramachandran et al., 2007).

Les états oligomériques de S1R sont sujets a des dissociations jusqu’a la forme monomérique
lorsque la protéine est en condition de température ¢levée. Elle perd en méme temps sa capacité de
liaison aux ligands. Cependant, en présence de ligands, ces dissociations ne sont pas observées.
Les ligands stabiliseraient donc les oligomeres de SIR tout comme 1’oligomérisation de S1R
favoriserait la liaison de ligands (Gromek et al., 2014). L’état et D’activité de S1R est donc
dépendante des ligands présents (Figure 1.7 A). Il a été déterminé que les agonistes favorisent les

formes monomériques et dimériques, alors que les antagonistes favorisent plutdt les formes
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trimériques, tétramériques et les oligomérisations de niveaux supérieurs (Figure 1.7 B) (Chu et

Ruoho, 2016; Mishra et al., 2015).
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Figure 1.7 : Schémas de I’interrelation entre les états I’oligomérisation de S1R et ses ligands. (A) La liaison
de ligands favorise 1’oligomérisation de S1R et vice-versa (Gromek er al.,, 2014). (B) Les états
monomériques et dimériques sont favorables aux agonistes et les états d’oligomérisation supérieur sont
favorables aux antagonistes (Chu et Ruoho, 2016).

D’autre part, il a été établi que SIR sous forme monomérique interagit plutoét avec des canaux
ioniques comme le canal sodique voltage-dépendant Nav1.5 et que ces interactions sont empéchées
par la présence de certains ligands (Balasuriya et al., 2012; Gromek et al., 2014). Il est alors suggéré
que les formes monomériques avantagent les interactions aux canaux ioniques et que les états
d’oligomérisation supérieurs avantagent la liaison de ligands. D’autres canaux voltage-dépendants
connus pour interagir avec S1R incluent Kv1.5, Kv1.4, Kvl.3 et Kvl.2 (Aydar et al., 2002;
Kinoshita et al., 2012; Kourrich et al., 2013).

Il a été déterminé que les sites de liaison des ligands de S1R se trouve au centre des feuillets B qui
forment le baril décrit précédemment et que ce domaine est hautement conservé (Figure 1.6 A et
1.8) (Schmidt et al., 2016). 1l a été estimé dans plusieurs articles que S1R posséde deux motifs

semblant & des domaines de liaison a des stérols (SBLDI et SBLDII) qui sont composés des acides
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aminés se situant aux positions 91 a 109 pour le premier puis 176 & 194 pour le deuxieme
(Aishwarya et al., 2021). Des études ont évalué que les acides aminés acide aspartique a la position
126 (D126) et acide glutamique a la position 172 (E172) de SIR sont essentiels a la liaison de
ligands a haute affinité (Seth et al., 2001).

Ligand docking
site

223

Figure 1.8 : Structure tertiaire de S1R avec le site d’ancrage de ligand prédit en gris, pour accueillir un
agoniste ou un antagoniste. Figure adaptée de (Munguia-Galaviz et al., 2023).

La protéine SIR a un grand nombre de ligands qui lui est associés, autant de provenance
synthétique qu’endogéne. Plusieurs régulateurs de SIR sont connus aujourd’hui, dont Ila
pridopidine, la cocaine et la PRE-084, qui sont des agonistes favorisant son activation, puis
I’halopéridol, le BD-1047 et le BD-1063, qui sont des antagonistes favorisant son inactivation.
Finalement, la sphingosine, la progestérone et le cholestérol sont des exemples de ligands
endogenes (Tableau 1.1) (Chen et al., 2007; Chu et Ruoho, 2016; Ye ef al., 2020). Toutefois, un
ligand endogene officiel n’a toujours pas été associé a S1R jusqu’a présent. Il a été proposé que le
N,N-Dimethyltryptamine (DMT) soit le ligand endogene recherchée, mais sans confirmation

encore (Fontanilla ef al., 2009).
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Tableau 1.1 : Liste abrégée de ligands connus de S1R et de leur fonction (résumé du texte).

Ligand Fonction

(+)pentazocine

(+)SKF10047

Pridopidine Agoniste
Cocaine

PRE-084

Halopéridol
Rimcazole
NE-100
BD-1047
BD-1063

Antagoniste

1.2.3 Localisation et fonctions

La protéine SIR est exprimée de manic¢re ubiquitaire. Elle est retrouvée dans des organes
périphériques comme I’estomac, le foie et le pancréas, mais c’est sa présence dans le cerveau qui
est pertinente dans le cadre de ce mémoire. Elle est présente a haute densité dans le systéme nerveux
central (SNC). Dans le cerveau, son niveau est €élevé dans le cortex frontal, I"hippocampe et le
striatum (Hanner et al., 1996; Hayashi et Su, 2004; Tarmoun ef al., 2024). Sa présence dans les
neurones moteurs a également été reportée, ce qui suscite I’intérét des recherches sur S1R en lien

avec la SLA (Mavlyutov ef al., 2012).

D’un point de vue subcellulaire, la séquence de S1R contient un signal de rétention au RE dans le
N-terminal, 1l est alors établi que sa présence est principalement au RE (Figure 1.5 A) (Hanner ef
al., 1996; Hayashi et Su, 2004). Le RE est un grand réseau comprenant plusieurs sous-sections
interconnectées a divers compartiments cellulaires. S1R est retrouvée a plusieurs endroit dans cet
espace (Figure 1.9). Elle peut étre transloquée dans le RE selon son activation (Hayashi et Su,
2004). La protéine est présente dans les gouttelettes lipidiques associées au RE (Hayashi et Su,
2003). Les membranes associées aux mitochondries (MAM) est son endroit de prédilection
(Hayashi et Su, 2007). Elle peut étre retrouvée dans la membrane externe des mitochondries (Klouz
et al., 2002). 1l a aussi été déterminé qu’elle est présente dans les membranes plasmiques et dans

I’enveloppe nucléaire associ¢ au RE (Figure 1.9) (Aydar et al., 2002; Dussossoy et al., 1999;
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Kourrich et al., 2013). 1I est tout de méme suggéré que la localisation subcellulaire de S1R est

dépendante des organes et des types cellulaires dans lesquels elle est étudiée (Aishwarya et al.,
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e

ER- Lipid Droplet

Synapse

Figure 1.9 : Schémas des différentes localisations de S1R. (A) Représentation des sites de contact avec la
membrane intracellulaire ou S1R peut étre présente. Tous liés au RE, les endroits incluent la membrane
plasmique, les mitochondries, 1’enveloppe nucléaire et les gouttelettes lipidiques (Lachance et al., 2023).
(B) Représentation des endroits ou se trouve S1R dans un neurone. Les points verts reflétent S1R retrouvée
au niveau de ’enveloppe nucléaire, de la membrane nucléaire interne et externe, du RE, des gouttelettes
lipidiques, de la membrane cellulaire, du cone de croissance et de la membrane postsynaptique. Figure

adaptée de (Uniprot #Q99720).

Dt a son réle de chaperonne et a ses multiples localisations en plus de ses différents ligands et
partenaires d’interaction, SIR est une protéine possédant plusieurs fonctions essentielles. Parmi

elles sont des fonctions de régulation et de modulation en coopération avec d’autres protéines.

16



Des études ont montré que SIR joue un role dans la modulation de la réponse au stress du RE, dans
la réponse aux protéines mal repliées (UPR) et qu’elle influence la localisation et la stabilité
d’autres protéines (Mori et al., 2013; Rosen et al., 2019). En lien avec sa localisation dans les
gouttelettes lipidiques du RE, S1R régule la compartimentalisation et I’exportation des lipides du
RE (Figure 1.9) (Hayashi et Su, 2004). Une de ses fonctions répandues dans le RE est le maintien
de I’homéostasie calcique. Sous conditions physiologiques, la protéine se retrouve en complexe
avec une autre protéine chaperonne, binding immunoglobulin protein (BiP ou Grp78 ou HSPAS).
Cette association hautement spécifique rend chacune des protéines moins actives, ou dites
« dormantes ». C’est lorsqu’il y a un stress au niveau du RE, comme la déplétion du calcium, que
le complexe se dissocie afin d’activer SIR pour qu’elle puisse lier le récepteur inositol-triphosphate
(IP3R) et permettre le déplacement de calcium entre le RE et les mitochondries. La présence d’un
agoniste permet cette méme chaine d’événements par la dissociation du complexe entre SIR et BiP

(Hayashi et Su, 2007).

Un autre role joué par S1R est dans le transport nucléocytoplasmique. La protéine interagit avec
des nucléoporines. Ces associations permettent de promouvoir leur stabilisation et, par ce fait, la
distribution d’autres protéines entre le noyau et le cytoplasme. D’autre part, il a été proposé que
SIR facilite le transport nucléocytoplasmique par la stabilisation de protéines du pore nucléaire
(nucléoprotéines, Nups) telles Nup358, Nup214 et Nup50 (Lee et al., 2020). L’exposition a des
agonistes connus de S1R provoque sa migration des gouttelettes lipidiques vers le noyau (Tsai et
al., 2015). Des études ont démontré que S1R se déplace entre le noyau et le cytoplasme, elles
suggerent que S1R sert de navette et qu’elle contribue a la dégradation d’inclusions nucléaires
neuronales (Miki et al., 2014; Miki et al., 2015). Les actions effectuées par S1R dans le transport

nucléocytoplasmique ne sont néanmoins toujours pas €¢lucidées.

I a été démontré qu’un fragment de S1R, soit les résidus 116 a 223 du C-terminal de la protéine,
avait la capacité de réduire 1’agrégation de protéines (Gregianin et al., 2016; Ortega-Roldan et al.,
2013). Des recherches ont suggéré que S1R joue un role dans les voies endolysosomales a la suite
de découvertes sur ’accumulation de substrats autophagiques lorsque I’expression protéique de
S1R est réduite (Prause et al., 2013; Vollrath et al., 2014). D’autre part, SIR est aussi capable de
moduler des canaux ioniques comme les canaux voltage-dépendants de calcium et les canaux

potassiques au niveau des membranes plasmiques (Aydar et al., 2002; Hayashi et al., 2000;
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Morales-Lazaro et al., 2019). Du fait qu’elle joue plusieurs roles essentiels, la perturbation des

fonctions de S1R a de fortes conséquences physiologiques.

Dans des ¢études sur la SLA, une hyperexcitabilité et des niveaux diminués de canaux potassiques
faibles ont été révélés (Mavlyutov er al, 2015; Stringer et Weiss, 2023). A la suite de
I’identification du variant E102Q de S1R, il a ét¢ démontré que la distribution subcellulaire du
variant est anormale. Le variant se présente davantage sous forme de complexes ressemblant a des
dimeres résistants aux détergents et son expression au niveau cellulaire semble augmenter
’apoptose comparativement a la protéine de type sauvage (WT) (Al-Saif et al., 2011). Etant
observé que la modification de la protéine SIR cause des irrégularités, elle a depuis été étudiée
avec des modeles de SLA ainsi qu’avec sa forme mutée. Plusieurs perturbations et effets de gains
de fonctions toxiques en ont été ressortis en plus d’effets de pertes de fonctions de la protéine
étudiée par différentes méthodes. Par exemple, des études sur le variant E102Q ont établi que la
mobilité intracellulaire du variant est réduite (Wong et al., 2016). Il y a des défauts de transport
intracellulaire, les déplacements de vésicules entre le RE et le Golgi sont compromis. De plus, il a
été dévoilé que des protéines liées a la SLA, FUS et TDP43, qui sont aussi des protéines de liaison
aux ARN habituellement nucléaires, s’accumulent et s’agrégent au niveau cytoplasmique (Dreser
et al., 2017). Ses roles dans le transport intracellulaire et nucléocytoplasmique peuvent aider SIR
a contribuer a la régulation de ’homéostasie protéique et a la bonne localisation de protéines

impliquées dans la régulation de 1’activité neuronale.

D’autres études sur des modeles de SLA démontrent que la protéine S1R est accumulée dans le
RE, de méme que d’autres protéines mal repliées. Cela augmente le stress au RE et induit le systéme
de UPR qui inclue I’autophagie (Prause ef al., 2013). 1l a été déterminé que le variant interagit
moins avec BiP que la protéine sauvage, contribuant a la dérégulation de I’homéostasie calcique
en promouvant le déplacement du calcium vers les mitochondries (Rodriguez-Munoz et al., 2020).
Des défauts dans les processus autophagiques peuvent nuire a la régulation des canaux qui contrdle
I’excitabilité neuronale. D’autre part, des études par méthode de délétion génétique (knockout, KO)
de S1R ont montré que I’excitabilité des motoneurones est plus €élevée chez les souris KO que chez
les souris sauvages (Mavlyutov et al., 2015). Les effets du variant E102Q sur 1’autophagie et les

relations entre SIR et I’activité neuronale seront expliqués davantage dans les prochaines sections.
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1.3 Autophagie

Afin de mieux comprendre les effets que peut avoir le variant sur I’homéostasie cellulaire, une
description détaillée des processus autophagiques permet de saisir I’importance des réles que peut
jouer S1R a ce niveau. Le terme autophagie décrit la dégradation de composants cytosoliques a
I’intérieur de lysosomes (Cuervo, 2004a). C’est un processus qui peut étre non-sélectif comme il
peut étre sélectif. C’est-a-dire que 1’autophagie débarrasse le cytosol de maniére aléatoire, mais
qu’il existe des mécanismes qui font en sorte qu’une portion du cargo a dégrader est aussi choisi
(Glick et al., 2010). L autophagie a plusieurs rdles physiologiques et pathophysiologiques, comme
I’adaptation aux carences, le développement, I’antivieillissement et la mort cellulaire (Mizushima,
2005). L’autophagie est un processus dynamique de recyclage et de dégradation qui permet le
roulement des protéines. Elle aide a laisser place a de nouvelles protéines en contribuant a la
dégradation de celles qui ont eu une longue durée de vie et qui ne sont plus utiles. L’autophagie est
ainsi un grand contributeur de la maintenance de I’homéostasie cellulaire. Elle est responsable de
recycler les organites tels les mitochondries, le Golgi, le RE et le noyau en récupérant les produits
de leur dégradation. Elle permet aussi de faire un grand ménage lorsque les autres formes de
dégradation, comme le systéme ubiquitine/protéasome (UPS), ne sont pas disponibles (Kelekar,

2005).

Les différentes formes d’autophagie définies jusqu’a présent sont la microautophagie, la
macroautophagie et I’autophagie médiée par les chaperonnes. La microautophagie décrit lorsque
la surface des lysosomes engouffre directement du cytoplasme par la déformation de la membrane
des lysosomes. La macroautophagie comprend plutdét une fusion entre les lysosomes et des
vésicules a double membranes contenant de larges protéines ou organites. L’autophagie médié¢e
par les chaperonnes (CMA) implique un complexe formé entre un substrat protéique et des
protéines chaperonnes (Cuervo, 2004b). Les substrats contiennent un motif semblable a la séquence
KFERQ qui permet leur reconnaissance par la protéine chaperonne Hsc70. Les complexes
résultants interagissent avec un récepteur de la membrane lysosomale (LAMP2A) afin de permettre
la translocation du substrat dans les lysosomes avant leur dépliement et dégradation (Cuervo, 2004b;
Juste et Cuervo, 2019). Le terme autophagie, en référence a la macroautophagie, sera utilisé au

cours des prochaines pages pour simplifier la lecture, a moins d’indication contraire.
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1.3.1 M¢écanisme général

L’ autophagie est un processus qui se produit en distinctes phases, soit : I’induction, 1’¢longation,
la séquestration, la maturation, la fusion et la dégradation. La phase de séquestration débute avec
la génération d’un phagophore qui enveloppe du cytoplasme et des organites. Il s’agrandit et
lorsqu’il se referme, il conduit a la formation d’un autophagosome a double membrane (Mizushima
et al., 2002). 11 s’y retrouve un mélange des marqueurs provenant du RE, des endosomes et des
lysosomes, en plus de contenu cytosolique (Kirkegaard et al., 2004; Kopitz et al., 1990; Mitchener
et al., 1976). Ils vont de la taille de 0,5 um a 1,5 um en diamétre (Dunn, 1990). La maturation du
processus autophagique implique la fusion des autophagosomes avec les lysosomes et la relache
du contenu des autophagosomes pour la dégradation médiée par les protéases des lysosomes
(Figure 1.10) (Glick ef al., 2010; Punnonen et al., 1992). Les produits dégradés sont retournés dans
le cytosol par des perméases et des transporteurs pour de nouvelles synthéses de macromolécules
et du métabolisme (Mizushima, 2007). Ces événements se produisent dans I’espace d’environ 10

a 15 minutes (Pfeifer, 1978).

Permease

Lysosome

utophagosome-lysosome
fusion

Phagophore

Autolysosome

Figure 1.10 : Schéma illustrant le mécanisme général de I’autophagie. Les étapes de séquestration, de
maturation et de dégradation sont visuellement représentées. Figure adaptée de (Klionsky, 2023).

1.3.2 Induction

Avant le début du processus d’autophagie, un mélange de facteurs propices a son induction a lieu.

Bien qu’elle se produise en tout temps en conditions basales pour un renouvellement continuel des
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composants cytosoliques, il est possible d’induire 1’autophagie en imposant des stress cellulaires
(Mizushima, 2005). Parmi les inducteurs connus, les carences en nutriments sont les plus typiques
(Mizushima, 2007). Les carences enclenchent une réponse adaptive avec |’autophagie en
promouvant la survie jusqu’a ce que les nutriments redeviennent disponibles (Glick et al., 2010).
Une carence en sérum, en acides aminés ou en glucose a chacune un rdle dans le stress par la
privation de nutriments induisant chacune une voie de signalisation spécifique résultant en

I’induction des mécanismes autophagiques (Mizushima, 2007).

1.3.2.1 Séquestration et chargement

La phase de séquestration débute avec des protéines associées a I’autophagie (Atg), soit avec la
liaison de Atg5 et Atgl2. Cette liaison est possible grace a I’activation de Atgl2 par Atg7, puis a
sa potentialisation par Atgl0. Suivant cette étape, a cette liaison s’ajoute Atgl6 et se forme un
complexe qui se trouve au niveau des membranes d’isolation lors de 1’¢longation des phagophores
(Figure 1.11) (Glick et al., 2010). Atgl6 est celle qui détermine ou la formation des
autophagosomes aura lieu (Fujita ef al., 2008). Il a été soutenu que ces membranes semblent
provenir principalement du RE (Hayashi-Nishino et al., 2009; Yla-Anttila et al., 2009). Une
protéine associée aux microtubules 1B (MAP1B) chaine légere 3 (MAP1BLC3, raccourci en LC3B)
se situe aussi au niveau des membranes durant I’élongation (Kabeya et al., 2000). Le complexe
Atgl2-Atg5-Atgl6 facilite la lipidation nécessaire de LC3B-I dans des étapes subséquentes
(Tanida, 2011).

Pendant la formation des autophagosomes, LC3B-I, initialement cytosolique (proLC3B), subit des
modifications post-traductionnelles. D’abord, il y a clivage par Atg4, transformant proLC3B en
LC3B-I. Cette réaction est suivie d’une activation par Atg7 et d’une conjugaison a la
phosphatidyléthanolamine (PE) médiée par Atg3, ou LC3B-I devient LC3B-II (Glick et al., 2010;
Kabeya et al., 2000; Tanida et al, 2008). Le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6 se dissocie
progressivement des phagophores lors de 1’élongation alors que 1’ancrage lipidique permet a
LC3B-II de se localiser aux membranes des autophagosomes (Tanida, 2011). LC3B-II est retrouvée
sur la surface interne et la surface externe des autophagosomes, ou elle joue un réle dans
I’hémifusion des membranes ainsi que dans la sélection de cargo pour dégradation (Figure 1.11)

(Glick et al., 2010). Une autre protéine, p62/SQSTMI, joue un rdle dans la séquestration et le
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chargement en recrutant des protéines a dégrader. DU a leur présence aux autophagosomes, p62 et
LC3B-II servent de marqueurs d’activité autophagiques. La description de leurs fonctions sera

détaillée dans la section 1.3.3.
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Figure 1.11 : Schéma illustrant les acteurs Atgl2, Atg5, Atg6, Atg7, Atgl0 et Atg3 impliqués a I’étape de
séquestration de ’autophagie. Les transformations de LC3B-I sont également représentées avec la PE.
Figures adaptées de (Collier et al., 2021; Klionsky, 2023).

1.3.2.2 Maturation et fusion

La phase de maturation voit la formation des autophagosomes, avec LC3B-II associé¢e aux
membranes (Kabeya et al., 2000). Cette phase implique aussi la fusion entre les autophagosomes
et les lysosomes. Avant la fusion avec les lysosomes, il a été suggéré que les autophagosomes se
fusionnent d’abord avec des endosomes, mettant place aux amphisomes. Cette étape permettrait
aux autophagosomes de récupérer la machinerie nécessaire pour la fusion aux lysosomes et de
baisser le pH des vésicules autophagiques avant I’arrivée des protéases (Berg et al., 1998;
Eskelinen, 2005; Tooze et al., 1990). La fusion aux lysosomes est distinguée en deux parties, soit
la phase immature ou les autophagosomes contiennent toujours leur double membrane et la phase
mature qui consiste en les autolysosomes ayant perdu la membrane interne (Kelekar, 2005). Lors
de cette étape de fusion, des protéines membranaires associées aux lysosomes 1 et 2 (LAMP1 et
LAMP?2) se retrouvent sur les autophagosomes immatures dits « intermédiaires » jusqu’a la fusion
aux lysosomes. C’est alors que les autolysosomes matures acquierent les enzymes de dégradation
tels la cathepsine et les acides phosphatases (Punnonen et al., 1992). D’autres protéines sont
impliquées dans la fusion des autolysosomes comme la syntaxine STX17, SNAP29 et la protéine
SNARE lysosomale VAMPS, elles ne seront pas discutées pour ce projet (Itakura et Mizushima,
2013).
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1.3.2.3 Dégradation

Les enzymes digerent le contenu des autophagosomes ainsi que le LC3B-II présent a I’intérieur
des autophagosomes. Atg4 retire I’ancre lipidique des molécules de LC3B-II a la surface
cytoplasmique des autophagosomes. Il en reste LC3B-I qui est renvoy¢ au cytosol et recyclé pour
la formation de nouveaux autophagosomes. Aprés la dégradation, les autolysosomes deviennent
des protolysosomes avant d’acquérir de nouvelles hydrolases lysosomales pour redevenir des

lysosomes (Tanida, 2011).

1.3.3 Marqueurs d’activité autophagique

Plusieurs acteurs sont impliqués dans le processus d’autophagie, mais certains sont plus importants
dans I’intérét des recherches effectuées pour ce mémoire. Il sera principalement question des
protéines p62, LC3B-I et LC3B-II. Il a été proposé que p62, possédant un domaine de liaison a
I’ubiquitine, meéne les protéines ubiquitinées aux membranes des autophagosomes pour
dégradation par autophagie. LC3B-II, présent aux membranes des autophagosomes, servirait de
récepteur pour p62, qui posséde également une région interagissant avec LC3 (LIR) (Figure 1.12)
(Bjorkoy et al., 2005; Duran et al., 2008; Glick et al., 2010; Kabeya et al., 2000; Pankiv et al.,
2007). Une accumulation de 1’expression de p62 correle généralement avec une augmentation de
I’activité autophagique, p62 est ainsi un des indicateurs de I’initiation de ’autophagie. Il a d’abord
été découvert trois types de chaines légeres, soit LC1, LC2 et LC3 qui sont associées 8 MAPIA et
MAPI1B (Mann et Hammarback, 1994). LC3B-I a une masse moléculaire d’environ 17 kDa et est
exprimée de maniere ubiquitaire (Tanida ef al., 2008). Tel que mentionnée précédemment, la forme
LC3B-II est recrutée aux membranes des autophagosomes et dégradée en méme temps que le
contenu des autophagosomes apreés la fusion aux lysosomes. La détection de LC3B-I et les
changements de niveaux de LC3B-II plus précisément, refletent alors différentes étapes de
I’activité autophagique (Tanida et al., 2008). Les niveaux d’expression de p62, de LC3B-I et de
LC3B-II donnent tous les deux des informations sur 1’autophagie (Tableau 1.2). L’évaluation des

deux protéines est donc nécessaire pour 1’étude du flux autophagique.
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Figure 1.12 : Schéma illustrant les acteurs p62, LC3B-I et LC3B-II impliqués dans la sélection de cargo
aux autophagosomes durant 1’autophagie. Figures adaptées de (Collier et al., 2021; Klionsky, 2023).

Tableau 1.2 : Résumé des interprétations possibles des niveaux de p62, de LC3B-I et de LC3B-II sur
I’activité autophagique.

p62 LC3B-I LC3B-II Autophagie
+ - - Initiée, bloquée avant formation de LC3B-I
+ - Initiée, bloquée avant lipidation de LC3B-I
+ - + Initiée, bloquée avant la dégradation

- - - Inhibée avec défauts de formation de LC3B-I
- + - Inhibée ou activée jusqu’a dégradation

- - + Inhibée sans défauts de formation de LC3B-II

1.3.4 SIR, activité autophagique et SLA

I a précédemment été mentionné que S1R posseéde de possibles roles dans le processus

autophagique et que le variant E102Q cause des irrégularités dans I’homéostasie cellulaire.

Des études ont montré que les niveaux de protéines ubiquitinées augmentent, la dégradation par
les protéasomes est inhibée et 1’apoptose est induite lorsque la fonction de S1R est réduite par
I’inactivation du geéne correspondant (knockdown, KD). De plus, il peut étre observé de nombreuses
vacuoles semblant contenir du matériel a dégrader (autophagosomes), suggérant une implication
dans la régulation de I’autophagie (Prause et al., 2013). Il a été trouvé que la dégradation médiée
par les fonctions autophagiques sont perturbées lors de la perte de S1R (Vollrath et al., 2014). En
effet, les autophagosomes s’accumulent et ne se fusionnent pas avec les lysosomes pour former

des autolysosomes nécessaires a la dégradation autophagique, selon des études faites avec le variant
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E102Q (Dreser et al., 2017). La dégradation protéasomique ainsi que le recyclage autophagique

sont alors perturbés lors de I’absence de S1R.

I1 a été déterminé que des ligands de S1R modulent le processus d’autophagie d’une maniere dose-
dépendante (Schrock et al., 2013). Un agoniste de SIR (ANAVEX-73) a été prouvé efficace pour
accroitre I’autophagie et réduire la toxicité protéique en diminuant I’agrégation de protéines (Christ
et al., 2019). Le rdle exact de SIR dans les fonctions autophagiques n’est cependant pas encore
tout a fait connu. Puisqu’elle est autant versatile et qu’une activité autophagique saine est
primordiale pour le maintien de ’homéostasie neuronale, SIR est aussi étudiée dans la médiation

de I’activité neuronale dans la section qui suit.

1.4  Activité neuronale

Afin de capter I’impact du variant E102Q sur I’excitabilité neuronale, une revue du fonctionnement
de I’activité neuronale facilitera la compréhension des différents roles de S1R dans ces processus.
L’activité neuronale est responsable de la captation, I’intégration et la transmission des
informations dans le systéme nerveux, ce qui est crucial pour toutes fonctions cérébrales (Catterall,
1984). Le systeme nerveux contrdle le corps en assurant une bonne communication entre ses
cellules neuronales et non neuronales. Une importante propriété des neurones est qu’ils sont
excitables. Leur excitabilité réfere a leur capacité a utiliser un signal chimique (neurotransmetteur)
et a le transformer en flux de courant électrique a travers la membrane cellulaire et de déclencher
un potentiel d’action (PA) (Catterall, 1984; Meriney et al., 2019). Le PA transmet un signal a partir
du segment initial de 1’axone (AIS) du corps cellulaire (soma), tout le long de 1’axone jusqu’aux
terminaisons nerveuses (Figure 1.13 et 1.15). Ces actions décrivent 1’excitabilité intrinseéque qui
sera détaillée dans une section suivante. La synapse est la zone de contact entre deux neurones. La
terminaison nerveuse du premier neurone (présynaptique) transmet des signaux chimiques sous
forme de neurotransmetteurs aux dendrites du neurone suivant (postsynaptique) (Figure 1.13)
(Meriney et al., 2019). Les dendrites sont responsables de recevoir I’entrée d’information
provenant des événements présynaptiques et de répondre avec des changements en potentiel de
membrane. Le soma agit de méme, en plus d’étre le point de cumulation pour tous les changements

de potentiel survenus dans les dendrites (Figure 1.13) (Catterall, 1984). Les événements au niveau
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des synapses décrivent la transmission synaptique, dépendante largement de facteurs extrinséques.

Elle sera discutée dans la section suivante.

L’activité neuronale globale dépend de I’interaction constante entre 1’excitabilité synaptique et
intrinséque. Les propriétés neuronales intrinseques dépendent du nombre et de la distribution des
canaux ioniques voltage-dépendants exprimés par un neurone. La génération de PA dépend aussi
de ces canaux, par leur réle dans le cycle de dépolarisation et de repolarisation. Il y a une continuité
dans les roles intrinséques et synaptiques pour 1’excitabilité neuronale. Ils déterminent comment

les neurones recoivent, intégrent et transmettent les informations (Pratt et Aizenman, 2007).

Pre-synaptic :ﬂ o e, Post-synaptic
Neuron r’\‘;/ Neuron
—— A6 —
Soma Myelin Sheath neurotransmitters

\ Dendrites

Figure 1.13 : Schéma représentant un réseau neuronal ou un potentiel d’action présynaptique est acheminé
aux synapses et des neurotransmetteurs sont libérés au neurone postsynaptique (Qin et al., 2023-05-23).

L'excitabilité d’un neurone dépendant de son potentiel membranaire. Celui-ci désigne la différence
de voltage a I’intérieur de la membrane par rapport au voltage a ’extérieur de la membrane
neuronale. Au repos, le potentiel de membrane reste autour de -65 mV. Les PA sont seulement
générés lorsque la dépolarisation atteint un seuil d'excitation qui active des canaux ioniques
voltage-dépendants (Chen et Lui, 2025; Meriney ef al., 2019). Cette dépolarisation est possible
grace aux courants ¢électriques créés par les échanges d’ions a travers la membrane plasmique. Les
déplacements d’ions sont motivés par une distribution inégale de la charge d’ions spécifiques de
part et d’autre de cette membrane. Ce débalancement est rectifié par I’ouverture des pores de
canaux spécifiques a ces ions et le gradient de concentration s’occupe généralement de la direction
des échanges (Catterall, 1984; Meriney et al., 2019). 1l est connu que le liquide intracellulaire a
une plus grande concentration en ions K*, alors que le fluide extracellulaire est plus concentré en

ions Na" et Ca®" (Catterall, 1984). La membrane est perméable aux ions K, car tous les neurones
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expriment un type de canal K™ qui reste ouvert au potentiel de repos (Aller ef al., 2005; Talley et
al., 2000; Talley et al., 2001). La sortie de K" de maniére spontanée est plus rapide que I’entrée

des autres ions, rendant le potentiel de repos interne négatif a -65 mV (Catterall, 1984).

1.4.1 Transmission synaptique

Le mécanisme de transmission synaptique dépend du PA généré au niveau présynaptique pour
voyager du AIS jusqu’aux terminaisons nerveuses (Meriney et al., 2019). L arrivée du PA permet
I’ouverture de canaux calciques voltage-dépendants (Cav). Une fois ouverts, ils permettent 1’ influx
d’ions calcium (Ca®") et ainsi I’augmentation de sa concentration locale dans la région
présynaptique. Cela facilite la relache de neurotransmetteurs qui sont déja emmagasinés dans des
vésicules présynaptiques. Ce mécanisme implique la liaison du Ca" par les synaptotagmines. Cette
interaction permet [’activation de la machinerie nécessaire a la fusion membranaire pour
I’exocytose a I’aide des complexines et des protéines SNARE (Sudhof, 2012). Les
neurotransmetteurs libérés peuvent traverser la fente synaptique et lier des récepteurs
postsynaptiques spécifiques, soit les canaux ligand-dépendants qui seront résumés dans le
paragraphe suivant. Une fois liés, ces derniers permettent I'influx de différents ions et la
modulation du potentiel de membrane du neurone postsynaptique. Le tout pour convertir un signal
¢lectrique provenant de la cellule présynaptique en signal chimique qui peut ensuite traverser la

fente synaptique et initier un signal a la cellule postsynaptique (Meriney et al., 2019).

Parmi les récepteurs pouvant répondre aux neurotransmetteurs, il y a les récepteurs
métabotropiques et les récepteurs ionotropiques. Les récepteurs métabotropiques fonctionnent avec
des protéines G (les identifiant comme des récepteurs couplés aux protéines G, GPCR). Ils activent
des cascades de voies de signalisation et modulent indirectement les passages d’ions. Les
récepteurs ionotropiques répondent simplement aux neurotransmetteurs en tant que canaux ligand-
dépendants et réagissent rapidement avec des flux d’ions (Roth, 2019). Les récepteurs
ionotropiques, les canaux ligand-dépendants, sont ceux d’intérét. Selon la nature des
neurotransmetteurs, les neurones postsynaptiques portent alors une action excitatrice ou inhibitrice
(Catterall, 1984). Parmi les neurotransmetteurs les plus répandus, il y a le glutamate et 1’acide -
aminobutyrique (GABA). Ce sont les principaux neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs,

respectivement. Les récepteurs du glutamate incluent a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
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isoxalepropionique (AMPA) et N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Lorsqu’activés par le glutamate,
ces récepteurs permettent I’entrée d’ions sodium (Na*) et d’ions potassium (K*). Les récepteurs
NMDA permettent aussi le passage de Ca**, dépolarisant davantage la membrane (Traynelis et al.,
2010). Les récepteurs du GABA sont catégorisés en GABAA et en GABAg. Les GABAg sont
métabotropiques et ne seront pas discutés. Les récepteurs GABA4 laissent le passage d’ion chlore

(CI'), ce qui a comme action d’hyperpolariser la membrane (Figure 1.14) (Olsen et Sieghart, 2009).
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Figure 1.14 : Schéma résumant les mécanismes des récepteurs AMPA, NMDA et GABA. Les événements
excitateurs sont illustrés a gauche avec AMPAR et NMDAR. Les événements inhibiteurs sont illustrés a
droite avec GABAAR. Inspiré de (Wang et Kriegstein, 2008).

Les neurones postsynaptiques répondent a ces signaux avec des changements de potentiel
excitateurs (PPSE) ou inhibiteurs (PPSI) grace aux canaux ligand-dépendants. Leur sommation se
rend jusqu’au AIS, ou elle dicte du seuil d’excitation. Les neurones sont en constante adaptation
selon D’excitation synaptique (Schulz ef al., 2006). D¢s le passage des signaux au neurone

postsynaptique, les mécanismes d’excitabilité intrinséque sont déclenchés.

1.4.2 Excitabilité intrinseque

Les propriétés intrinseques des neurones déterminent les événements survenant de 1’arrivée au
niveau synaptique jusqu’a la transmission aux axones. Cette relation entre la captation et la
transmission du signal est le cceur de toute activité du systéme nerveux (Schulz et al., 2006).
Lorsque le seuil d’excitation est atteint par I’arrivée des signaux chimiques transmis par les

synapses, un PA est déclenché a partir de I’AIS (Figure 1.15) (Catterall, 1984). Les canaux
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ioniques voltage-dépendants jouent des rdles importants dans 1’excitabilité intrinséque. Leur
expression, leur composition et leur activation déterminent les états d’excitabilité neuronale, que
ce soit physiologique ou pathophysiologique. La régulation de ces canaux ioniques permet de
stabiliser I’excitabilité neuronale et de contrer les changements subits (Schulz e al., 2006). Au AIS,
une grande concentration de canaux sodiques est présente (Figure 1.15). Les canaux les plus
souvent mentionnés sont les canaux sodiques (Na"), potassiques (K*), chloriques (CI) et calciques

(Ca*") (Meriney et al., 2019).
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Figure 1.15 : Schéma de I’organisation structurelle d’un neurone montrant I’initiation et la propagation d’un
PA (Freeman et al., 2016). Le AIS est concentré en canaux ioniques voltage-dépendants pouvant moduler
le potentiel de membrane et déclencher des PA.

L’atteinte du seuil de voltage active les canaux Nav et dépolarise la membrane. Un PA est génér¢,
augmentant le potentiel de membrane par I’entrée d’ions Na' et les canaux Nav se referment
rapidement (Chen et Lui, 2025; Meriney ef al., 2019). En méme temps, les canaux Kv s’ouvrent,
mais plus lentement dii au temps de changement de conformation. La sortie d’ions K repolarise la
membrane jusqu’au retour au potentiel de repos. La fermeture lente des canaux Kv a comme
conséquence 1’hyperpolarisation temporaire. Le potentiel revient au repos lorsque les canaux Kv
se referment et que la pompe ATPase Na'/K" rectifie la distribution des charges (Figure 1.16)

(Kuang et al., 2015; Meriney et al., 2019).

29



Phase du potentiel d'action

s Potentiel d'action
Z 40
E
S
I o
g g
g o-

=

-
: g
E ;
© -55 Seui
© .
—_ Potentiel de repos
2 70
c . T
@ Stimulus
-
g

Réfractaire
[ | I I | | I T
Temps (ms)

Figure 1.16 : Graphique résumant les différentes phases d’un potentiel d’action. Le PA est déclenché par
une sommation de PPSE et PPSI atteignant le seuil d’excitation. La membrane est repolarisée jusqu’a une

légeére hyperpolarisation. La membrane retourne au potentiel de repos.

Image générée par
(https://biorender.com).

1.4.3 Canaux potassiques voltage-dépendants (Kv)

Une grande diversité de canaux ioniques voltage-dépendants est présente dans le cerveau. Leurs
propriétés différent par leur expression et leur localisation subcellulaire. Selon leurs roles, les

canaux K" voltage-dépendants sont ainsi d’importants modulateurs de 1’excitabilité intrinséque

(Figure 1.17) (Vacher et Trimmer, 2012).
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Figure 1.17 : Schéma illustrant les différents stimuli provoquant I’ouverture ou la fermeture des canaux
ioniques. L’activation par un ligand extracellulaire ou intracellulaire, par une différence de voltage ainsi que
par la combinaison de voltage et de ligand est montré. Figure adaptée de (Meriney et al., 2019).

Les Kv se démarquent par leurs multiples sous-unités. Les sous-unités qui forment le pore et

permettent le passage des ions sont appelées a. Les sous-unités auxiliaires sont plutot nommeées 3.
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Chaque sous-unité a des Kv peut étre associée a une sous-unité § (Meriney et al., 2019). Il y a plus
de 30 différents types de sous-unités a et plus de 10 types de sous-unités 3 chez les Kv. Il existe un
nombre élevé de combinaisons de ces sous-unités, 12 sous-familles en ont été formées allant de
Kvl a Kv12 (Figure 1.18) (Gonzalez ef al., 2012). Les sous-familles Kvl a Kv4 sont celles qui
ont le plus souvent été associées avec le systeéme nerveux (Robbins et Tempel, 2012). Cette grande
variété fait en sorte que les canaux Kv peuvent étre faits sur mesure pour plusieurs fonctions
neuronales distinctes, telles que la régulation du potentiel de repos et la repolarisation du PA
(Meriney et al., 2019). Par leur présence aux axones et aux dendrites, une de leurs fonctions
principales est de réguler le flux des ions K* au niveau de la membrane plasmique, ce qui est
primordial dans I’excitabilité neuronale (Jensen et al., 2011; Kuang et al., 2015). Pour assurer leurs
fonctions d’importance capitale, une régulation stricte de leur expression, de leur distribution et de

leur localisation est de mise (Schulz et al., 2008).
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Figure 1.18 : Diagramme représentant la diversité des familles de canaux K incluant les Kv (Taura et al.,

2021).

Chaque sous-unité o monomere des Kv est composée de six hélices transmembranaires. Les
régions N- et C-terminales sont intracellulaires et le c6té N-terminale contient le domaine T1,
important pour le routage du canal a la surface cellulaire et la tétramérisation. Les quatre premicres

hélices (S1 a S4) forment le domaine du capteur de tension qui détecte les variations de potentiel
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membranaire. Les deux autres hélices (S5 et S6) forment le domaine du pore qui permet le passage
des ions K'. Ces deux domaines sont responsables des changements de conformation et des
ouvertures et fermetures du canal. Les résidus chargés positivement se trouvant dans 1’hélice S4

contribuent a ces mouvements (Figure 1.19 A) (Kuang et al., 2015).

B lon

Figure 1.19 : Représentation schématique des Kv. (A) Schéma de la structure 2D d’une sous-unité a d’un
Kv montrant les six hélices transmembranaires différenciant le domaine du capteur de tension en rouge et
le domaine du pore en bleu. La région N-terminale est représentée en vert et contient le domaine T1. (B)
Représentation 3D de la structure d’une sous-unité oo monomérique d’un Kv. (C) Représentation 3D de la
structure d’un tétramére formant un Kv vue de dessus avec une couleur distincte pour chaque sous-unité a.
(D) Représentation 3D du tétramére vue de coté. Figure adaptée de (Tombola ef al., 2006).

Les Kv sont formés de sous-unités a qui s’assemblent pour obtenir des complexes tétrameériques
(Figure 1.19 B-C-D). Ces assemblages ont lieu dans le RE et ils déterminent le taux d’expression
des Kv a la surface cellulaire (Jensen et al., 2011). La destination des Kv dépendent de plusieurs
facteurs comme les sous-unités auxiliaires  ou les interactions protéine-protéine. Ces facteurs
dictent par le fait méme les réles spécifiques des Kv en déterminant leur localisation (Capera et al.,
2019). Une fois arrivés a leurs destinations, les Kv doivent avoir recours a des mécanismes qui les

retiennent a ces endroits, tels des interactions avec d’autres protéines.
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1.4.3.1 Sous-unités auxiliaires ()

Les sous-unités auxiliaires  sont importantes dans la régulation des canaux, que ce soit dans leur
activation et leur inactivation ou dans leur perméabilité aux ions. Elles sont capables de préciser
leur conductance ionique ainsi que leur localisation subcellulaire (Deutsch, 2002; Vacher et
Trimmer, 2011). Certaines sous-unités modulent les Kv en modifiant leur sensibilité au potentiel

membranaire (Yu et Catterall, 2004).

La protéine chaperonne S1R pourrait étre considérée comme une sous-unité auxiliaire atypique des
canaux voltage-dépendants (Kourrich, 2017). A 1’opposé des sous-unités auxiliaires
conventionnelles qui sont présentes a la membrane plasmique, S1R peut étre retrouvée a différents
endroits dans la cellule (Figure 1.9) (Lachance et al., 2023; Vacher et al., 2008). De plus, S1R ne
correspond pas exactement aux critéres des sous-unités auxiliaires, parce qu’elle ne s’associe pas
intégralement aux sous-unités principales formant le pore des canaux (Kourrich, 2017; Kourrich et
al., 2013). Alors que les sous-unités auxiliaires typiques sont généralement spécifiques a des sous-
familles de canaux ioniques, SIR répond aux caractéristiques pour plusieurs sous-familles, incluant

les Kv1 (Aydar ef al., 2002; Kourrich, 2017; Kourrich et al., 2012).

1.4.4 SIR,KvetSLA

I a été mentionné que I’absence de S1R cause une hyperexcitabilité dans un modéle murin dans
des études en lien avec la SLA. En effet, le KO de SIR semble augmenter la génération de PA
(Mavlyutov et al., 2013; Mavlyutov ef al., 2015). 1l a également été documenté que de multiples
canaux potassiques, dont Kv1.2, ont un niveau d’expression diminué¢ dans les neurones moteurs de

patients de la SLA (Stringer et Weiss, 2023).

Des recherches ont montré I’interaction entre Kv1.4 et SIR et ont déterminé que 1’activation de
SIR inhibe les courants K (Aydar et al., 2002). De plus, il a par ailleurs été observé que S1R joue
un role dans le trafic des canaux vers la membrane plasmique en augmentant I’expression a la

surface de la membrane de Kv1.2 (Delint-Ramirez ef al., 2020; Kourrich et al., 2013).

Puisque les Kv sont d’importants modulateurs de 1’activité neuronale, leur régulation est cruciale

a un fonctionnement normal des neurones. Vu I’'implication de S1R dans le trafic de Kv1.2 et dans
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I’hyperexcitabilité observée en relations avec la SLA, il serait intéressant de voir I’effet du variant
dans la pathologie de la SLA. Les mécanismes par lesquels S1R régule ce canal ne sont toutefois
pas complétement saisis. Le manque de connaissance a propos des fonctions spécifiques de SIR

invite aussi a en apprendre davantage.

1.5 Problématique

La SLA est une maladie dont la pathologie touche plusieurs aspects de la motilité. Toujours
incurable, elle mérite d’étre étudiée davantage dans le but d’avancer les connaissances pouvant
mener éventuellement a de meilleurs traitements. L hyperexcitabilité est un des symptomes connus
de la maladie qui est étudiée. La jSLA, d’ou la mutation E102Q de la protéine S1R a été tirée, est
moins investiguée di a sa rareté. Cependant, quelques anomalies pertinentes du variant E102Q ont
été ressorties des études existantes. Parmi les fonctions affectées, le transport nucléocytoplasmique
et les processus autophagiques peuvent jouer un role dans 1’excitabilité par leur contribution a la
régulation des protéines impliquées. Aujourd’hui, les mécanismes et les déterminants moléculaires
associés a ces dysfonctions ne sont pas encore connus. Par conséquent, afin d’obtenir une meilleure
compréhension du role neuroprotecteur de la protéine sauvage et du rdéle de son variant dans la
pathogénese de la jJSLA, il est primordial de déterminer I’impact de ce variant sur les mécanismes

cellulaires neuroprotecteurs.

1.6  Objectifs de recherche

Comme il a été décrit, la protéine chaperonne SIR par elle-méme joue plusieurs rdles essentiels
dans la régulation de fonctions neuroprotectrices. Alors déja, une altération dans sa nature avec le
variant E102Q associé a la jJSLA vient perturber une protéine importante. Pour en rajouter, il a été
découvert que SIR est essentielle dans la modulation de mécanismes primordiaux comme le
transport nucléocytoplasmique, ’autophagie et D’activit¢ neuronale. En se concentrant sur
I’hyperexcitabilité observée dans la SLA, mon projet explore les effets de la mutation E102Q sur
les mécanismes régulant 1’activité neuronale, en particulier ceux impliqués dans le contrdle de

I’excitabilité.

Nous proposons alors que le variant E102Q cause des irrégularités dans sa structure et sa

localisation subcellulaire et, par ce fait, perturbe ses fonctions. Nous estimons que S1R joue un
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role dans le transport nucléocytoplasmique de protéines responsables du métabolisme des ARN
comme TDP43. De plus, nous croyons qu’elle aide a la fusion des autophagosomes aux lysosomes
dans I’autophagie, régulant les niveaux de protéines et leur recyclage. Finalement, nous pensons
que les dysfonctions menées par le variant E102Q empéchent S1R de participer au trafic du canal
Kv1.2 jusqu’a la surface membranaire en bouleversant sa traduction, sa stabilisation et sa

localisation.

L’objectif principal des recherches de ce mémoire a alors pour but de caractériser 1’impact du
variant E102Q sur la localisation et les fonctions biologiques de SIR. Nous avons comme but de
définir comment ces fonctions menent a I’hyperexcitabilité observée dans la SLA. Nous avons

réalisé le projet en développant 4 sous-objectifs.

S-obj. 1: Définir la localisation de SIR et de son variant avec des essais de fractionnement

subcellulaire.

S-obj. 2: Déterminer comment la localisation du variant affecte le roéle de S1R dans les
déplacements nucléocytoplasmiques d’une protéine de liaison a I’ARN associée a la SLA, TDP43,

avec des essais de fractionnement.

S-obj. 3 : Déterminer comment les troubles du variant dans le transport nucléocytoplasmique
perturbe les mécanismes par lesquels SIR modulent 1’autophagie en testant l'expression de

marqueurs autophagiques.

S-obj. 4: Evaluer I’impact des altérations du variant sur le transport et ’autophagie sur

I’expression membranaire de Kv1.2, en présence ou non d’un agoniste.

Ces ¢études sont faites dans I’ambition d’approfondir les connaissances sur S1R et ses multitudes
de fonctions pour arriver a des fins thérapeutiques. En avantage, elles permettent aussi

d’approfondir les notions sur la protéine chaperonne de fagon fondamentale.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1 Réactifs

Les réactifs utilisés ont été¢ achetés de différentes compagnies : Tris-Base (BioShop #TRS001),
dodécylsulfate de sodium (SDS) (BioShop #SDS001), IGEPAL (SigmaAldrich #18896), inhibiteur
de protéases Ultra Protease Inhibitor (ThermoFisher #A32955), glycine (Wisent #800-045-LG),
billes de sépharose conjuguées a la protéine A (ThermoFisher #101041), acrylamide/bisacrylamide
40% (BioRad #1610149), persulfate d’ammonium (APS) (BioRad #1610700),
tétraméthyléthylénediamine (TEMED) (BioBasic #110-18-9), membranes de nitrocellulose 0,2
uM (BioRad #1620112), Ponceau S Staining Solution (ThermoFisher #A40000278) et 3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine (TMB) TMB Chromogen Solution (for ELISA) (ThermoFisher #002023).

2.2 Anticorps

Les anticorps utilisés dans le cadre des expériences ont été obtenus de différentes compagnies :
anti-SIGMARI1 (clone D4J2E) (CellSignaling #61994S, AB 2799617), anti-Lamin A/C (4C11)
(CellSignaling #4777S, AB 10545756), anti-TDP43 (clone G400) (CellSignaling #3448S,
AB 2271509), anti-p62/SQSTM1 (Progen #GP62-C, AB 2687531), anti-LC3B (DI11)
(CellSignaling #3868S, AB 2137707), anti-GFP (GF28R) (ThermoFisher #MAS5-15256,
AB_10979281), anti-V5 (clone 7/4) (AB_2566387), anti-Kv1.2 (clone K14/16) (MilliporeSigma
#MABN77, AB _10806493), anti-Kv1.2 (ThermoFisher #PA5-76901, AB_2720628), anti-Mouse-
HRP (ThermoFisher #31436), anti-Rabbit-HRP (ThermoFisher #31461) et anti-Guinea Pig-HRP
(ThermoFisher #A18775).

2.3 Culture cellulaire

Des cellules de reins embryonnaires humaines HEK293T (ATCC #CRL-3216) ont été maintenues
en culture dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Wisent #319-005-CS),
alors que des cellules de neuroblastomes humains SH-SY5Y (SigmaAldrich #94030304-1VL) ont
été maintenues dans du milieu DMEM/F12 (Nutrient Mixture F-12) (Wisent #319-075-CS).
Chaque lignée a ¢été supplémentée de sérum de veau feetal (FBS) (Wisent #080-150) a 10%. Les

cellules ont été conservées a une température de 37°C dans une atmosphére de 5% de CO». Les
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cellules HEK293T ont été ensemencées au compte de 350 000 cellules par puits dans des plaques
de 6 puits pour les expériences de fractionnement et d’autophagie et au compte de 700 000 cellules
par pétri dans des pétris de 60 mm pour les expériences d’immunoprécipitation. Les cellules SH-
SYSY ont été ensemencées au compte de 700 000 cellules par puits de plaques 6 puits pour les
expériences d’autophagie et 80 000 cellules par puits de plaques 24 puits pour les expériences
ELISA. Des pétris 100 mm a confluence de 80% des cellules SH-SYSY ont été utilisés pour les

expériences de fractionnement.

2.4 Construction de plasmides

Certains ADN plasmidiques utilisés lors des expériences ont été¢ construits au laboratoire. Les
inserts d’intérét ont été amplifiés par Polymerase Chain Reaction (PCR) avec le kit Phusion High-
Fidelity PCR Kit (NEB #E0553L) avec les oligonucléotides correspondants. Pour produire hS1R-
WT-V5, les oligonucléotides sens 5’-GGCGGTACCATGCAGTGGGCCGTGGGCCG-3’ et
antisens 5’-GGCCTCGAGCGAGGGTCCTGGCCAAAGAGG-3’ont été utilisés pour cloner SIR
(NM_005866.4) dans le vecteur pcDNA3.1 V5-6xHis-TOPO TA entre les sites de restriction Kpn
I et Xho I avec I’étiquette V5-6xHis positionnée en C-terminal. Pour produire hS1R-YFP, les
oligonucléotides sens 5’-GGCGAATTCATGCAGTGGGCCGTGGGCCGG-3’ et antisens 5°-
GGCGGATCCCGAGGGTCCTGGCCAAAGAGG-3" ont été utilisés pour cloner SI1R
(NM_005866.4) dans le vecteur pEYFP-N1 entre EcoRI et Bam HI avec I’étiquette YFP
positionnée en C-terminal. Pour FLAG-mKvl.2, les oligonucléotides sens 5°-
GGGGGATCCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGACAGTGGCCACCGGAGACCC
-3° et antisens 5’-GGGCTCGAGTCAGACATCAGTTAACATTTTGG-3’ont été utilisés pour
cloner Kv1.2 (BC138651.1) dans le vecteur pcDNA 3.1(+) zeo entre les sites de restriction Bamhl
et Xhol avec I’étiquette FLAG positionnée en N-Terminal. Pour FLAG-mKv1.2-TOPO, les
oligonucléotides sens 5’-
GGGAAGCTTATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGACAGTGGCCACCGGAGACCC
-3* et antisens 5’-GGGCTCGAGTCAGACATCAGTTAACATTTTGG-3’ont été utilisés pour
cloner Kv1.2 (BC138651.1) dans le vecteur pcDNA3.1 V5-6xHis-TOPO TA entre les sites de

restriction Hind III et Xho I avec I’étiquette FLAG positionnée en N-terminal.
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Pour produire les ADN plasmidiques comprenant la mutation E102Q, hS1R-E102Q-V5 et hS1R-
E102Q-YFP, une mutagénese dirigée a été effectuée avec le kit Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit
(Without Competent Cells) (NEB #E0552S) avec les oligonucléotides sens 5°-
GCCTCGCTGTCCCAGTATGTGCTG-3’ et antisens 5’-GTGCAGAAGGCACATGGCGCC-3’
avant de les amplifier avec la méthode décrite précédemment. Les séquences codantes de chaque

plasmide ont été validées par séquencage de Sanger.

2.5 Transfection

Les cellules ont été transfectées 24 heures apres 1’ensemencement avec de I’ADN plasmidique en
utilisant I’agent de transfection TransIT-LT1 (MJS BioLynx #MIR2305) en combinaison avec du
Opti-MEM (ThermoFisher #31985070) pour les cellules HEK293T. Le réactif de transfection
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher #31985070) en combinaison du DMEM/F12 sans sérum a été
utilisé avec les cellules SH-SYS5Y. Les ADN plasmidiques utilisés incluent pcDNA3.1 (-)
(ThermoFisher #V79020) et pcDNA3.1(+) zeo (ThermoFisher #V86020) provenant du laboratoire
de Pr. Pilon, hSIR-V5, hS1R-E102Q-V5, pCMV-3XFLAG-LC3B-WT (Addgene #123092) qui
présente 1’étiquette 3XFLAG en N-terminal, FLAG-mKvl.2 et FLAG-mKv1.2-TOPO. Les
quantités transfectées étaient de 2 pg total pour les essais de fractionnement avec les cellules
HEK293T, soit avec 0,5 pg de hS1R-V5 ou de hS1R-E102Q-V5 complété de pcDNA3.1 (-) ou
pcDNA3.1(+) zeo. Pour les essais d’autophagie avec les cellules SH-V5 et HEK293T, 1 pg total a
été transfect¢ avec 0,5 pg de pCMV-3XFLAG-LC3B-WT complété de pcDNA3.1 (-) ou
pcDNA3.1(+) zeo. Pour les ELISA avec les cellules SH-SY5Y, 1 ug de pcDNA3.1 (-) ou
pcDNA3.1(+) zeo ou de FLAG-mKv1.2-TOPO a été transfecté. Pour les ELISA avec les cellules
HEK293T, 2 ng total ont été transfectés avec 0,5 pg de FLAG-mKvl.2, soit complété de
pcDNA3.1 (-) oude pcDNA3.1(+) zeo, soit avec 0,5 pg de hS1IR-V5 ou de hS1R-E102Q-V5 avant
d’étre complété de pcDNA3.1(-) ou de pcDNA3.1(+) zeo. Pour les essais d’immunoprécipitation,
3 ng total ont été transfectés avec 1,5 pg de hS1R-V5 complété de pcDNA3.1(-) oude pcDNA3.1(+)
zeo ou avec 1,5 pg de Flag-mKv1.2-TOPO et 1,5 pg de hS1R-V5 ou de hSIR-E102Q-V5. Les

cellules transfectées ont été incubées a 37°C et a 5% de CO» pour une durée de 48 heures.
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2.6 Lignées cellulaires stables

Les SH-SYSY ont été transfectées par la méme méthode avec le vecteur vide pEYFP-NI
(ClonTech #6006-1) provenant du laboratoire de Pr. Pilon, avec hSIR-YFP, hS1R-E102-YFP,
hSIR-V5 et hSIR-E102Q-V5. Apres 48 heures de transfection, les cellules ont été sujet & un
changement de milieu supplémenté de 1’antibiotique de sélection généticine G418 (Wisent #400-
130) a une concentration finale de 800 ug/mL. Elles ont ét¢ maintenues ainsi avec un changement
de milieu tous les 3 jours jusqu’a ce qu’il y ait suffisamment de colonies de cellules résistantes.
Les cellules ont par la suite été entretenues avec 400 ug/mL de G418 afin d’avoir des populations
de cellules exprimant stablement les protéines d’intérét. Les expressions des protéines de chacune
des lignées stables ont été vérifiées par immunobuvardage. Afin d’obtenir de meilleures
expressions pour les lignées hS1R-V5 et hS1R-E102Q-VS5, des lignées monoclonales ont été
générées. Une sélection de cellules uniques a été faite sur chacune des lignées afin de poursuivre
leur croissance de maniére isolée. A quelques reprises, une nouvelle sélection a été effectuée dans
chaque population résultante dans le but d’assurer leur monoclonalité, puis les derniers clones ont
été maintenues. Des tests d’expression par immunobuvardage ont ensuite été effectués sur la
population dérivée de chacun des clones finaux avant de sélectionner ceux avec les meilleures
expressions. Dans le cas des lignées YFP stables, leur enrichissement a été accompli par cytométrie

de flux.

2.7  Traitements
2.7.1 Localisation

Pour les expériences de localisation, les cellules ont été traitées avec de I’époxomicine
(SigmaAldrich #324800) a une concentration finale de 1 pM pendant 16 heures a 37°C avant
I’extraction des protéines. Le traitement permet d’induire un stress protéotoxique en liant des sous-
unités des protéasomes, inhibant principalement leur activité de type chymotrypsine et de localiser

S1R, son variant et TDP43 selon leur réponse au stress.

2.7.2 Autophagie

Pour les expériences d’autophagie, les cellules ont été traitées avec des milieux en carence soit de
sérum (DMEM ou DMEM/F12 sans FBS), soit d’acides aminés (Hanks’ Balanced Salt Solution
(HBSS) (ThermoFisher #14170112)), soit de glucose (DMEM sans glucose (Wisent #319-062-
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CL)). Les milieux sans acides aminés et sans glucose ont été supplémenté de sérum dialysé (Wisent
#080-910). Le traitement a été fait pendant 6 heures a 37°C dans le but d’induire I’autophagie avant
I’extraction des protéines. Certaines expériences ont aussi requis un traitement a la bafilomycine
A1 (SigmaAldrich #196000) a une concentration finale de 100 nM pendant 6 heures a 37°C dans
le but d’empécher la dégradation autophagique en inhibant I’activité lysosomale. La bafilomycine
inhibe ’acidification des autolysosomes nécessaire a leur activité en interagissant avec les pompes

de proton de type vacuolaire (V-ATPases).

2773 Kvl.2

Pour les expériences avec Kvl.2, les cellules ont été traitées avec du PRE-084 (SigmaAldrich
#P2607) a une concentration finale de 3 uM pendant 10 minutes, 30 minutes et 60 minutes a 37°C

dans le but d’avoir un effet d’activation avec un agoniste connu de SIR.

2.8 Extraction, quantification et dénaturation de protéines

Pour les essais d’autophagie, les cellules ont été récoltées et lysées avec du tampon de lyse (150
mM NacCl, 50 mM Tris-Base pH 8.0, 10 mM NasP,07, SmM EDTA pH 8.0, 0,1% de SDS, 0,5%
Na-Deoxycholate, 1% IGEPAL et 1X d’inhibiteur de protéases Ultra Protease Inhibitor) pendant
30 minutes a 4°C. La solution de lyse pour les essais d’immunoprécipitation differe par le retrait
de P’EDTA et du SDS et par I’ajout de 10% de glycérol. Les protéines insolubles ont été retirées
des lysats par centrifugation. Les concentrations protéiques de chacun des extraits ont été
déterminées par dosage avec la méthode acide bicinchoninique (BCA) avec le kit Pierce BCA
Protein Assay Kit (ThermoFisher #23225) afin d’avoir des quantités équivalentes pour
I’immunobuvardage. Les échantillons ont ensuite été dénaturés avec du tampon de dénaturation
(pour des concentrations finales de 50 mM Tris-Base, 10% glycérol, 2% SDS, 1% 2-

mercaptoéthanol et solution de bromophénol) pendant 5 minutes a 95°C.

2.9  Fractionnement

Pour les essais de localisation, les cellules ont été sujets a différents protocoles de fractionnement,
soit un distinguant les protéines solubles des protéines insolubles au Triton-X-100 et un séparant
les protéines totales, les protéines cytoplasmiques et les protéines nucléaires tel décrit dans le

protocole Rapid Isolation of Nuclei from Cells In Vitro (Nabbi et Riabowol, 2015).
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2.9.1 Triton-X-100 soluble et insoluble

Les cellules ont été lysées dans une solution de tampon phosphate salin (PBS) contenant 1% de
Triton-X-100 et 1X d’inhibiteur de protéases pendant 30 minutes a 4°C. Les lysats ont été
centrifugés a 15 000 rpm pendant 30 minutes a 4°C pour obtenir les fractions solubles avec les
surnageants. Les culots ont été lavés 4 fois avec la solution de lyse puis incubés a nouveau dans
une solution de PBS contenant 1% de Triton-X-100 en plus de 1% de SDS avec 1X d’inhibiteur de
protéases pendant 1 heure a 60°C. Les lysats ont été centrifugés a 15 000 rpm pendant 30 minutes
a 4°C et les surnageants ont été récoltés pour les fractions insolubles. Les quantités de protéines
ont été dosées a partir des échantillons avec le méme kit de BCA et les échantillons ont été

dénaturés avec du tampon de dénaturation pendant 30 minutes a température picce.

2.9.2 Total, cytoplasmique et nucléaire

Les cellules ont été lysées par 5 triturations avec une solution de PBS contenant 0,1% d’IGEPAL.
Les fractions totales ont été récoltés, puis les extraits ont été centrifugées a 4 000 rpm pendant
3 minutes. Les fractions cytoplasmiques ont été récoltées dans les surnageants, puis les culots ont
¢été nettoyés avec la solution de lyse par re-suspension. Les culots, les fractions nucléaires, ont été
re-suspendus dans le tampon de dénaturation décrit précédemment. Les fractions totales et
nucléaire avec le tampon de dénaturation ont été incubées au bain sonicateur Fisherbrand M Series
Mechanical Ultrasonic Cleaning Bath (ThermoFisher #15337408) avec une fréquence de 40 kHz

pendant 3 minutes. Toutes les fractions ont ensuite été dénaturées pendant 5 minutes a 95°C.

2.10 Immunoprécipitation

Pour les essais d’immunoprécipitation, les cellules ont été traitées avec du PRE-084 comme décrit
a la section 2.7.3 pendant 10 minutes et 60 minutes. Les cellules ont été récoltées, lysées et les
protéines quantifiées comme décrit a la section 2.8 (sans EDTA, sans SDS et avec 1’ajout de 10%
de glycérol dans la solution de lyse). Des échantillons de quantités égales de protéines ont été
préparés pour chaque condition avant d’étre incubés avec 0,5 pug de I’anticorps primaire anti-V5
(clone 7/4) (AB_2566387) ciblant la protéine d’intérét pendant 3 heures a 4°C. Apres le temps
d’incubation, 30 puL de billes de sépharose conjuguées a la protéine A y ont été ajoutées pour

immunoprécipiter la protéine liée a I’anticorps ainsi que toutes protéines interagissant avec cette
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protéine visée pour une durée d’une nuit. Les billes ont ensuite été lavées 5 fois avec la solution de

lyse sans inhibiteur de protéases et dénaturées pendant 30 minutes a température picce.

2.11 Immunobuvardage

Toutes les expériences mentionnées précédemment sont passées a 1’étape d’immunobuvardage
dans le but de détecter I’expression des protéines d’intérét. Apres la dénaturation des protéines, les
échantillons ont été déposés sur des gels de polyacrylamide pour 1’¢lectrophorése SDS (SDS-
PAGE) 10% ou 12% acrylamide/bisacrylamide (375 mM Tris-Base, 0,1% SDS, 0,05% APS et 0,1%
TEMED) et les protéines ont migré pendant 1 heure & 150 V dans un tampon de migration (25 mM
Tris-Base, 192 mM glycine et 0,1% SDS). Les protéines ont par la suite été transférées sur
membranes de nitrocellulose 0.2 uM pendant 1 heure a 100 V. Les membranes ont ensuite été
colorées au rouge de Ponceau S avant d’étre scannées, décolorées et puis incubées dans une
solution de blocage contenant du TBS-T 0,1% (20 mM Tris-Base pH 8.0, 167 mM NaCl, 0,1%
Tween 20) avec 5% de lait écrémé en poudre pendant 30 minutes a température pieéce. Les
membranes ont alors été€ incubées avec un des anticorps primaires a des dilutions différentes dans
la solution de blocage pendant une nuit a 4°C ou pendant 1 a 3 heures a température picce. Parmi
les anticorps primaires utilisés, il y a anti-SIGMARI1 (clone D4J2E) dilué¢ 1/2000, anti-TDP43
(clone G400) dilu¢ 1/250, anti-p62/SQSTM1 dilué 1/1000, anti-LC3B (D11) dilu¢ 1/1000, anti-
GFP (GF28R) dilu¢ 1/1000, anti-V5 (clone 7/4) dilué 1/1000 et anti-Kv1.2 (clone K14/16) dilué
1/1000. Les membranes ont été lavées 3 fois pendant 8 minutes au TBS-T 0,1% avant d’étre
incubées a nouveau avec un anticorps secondaire conjugu¢ a la peroxydase de raifort (HRP) ciblant
I’anticorps primaire approprié selon I’hote de ’anticorps primaire dilué 1/10 000 dans la solution
de blocage pendant 45 minutes a température picce. Parmi les anticorps secondaires utilisés, il y a
anti-Mouse-HRP, anti-Rabbit-HRP et anti-Guinea Pig-HRP. Apres des lavages au TBS-T 0,1% au
TBS (20 mM Tris-Base pH 8.0 et 167 mM NaCl), les protéines des membranes ont été révélées
par I’ajout du substrat provenant de la trousse Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (SigmaAldrich #WBKLS0500) grace a la chimioluminescence et 1’acquisition des

images a été faite a I’aide d’un appareil Fusion FX7 (Montreal Biotech Inc. Lab Equipment).

42



2.12 ELISA

Pour les expériences de trafic, les plaques, dans lesquelles ont été¢ ensemencées les cellules, ont été
prétraités a la Poly-L-Lysine (PLL) afin d’augmenter 1’adhérence des cellules aux puits. Les
cellules ont été traitées avec du PRE-084 comme décrit a la section 2.7.3 pendant 10 minutes,
30 minutes et 60 minutes. Apres les traitements, les cellules ont été fixées avec une solution de
TBS1X avec 3,7% de formaldéhyde avant d’étre bloquées pendant 30 minutes a température picce
dans une solution de TBS avec 5% de sérum de chevre (SigmaAldrich #S26-LITER) sans
perméabilisation. Les cellules ont ensuite été incubées avec I’anticorps primaire anti-Kvl1.2
reconnaissant une région externe de la protéine dilué 1/3000 dans la solution de blocage pendant 1
heure a température piéce. A la suite de lavages au TBS et d’une période de 10 minutes de blocage,
les cellules ont été incubées avec I’anticorps secondaire anti-Rabbit-HRP dilué¢ 1/10 000 dans la
solution de blocage pendant 1 heure a température piece. Les cellules ont été lavées a nouveau avec
du TBS, puis les anticorps liés ont été détectés par 1’ajout d’une solution de TMB (ThermoFisher
#002023) pendant 15 a 20 minutes. Les réactions colorimétriques ont été arrétées par I’ajout de
HCI 1N. Les colorations ont été quantifiées par la lecture des densités optiques a 450 nm avec un

lecteur de microplaque Gen5.0.

2.13 Densitométrie

Les résultats d’immunobuvardage ont été étudiés quantitativement par I’analyse densitométrique
des images obtenues du Fusion FX. Pour ce faire, le logiciel ImageJ (version 2.14.0/1.54f) a été
utilisé. L’intensité¢ des bandes observées pour les protéines d’intérét sur les membranes a ¢été
mesurée en excluant le bruit de fond, puis normalisée sur I’intensité des bandes de protéines totales
obtenues par la coloration Ponceau S, pour chaque condition. Les valeurs de densité normalisée
ont alors été prises pour évaluer 1’expression relative des protéines étudiées selon les conditions

expérimentales.

2.14 Analyse statistique

Le logiciel GraphPad de Prism (version 10.4.0) a été utilisé pour les analyses statistiques, qui ont
été présentées en moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM). Les différences statistiques ont
été déterminées avec les tests approprié€s en fonction de 1’expérience et des données. Des analyses

de test t de Student ou des analyses de variance (ANOVA) a un ou a deux facteurs ont été faits
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avec des tests de comparaisons multiples Bonferonni. Une valeur de p<0,05 était considérée
significative et marquée par une étoile (*), p< 0,01 était marquée par deux étoiles (**), p<0,001
était marquée par trois €toiles (***), puis p<0,0001 était marquée par trois étoiles (****). Les

résultats proviennent plus de trois expériences indépendantes.
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CHAPITRE 3
RESULTATS

Dans le but de déterminer les effets du variant E102Q sur la protéine chaperonne S1R, les
recherches de ce mémoire ont eu lieu en quatre phases. Nous avons débuté avec la caractérisation
du variant par 1’étude de ses états, c’est-a-dire sa localisation et son état d’oligomérisation. Ensuite,
quelques-unes des fonctions connues de SIR ont été investiguées tout en comparant au variant
E102Q dans I’intérét de comprendre leurs roles dans 1’hyperexcitabilité caractéristique de la SLA.
Ses capacités de transport nucléocytoplasmique ont été testées avec 1’aide d’une protéine impliquée
dans la SLA, TDP43, qui nécessite des déplacements entre ces compartiments subcellulaires.
Puisque la dérégulation du métabolisme des ARN par TDP43 peut mener a des conséquences sur
I’homéostasie protéique, les processus autophagiques ont été testés. Le role de S1R dans
I’autophagie a par la suite ét¢ examiné en expérimentant sur 1’effet de E102Q sur les niveaux de
marqueurs autophagiques. Etant donné les altérations possibles des niveaux de canaux potassiques
causées par les défauts de ces dernieres fonctions, le trafic d’un canal reconnu pour son activité
dans I’excitabilité neuronale, Kv1.2, a finalement été étudié. Son niveau d’expression a la surface
membranaire en présence de SIR ou de son variant E102Q a été mesuré. L’utilisation de différentes
lignées cellulaires et différents modes d’expression nous ont permis de valider les résultats ou
plutdt de cibler les facteurs causant les différences entre elles. Nous avons les lignées SH-SYSY
qui expriment de fagon stable les protéines d’intérét, puis nous avons la lignée HEK293T qui

exprime de maniére transitoire les mémes protéines.

3.1 Le variant E102Q augmente ’accumulation de dimeres insolubles de S1R.

Afin de voir les effets du variant sur la localisation et 1’état d’oligomérisation de S1R, nous avons
effectué des essais de fractionnement séparant les protéines solubles des protéines insolubles au
Triton-X-100. Ces essais ont d’abord ¢été réalisés a I’aide de cellules SH-SYS5Y pour représenter
un modele semblable aux neurones. La protéine SIR est exprimée de facon stable avec une
étiquette V5 et différentes lignées cellulaires monoclonales ont été testés comptant pour plusieurs
réplicas. Nous observons d’abord que la protéine endogéne monomeére est présente seulement dans
les fractions solubles. De plus, nous avons observé que la protéine étiquetée du variant E102Q-V5

ne semble pas du tout présente dans la fraction soluble, mais qu’elle est majoritairement détectée
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dans la fraction insoluble. C’est le contraire pour la protéine sauvage S1R-V5. Les formes
identifiées dans les fractions insolubles sont principalement les monomeres (~25-30 kDa) et les
dimeres (~50-60 kDa) (Figure 3.1 A). L’analyse par immunobuvardage montre un ratio
d’expression protéique de S1R insoluble sur soluble plus ¢levé chez le variant E102Q que chez la
protéine sauvage (Figure 3.1 A-B). Nous avons reproduit I’expérience avec la lignée cellulaire
HEK?293T afin d’évaluer si I’effet observé est conservé entre différentes lignées cellulaire et
différentes méthodes d’expression. Cette fois-ci, la transfection transitoire de S1IR-V5 et E102Q-
V5 a été effectuée. De plus, un contrdle positif d’agrégats insolubles a été ajouté avec un stress
protéotoxique induit par 1’époxomicine qui sert d’inhibiteur de protéasomes. Il permet également
de localiser S1R ou son variant selon leurs roles dans la réponse au stress. Cette fois-ci, la protéine
étiquetée du variant E102Q-V5 est bien présente dans la fraction soluble, bien qu’elle semble tout
de méme moins bien exprimée que la protéine WT S1R-V5. Les fractions solubles et insolubles
présentent des formes monoméres et diméres de la protéine. Cependant, la fraction insoluble
semble montrer une forme avec un poids moléculaire au-dessus du poids des diméres (~75 kDa),
ce qui suppose des triméres ou des dimeéres présentant potenticllement des modifications post-
traductionnelles (Figure 3.1 C). La méme conclusion en est tirée pour 1’analyse du ratio
d’expression protéique de SI1R insoluble sur S1R soluble, le ratio étant plus €levé pour le variant
que pour SIR-WT pour les cellules HEK293T en condition normale et en condition de stress
(Figure 3.1 C-D). Le variant E102Q favorise donc I’accumulation d’agrégats protéiques insolubles

de S1R.

Par la suite, nous avons effectué des essais de fractionnement séparant cette fois-ci les composants
cytoplasmiques des composants nucléaires sur les mémes lignées de cellules. Ces essais ont été
faits dans le but de connaitre les effets du variant E102Q sur la localisation subcellulaire de S1R.
Les résultats avec le marqueur nucléaire Lamin A/C montrent que le fractionnement sépare bien
les protéines nucléaires des protéines cytoplasmiques par la présence de bandes seulement dans les
fractions totales et nucléaires (Figure 3.2 A-D-E). L’analyse par immunobuvardage montre une
tendance a la hausse du niveau d’expression nucléaire du variant E102Q comparativement a la
protéine de type sauvage, exprimés par les cellules SH-SYS5Y (Figure 3.2 A-B). Les résultats
obtenus chez les cellules HEK293T présentent également cette méme tendance pour la condition

véhicule et la différence est significative pour la condition de stress avec I’époxomicine. Nous
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observons en plus que 1’expression des protéines (WT et E102Q) semble supérieure en condition
de stress, significativement pour E102Q, ce qui est attendu considérant que la présence

d’époxomicine limite la dégradation (Figure 3.2 D-E-F).
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Figure 3.1 : Le variant E102Q est davantage présent sous forme insoluble et dimérique que la protéine
sauvage. (A) Image représentative des expressions protéiques des fractions solubles et insolubles au Triton-
X-100 obtenues des lignées SH-SYS5Y monoclonales exprimant de fagon stable soit la protéine SIR-V5
(clones H et P) ou son variant E102Q-V5 (clones 6 et 8) par immunobuvardage. Les niveaux d’expression
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de la protéine endogene S1R ont également été vérifiés en utilisant la lignée cellulaire mére, SH-SY5Y (SH)
(Annexe A). (B) La quantification des protéines a d’abord été¢ ajustée sur la coloration Ponceau S
correspondante. Le ratio d’expression de SI1R insoluble sur S1R soluble a été quantifi¢é en comparant les
résultats entre SIR-VS5 et E102Q-V5. (C) Les expressions de S1R monomérique (~25-30 kDa) et dimérique
(~50-60 kDa) ont été quantifiées et comparées entre SIR-V5 et E102Q-V5. (D) Image représentative des
expressions protéiques des fractions de la lignée cellulaire HEK293T. Les protéines SIR-V5 ou E102Q-V5
ont été transfectées avec pcDNA3.1 comme vecteur de contrdle. Les cellules des conditions Epoxo ont été
traitées avec 1 uM d’époxomicine pendant 16 heures a 37°C (Annexe A). (E) Le ratio d’expression de SIR
insoluble sur S1R soluble a été¢ quantifié en comparant les résultats entre SIR-V5 et E102Q-V5. (F) Les
expressions de SIR monomérique (~25-30 kDa) et dimérique (~50-60 kDa) ont été quantifiées et comparées
entre SIR-V5 et E102Q-V5. Les résultats sont les moyennes + SEM d’au moins trois expériences
indépendantes. Une analyse statistique de test t et des ANOVA a deux facteurs ont été faites avec un test de
comparaisons multiples Bonferroni. *<p=0,05. IB: immunomarquage.

Dans ces essais de fractionnement, la somme des niveaux d’expression de S1R de chaque fraction
sans traitement a haut poids moléculaire (~50-60 kDa) ou a faible poids moléculaire (~25-30 kDa)
a été calculée afin d’observer les différences d’oligomérisation entre S1R et son variant. Puisque
le poids moléculaire attendu de SI1R avec I’étiquette V5 est de 25-30 kDa, les bandes observées
représentent les formes dimériques et monomériques de la protéine. Chez les cellules SH-SYSY,
le niveau d’expression de SIR a I’état dimérique est prédominant chez les cellules exprimant le
variant comparativement aux cellules exprimant la protéine sauvage pour le fractionnement au
Triton-X-100 et cytoplasmique/nucléaire. Nous en ressortons aussi que le variant a un niveau plus
¢levé de S1R sous forme dimérique que sous forme monomérique (Figure 3.1 A-C, 3.2 A-C).
Chez les cellules HEK293T, la méme tendance est observée pour le fractionnement au Triton-X-
100, mais avec moins de différence entre les deux états d’oligomérisation pour E102Q (Figure 3.1
C-F). Le niveau de protéine monomérique est significativement supérieur au niveau de protéine
dimérique pour le fractionnement cytoplasmique/nucléaire des cellules HEK293T. Les niveaux
d’expression des formes dimériques sont tres faibles, proches de 0 (Figure 3.2 D-E-G). Les
différentes méthodes de lyse cellulaire et de dénaturation peuvent jouer dans la différence de
résultats. Il est aussi observé visuellement que les dimeres semblent davantage dans les fractions
insolubles et cytoplasmiques que dans les fractions solubles et nucléaires. Il y a alors une
dimérisation importante de la protéine S1R en présence du variant E102Q qui a I’air de former des

agrégats insolubles au niveau du cytoplasme.
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Figure 3.2 : Le variant E102Q est davantage présent au niveau nucléaire ainsi qu’a I’état dimérique
que la protéine sauvage. (A) Image représentative des expressions protéiques des fractions totales,
cytoplasmiques et nucléaires obtenues des lignées SH-SY5Y exprimant de fagon stable soit la protéine S1R-
V5 ou son variant E102Q-V5 par immunobuvardage. Les niveaux d’expression de la protéine endogéne
S1R ont également été vérifiés en utilisant la lignée cellulaire mére, SH-SYSY (SH). La Lamin A/C sert de
contrdle positif comme protéine nucléaire (Annexe A). (B) La quantification des protéines a d’abord été
ajustée sur la coloration Ponceau S correspondante. Le ratio d’expression de S1R nucléaire sur SIR
cytoplasmique a été quantifié en comparant les résultats entre SIR-VS5 et E102Q-VS5. (C) Les expressions
de S1R monomérique (~25-30 kDa) et dimérique (~50-60 kDa) ont été quantifiées et comparées entre S1R-
V5 et E102Q-V5. (D) Image représentative des expressions protéiques des de la lignée cellulaire HEK293T.
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La protéine SIR-V5 a été transfectée avec pcDNA3.1 comme vecteur de contrdle. Les cellules des
conditions Epoxo ont été traitées avec 1 uM d’époxomicine pendant 16 heures a 37°C (Annexe A). (E)
Image représentative des expressions protéiques des fractions de la lignée cellulaire HEK293T par
immunobuvardage. La protéine E102Q-V5 a été transfectée avec pcDNA3.1 comme vecteur de contréle.
(F) Le ratio d’expression de S1R nucléaire sur S1R cytoplasmique a été quantifié en comparant les résultats
entre SIR-V5 et E102Q-V5. (G) Les expressions de SIR monomérique (~25-30 kDa) et dimérique (~50-60
kDa) ont été quantifiées et comparées entre SIR-VS5 et E102Q-VS5. Les résultats sont les moyennes + SEM
d’au moins trois expériences indépendantes. Une analyse statistique de test t et des ANOVA a deux facteurs
ont été faites avec des tests de comparaisons multiples Bonferroni. *<p=0,05, **<p=0,01. IB:
immunomarquage.

3.2 Le variant cause I’accumulation de la protéine de liaison a I’ARN, TDP43, au niveau
nucléaire.

Ayant déterminé que le variant provoque 1’agrégation de S1R, en plus de favoriser sa dimérisation
et sa localisation au niveau nucléaire, nous nous sommes intéressés a vérifier les conséquences
fonctionnelles sur son activité biologique. En essayant de comprendre ce qui engendre
I’hyperexcitabilité dans la SLA, nous avons ciblé des fonctions de SIR qui peuvent prendre part
dans la régulation des canaux responsables de 1’excitabilité. Puisque des roles dans le transport
nucléocytoplasmique ont été mentionnés pour SI1R, nous avons vérifié la localisation de la protéine
de liaison a ’ARN, TDP43, en présence de SIR ou de son variant (Lee et al., 2020; Miki et al.,
2014; Miki et al., 2015). Des études précédentes ont montré que 1’accumulation de cette protéine
est associée a la SLA (Lagier-Tourenne et al., 2010). Les roles de TDP43 dans le métabolisme des

ARN peuvent avoir un impact dans le nombre de canaux potassiques.

En utilisant les mémes échantillons des essais de fractionnement cytoplasmique et nucléaire, nous
avons cette fois-ci détecté les niveaux de TDP43. Les résultats d’immunobuvardage ne montrent
pas de différence significative des ratios de TDP43 nucl€aire sur cytoplasmique entre SIR-V5 et
E102Q-VS5 pour les manipulations réalisées avec les cellules SH-SYSY. Bien que TDP43 semble
davantage exprimé en présence de SIR-V5, les ratios nucléaire sur cytoplasmique restent proches
entre SIR-V5 et E102Q. Nous observons que TDP43 est majoritairement présente dans les
fractions nucléaires, puisque les ratios sont supérieurs a 100%, ce qui est attendu pour une protéine
nucléaire (Figure 3.3 A-B). Du c6té des cellules HEK293T, il semble y avoir une augmentation de
I’expression nucléaire de TDP43 lorsqu’en condition de stress avec 1’époxomicine. Les
expériences avec E102Q témoignent d’une tendance a la hausse de ’expression de TDP43 au
niveau nucléaire comparativement a la protéine sauvage, tendance qui semble plus marquée en

condition de stress a 1I’époxomicine (Figure 3.3 C-D-E). Ces résultats suggerent que la protéine
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TDP43 transloque au niveau nucléaire en condition de stress. De plus, TDP43 semble davantage
retenue dans le noyau lorsque le variant E102Q est présent. Les roles de TDP43 dans la régulation
des ARN peuvent alors étre perturbés. Cela nous ameéne a étudier I’homéostasie protéique en

recherchant les effets du variant sur I’autophagie.
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Figure 3.3 : Le variant E102Q semble causer ’accumulation nucléaire de TDP43 a la suite d'un stress
protéotoxique. (A) Image représentative des expressions protéiques des fractions totales, cytoplasmiques
et nucléaires obtenues des lignées SH-SYSY exprimant de fagon stable soit la protéine SIR-VS5 ou son
variant E102Q-V5 par immunobuvardage. La lignée cellulaire mére, SH-SYSY (SH) sert de contrdle. La
Lamin A/C sert de contréle positif comme protéine nucléaire (Annexe A). (B) La quantification des
protéines a d’abord été ajustée sur la coloration Ponceau S correspondante. Le ratio d’expression de TDP43
nucléaire sur TDP43 cytoplasmique a été quantifié en comparant les résultats entre SIR-V5 et E102Q-VS5.
(C) Image représentative des expressions protéiques des de la lignée cellulaire HEK293T. La protéine S1R-
V5 a été transfectée avec pcDNA3.1 comme vecteur de controle. Les cellules des conditions Epoxo ont été
traitées avec 1 pM d’époxomicine pendant 16 heures a 37°C (Annexe A). (D) Image représentative des
expressions protéiques des de la lignée cellulaire HEK293T. La protéine E102Q-V5 a été transfectée avec
pcDNA3.1 comme vecteur de contrle. (E) Le ratio d’expression de TDP43 nucléaire sur TDP43
cytoplasmique a été quantifié en comparant les résultats entre SIR-V5 et E102Q-V5. Les résultats sont les



moyennes + SEM d’au moins trois expériences indépendantes. Une analyse statistique de test t et des
ANOVA a un et a deux facteurs ont été faites avec des tests de comparaisons multiples Bonferroni.
*<p=0,05, **<p=0,01. IB: immunomarquage.

3.3 Les niveaux d’expression des marqueurs autophagiques p62 et LC3B-I sont perturbés par le
variant E102Q.

Puisque le variant bouleverse la localisation de TDP43, une protéine responsable dans la
maintenance des ARN, nous nous sommes intéressés a ses effets sur le recyclage protéique. Une
autre des fonctions de SIR qui semblent étre touchées par le variant E102Q est dans 1’autophagie
(Prause et al., 2013; Vollrath et al., 2014). Nous avons effectué les expériences sur les cellules SH-
SYS5Y en premier, avec la protéine S1R ou E102Q exprimée de maniére stable avec I’étiquette YFP.
Avant tout, différents milieux de carence ont été testés afin d’activer I’autophagie et d’identifier
les conditions optimales d’induction de ce mécanisme en évaluant les niveaux d’expression de nos
marqueurs autophagiques (p62 et LC3B-I). La détection de p62 et de LC3B-I permet d’avoir une
idée sur 1’évolution du processus autophagique. En analysant les différents extraits protéiques
obtenus, nous remarquons d’abord que le milieu sans acides aminés ou celui sans glucose
manifestent une augmentation des niveaux d’expression de p62, suggérant une augmentation du
recrutement de protéines ubiquitinées pour dégradation. Dans cette méme expérience, il est dévoilé
que I’expression de p62 est significativement réduite en présence du variant E102Q (Figure 3.4 A-
B). D’un autre c6té, I’expression de LC3B-I est plutot augmentée en présence de E102Q (Figure
3.4 A-C). Lors d’une carence en acides aminés, le variant diminue I’expression de p62 et augmente

celle de LC3B-L

Les résultats dans les cellules SH-SYSY stables YFP ont suscité la recherche sur la méme lignée
cellulaire exprimant plutot 1’étiquette V5 ainsi que sur la lignée HEK293T pour voir si les mémes
conclusions en ressortent. Pour ce faire, seul le milieu sans acides aminés a été sélectionné pour
effectuer les essais et la protéine LC3B a été transfectée dans toutes les expériences de la figure
3.5 pour assurer une meilleure détection de la forme LC3B-II (avec ancre lipidique). L ajout d’un
inhibiteur de lysosomes, bafilomycine Al, nous a permis une meilleure visualisation de
I’accumulation des produits normalement dégradés par 1’autophagie, comme la forme LC3B-II.

Cela nous permet de visualiser la présence d’autophagosomes dans les extraits.
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Figure 3.4 : Les niveaux des marqueurs autophagiques p62 et LC3B-I varient en présence du variant
E102Q. (A) Image représentative des expressions protéiques obtenues des lignées SH-SYSY exprimant de
facon stable soit 1’étiquette YFP, soit la protéine SIR-YFP ou son variant E102Q-YFP par
immunobuvardage (Annexe A). (B) La quantification des protéines a d’abord été ajustée sur la coloration
Ponceau S correspondante. Les résultats de chaque condition ont ét¢ normalisés sur la condition contréle.
Les niveaux de la protéine endogene p62 ont été quantifiés et comparés entre les différents milieux et entre
SIR-YFP et E102Q-YFP. (C) Les niveaux de la protéine endogéne LC3B-I ont été quantifiés et comparés
entre les milieux et entre SIR-YFP et E102Q-YFP. Les résultats sont les moyennes = SEM d’au moins trois
expériences indépendantes. Des analyses statistiques ANOVA a deux facteurs a été faite avec des tests de
comparaisons multiples Bonferroni. ¥*<p=0,05, **<p=0,01, ***<p=0,001. IB: immunomarquage.

Les cellules SH-SY5Y stables V5 montrent une tendance a la hausse de p62 avec le milieu sans
acides aminés comparativement au milieu contrdle, ce qui est en accord avec les résultats obtenus
a partir des lignées stables YFP. Elles dévoilent aussi la diminution de p62 en présence de E102Q
par rapport a S1R lorsque la dégradation est inhibée, ce qui semble en concordance avec les stables
YFP (Figure 3.5 A-B). Les résultats pour la lignée HEK293T ne sont pas déterminants et ont
tendance a montrer le contraire pour la différence entre les milieux, suggérant une variance entre
les types cellulaires dans la réponse a la carence en acides aminés (Figure 3.5 D-E). La
bafilomycine permet détecter LC3B-II, physiologiquement dégradée dans le processus
autophagique. L’accumulation significative de LC3B-II est observée pour les deux types cellulaires

(Figure 3.5 A-C, D-F). L’accumulation de LC3B-II est significativement supérieure avec E102Q
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qu’avec SIR dans la lignée HEK293T (Figure 3.5 D-F). Le déséquilibre des marqueurs
autophagiques qui est engendré par le variant nous meéne a questionner comment il peut

compromettre I’excitabilité neuronale.
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Figure 3.5 : L’expression de LC3B-II est plus élevée avec le variant E102Q qu’avec la protéine
sauvage chez les cellules HEK293T lorsque les lysosomes sont inhibés. (A) Image représentative des
expressions protéiques obtenues des lignées SH-SYS5Y exprimant de fagon stable soit la protéine SIR-V5
ou son variant E102Q-V5 par immunobuvardage. La lignée cellulaire mére, SH-SYSY (SH) sert de contrdle.
Les cellules des conditions BafA1l ont été traitées avec 100 nM de bafilomycine Al pendant six heures a
37°C (Annexe A). (B) La quantification des protéines a d’abord été ajustée sur la coloration Ponceau S
correspondante. Les résultats de chaque condition ont été normalisés sur la condition contréle. Les niveaux
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de la protéine endogene p62 ont été quantifiés et comparés entre SIR-VS5 et E102Q-VS5. (C) Les niveaux de
la protéine transfectée LC3B-II ont été quantifiés et comparés entre SIR-V5 et E102Q-V5. (D) Image
représentative des expressions protéiques de la lignée cellulaire HEK293T. Les protéines SIR-V5 ou
E102Q-V5 ont été transfectées avec pcDNA3.1 comme vecteur de contrdle. (E) Les niveaux de la protéine
endogéne p62 ont été quantifiés et comparés entre SIR-V5 et E102Q-V5. (F) Les niveaux de la protéine
transfectée LC3B-II ont été quantifiés et comparés entre SIR-V5 et E102Q-V5. Les résultats sont les
moyennes £ SEM d’au moins quatre expériences indépendantes. Des analyses statistiques ANOVA a deux
facteurs a ¢été faite avec des tests de comparaisons multiples Bonferroni. *<p=0,05, **<p=0,01,
***<p=0,001. IB: immunomarquage.

3.4 Laprésence de SIR avec un agoniste augmente davantage I’expression de surface de Kv1.2
que son variant.

Avec les résultats montrant que le variant altére des fonctions concernant la production, le
déplacement, la stabilisation et le recyclage de protéines, nous nous sommes concentrés sur son
influence sur I’activité neuronale. Un autre role proposé de S1R, le trafic intracellulaire, a été testé
pour évaluer I’effet du variant E102Q. Nous avons effectué des expériences avec Kv1.2, puisqu’il
a été identifié comme un des canaux potassiques dont le niveau d’expression est faible dans les
motoneurones de patients de la SLA (Stringer et Weiss, 2023). De plus, il est reconnu que S1R
interagit avec le canal et influence son envoi a la surface cellulaire (Delint-Ramirez et al., 2020;
Kourrich et al., 2013). L’analyse de 1’expression de surface de Kv1.2 a été faite par ELISA en
présence de SIR ou du variant. L’influence d’un agoniste de S1R, la PRE-084, a aussi été testé
avec des temps d’exposition différents. Les essais ont été effectués sur les cellules SH-SYSY

stables V5 ainsi que sur les cellules HEK293T.

Pour les cellules SH-SYSY, il est observé que la présence de SIR a comme résultat de diminuer
significativement 1’expression de surface de Kv1.2 a I’état basal par rapport a la lignée contrdle
SH-SYSY et la tendance est semblable par rapport a la lignée exprimant E102Q-V5 (Figure 3.6
A). Lorsque traitées a la PRE-084, I’expression de surface de Kv1.2 augmente a partir de
30 minutes seulement pour les lignées controle SH-SYSY et stable SIR-VS tandis que le variant
semble inhiber cet effet (Figure 3.6 B). A 60 minutes de stimulation, seule la lignée exprimant
S1R maintient un niveau d’expression a la surface de Kv1.2 plus élevée que les autres lignées
(Figure 3.6. B-C). Dans le cas des cellules HEK293T, I’expression basale de Kv1.2 a la surface
membranaire est significativement moindre en présence de SIR-VS5 ou de E102Q-V5 (Figure 3.6
D). Nous remarquons une différence évidente de I’expression de surface de Kv1.2 en présence de

S1R lorsque les cellules sont traitées avec 1’agoniste PRE-084. En présence de E102Q, une
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augmentation de plus faible envergure est notée. Pour 1’ensemble des conditions avec les cellules
HEK293T, il semble que I’agoniste a comme effet d’augmenter I’expression de surface de Kv1.2
dans les 10 premiéres minutes avant de la diminuer légérement pour les cellules exprimant S1R et
de retourner sous le niveau basal pour les cellules exprimant le vecteur vide ou le variant E102Q
(Figure 3.6 E). A 60 minutes, le niveau d’expression a la surface de Kv1.2 est plus élevé en
présence de SIR que les autres conditions (Figure 3.6 E-F). La présence de S1R a donc comme
effet de diminuer I’expression de surface de Kv1.2 de maniére basale. L’action de SIR d’augmenter
Kv1.2 a la membrane se fait suite a son activation par son agoniste PRE-084 a différents temps
pour les deux types cellulaires. Dans chacune des lignées, le variant E102Q ne semblent pas

répondre a I’agoniste.

Avec I’information que S1R et E102Q modulent la présence a la surface membranaire de Kv1.2,
I’interaction entre Kv1.2 et SIR ou E102Q a été étudiée, en présence ou non de 1’agoniste PRE-
084. Par conséquent, nous avons fait des essais d’immunoprécipitation sur les cellules HEK293T.
Les protéines FLAG-Kv1.2, SIR-V5 et E102Q-V5 ont été transfectées afin de pouvoir

immunoprécipiter I’étiquette V5, excluant toutes protéines endogenes.

Les résultats sous-tendent une interaction a la hausse entre Kv1.2 et E102Q a 1’état basal ou en
présence de 1’agoniste. De plus, 1’activation de SIR-WT par son agoniste PRE-084 semble
diminuer les interactions entre S1R et le canal suivant les 10 premieres minutes d’exposition avant
de les rétablir apres 60 minutes, alors que 1’effet inverse est observé avec E102Q (Figure 3.7 A-
B). Dans les résultats d’immunobuvardage, autre que les bandes représentant les monomeres et les
dimeres, nous remarquons €galement que la transfection de SIR-VS5 présente des bandes de S1R a
un poids moléculaire plus élevé, soit vers 100-150 kDa. Nous avons constaté que ce n’est pas le
cas pour la transfection de E102Q-V5, les bandes les plus élevées se trouvant autour de 75 kDa,
suggérant une différence dans la capacité d’oligomérisation de la protéine. De plus, les niveaux
d’expression totaux de Kv1.2 semblent beaucoup plus faibles en présence du variant E102Q qu’en
présence de SIR-WT (Figure 3.7 A). Le canal Kv1.2 semble favoriser les interactions avec E102Q

plutdt qu’avec S1R et la PRE-084 a I’air d’agir différemment avec S1R et son variant.
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Figure 3.6 : L’expression de surface du canal potassique Kv1.2 augmente en présence de S1R et de
son agoniste chez les cellules HEK293T. (A) La protéine Kv1.2 a été transfectée dans les lignées SH-
SY5Y exprimant de fagon stable soit la protéine SIR-V5 ou son variant E102Q-V5. La lignée cellulaire
mere, SH-SYSY (SH) sert de controle. L’expression de surface de Kv1.2 a été analysée par ELISA et son
niveau d’expression a ét¢ quantifi¢ en comparant SIR-V5 et E102Q-V5. (B) Les cellules des conditions
PRE-084 ont été traitées avec 3 uM de PRE-084 pendant le temps indiqué a 37°C. L’expression de surface
de Kv1.2 a chaque temps de traitement a été analysée et quantifié en comparant SIR-V5 et E102Q-V5. (C)
La protéine Kv1.2 a été transfectée dans la lignée HEK293T. Les protéines SIR-V5 et E102Q-V5 ont été
transfectées avec pcDNA3.1 comme vecteur de contrle. L’expression de surface de Kv1.2 a été analysée
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par ELISA et son niveau d’expression a été quantifié en comparant SIR-VS5 et E102Q-VS5. (D) L’expression
de surface de Kv1.2 a chaque temps de traitement a été analysée et quantifié en comparant SIR-V5 et
E102Q-VS5. Les résultats sont les moyennes = SEM d’au moins trois expériences indépendantes. Des
analyses statistiques ANOVA a un et a deux facteurs ont été faites avec des tests de comparaisons multiples
Bonferroni. *<p=0,05, ***<p=0,001.
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Figure 3.7 : Kv1.2 semble interagir davantage avec le variant E102Q qu’avec la protéine sauvage S1R.
(A) Image représentative des expressions protéiques obtenues des lignées SH-SYSY exprimant de fagon
stable soit la protéine SIR-VS5 ou son variant E102Q-V5 par immunobuvardage. La lignée cellulaire meére,
SH-SYS5Y (SH) sert de contrdle. L’ immunoprécipitation de SIR-VS5 ou de E102Q-V5 transfectés dans les
cellules HEK293T a d’abord été effectuée avec un anticorps ciblant 1’étiquette V5. La protéine Kv1.2
transfectée et co-immunoprécipitée avec I’étiquette V5 a été extraite et analysée. Les cellules des conditions
PRE-084 ont été traitées avec 3 uM de PRE-084 pendant le temps indiqué a 37°C (Annexe A). (B) La
quantification des protéines a d’abord été ajustée sur la coloration Ponceau S correspondante. Les niveaux
d’interaction de la protéine Kv1.2 avec SIR-V5 ou E102Q ont été quantifiés et comparés. Les résultats sont
les moyennes + SEM d’au moins cing expériences indépendantes. Des analyses statistiques ANOVA a deux
facteurs ont été faites avec des tests de comparaisons multiples Bonferroni. IB: immunomarquage, IP:
immunoprécipitation.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

Comme il a été¢ mentionné que le variant E102Q est responsable de plusieurs dysfonctions dans la
SLA, le but principal de ce projet €tait de comprendre les effets du variant sur les réles biologiques
de S1R. Nous cherchons également a interpréter comment ces effets peuvent concourir a la
pathologie de la SLA, spécifiquement 1’hyperexcitabilité neuronale. Dans cette recherche, toutes
les expériences ont été effectuées en comparant S1R avec son variant E102Q. Les caractéristiques
de cette protéine chaperonne ont été examinées en étudiant sa forme, son état d’oligomérisation et
sa localisation subcellulaire. Il en a été ressorti que le variant cause un changement dans la forme
de SIR en augmentant la proportion de protéine insoluble. Il est aussi responsable d’une hausse de
son ¢état dimérique et de sa localisation nucléaire. Nous observons aussi globalement des
expressions diminuées du variant par rapport a la protéine, suggérant une stabilité moindre et une
dégradation accrue du variant. Pour voir comment ces irrégularités affectent les roles de SIR, nous

avons poursuivi nos recherches en ciblant les processus biologiques y étant associés.

En premier temps, le role de S1R dans la fonction de transport nucléocytoplasmique a été étudié.
Nous avons suivi ’expression de la protéine de liaison a I’ARN, TDP43, au niveau cytoplasmique
et nucléaire. TDP43 est une protéine associée a la SLA qui est un composant majoritaire des
agrégats de protéines ubiquitinées retrouvés chez les patients (Lagier-Tourenne et al., 2010). Elle
est aussi responsable de normaliser le métabolisme des ARN, pouvant ainsi jouer dans la
production de canaux importants dans 1’excitabilité neuronale. Les résultats montrent une tendance
a I’accumulation nucléaire de TDP43 en présence du variant, troublant les fonctions de TDP43 et

suggérant un role de SIR dans ses déplacements.

Par la suite, les défauts dans les ARN engendrés par la délocalisation de TDP43 ont mené a des
expériences sur les fonctions autophagiques. Nous avons testé 1’induction du processus en
comparant différentes carences en nutriment. Les résultats montrent que les voies induites par la
carence en acides aminés ou en glucose sont les plus favorables pour induire ce processus dans nos
lignées de cellules SH-SYSY. L’ expression de marqueurs protéiques connus de 1’autophagie, p62,

LC3B-I et LC3B-II, a été évalué en comparant la protéine S1R sauvage au variant E102Q. La
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baisse d’expression de p62 et I’accumulation de LC3B-II en présence du variant témoignent d’une
influence partiellement négative de SIR sur I’activité de ce mécanisme de dégradation. Nous en
ressortons alors que les niveaux protéiques sont corrompus par les problémes dans les processus

de recyclage.

Finalement, nous nous sommes questionnés sur les impacts de ces dysfonctions sur I’efficacité
d’une des protéines régulant 1’excitabilité neuronale. Puisque de faibles niveaux de Kv1.2 ont été
retrouveés en lien avec la SLA et que S1R a été identifiée comme une sous-unité auxiliaire des Kv,
les conséquences de leur association ont ét¢ vérifiées (Kourrich, 2017; Kourrich et al., 2013;
Stringer et Weiss, 2023). Nous avons d’abord étudié I’expression de Kv1.2 a la surface
membranaire, ou il est capable de moduler I’excitabilité. De facon basale, ou une baisse
d’expression de Kv1.2 a été observée en présence de SIR. De plus, des essais avec un agoniste de
S1R, la PRE-084, a plusieurs temps d’exposition ont montré que [’activation de SIR avec
I’agoniste augmente I’expression a la surface de Kv1.2 comparativement a E102Q. Cela renforce
les études précédentes démontrant que SIR aide au transport de Kv1.2 a la membrane plasmique
et suggere que cette action est perturbée par le variant. Des expériences d’interaction ont ensuite
¢été conduites dans le but de vérifier l'interaction du variant avec Kv1.2. Il semble que le variant
E102Q interagit davantage avec Kv1.2 que la protéine sauvage, malgré la diminution d’expression
flagrante du canal, et propose que cette interaction empéche le trafic de Kv1.2 a la membrane en

présence d’agoniste.

4.1 Effets du variant E102Q sur la solubilité et la localisation de SR

Nos essais de fractionnement séparant les protéines solubles des protéines insolubles au Triton-X-
100 nous ont permis d’en apprendre sur les effets du variant E102Q sur la solubilit¢ de S1R.
Plusieurs facteurs dictent de la solubilité d’une protéine. Les propriétés intrinseéques de la protéine
telles que sa séquence d’acides aminés, sa structure tridimensionnelle et ses interactions
intramoléculaires jouent un role dans sa solubilité. La forme soluble au Triton-X-100 de la protéine
S1R endogene indique une structure bien repliée et donc favorable a son activité fonctionnelle
(Ptak-Kaczor et al., 2021; Vihinen, 2020). Pour les cellules de neuroblastomes humains SH-SY5Y
stables, nous remarquons que la protéine étiquetée V5 monomeére est fortement exprimée dans la

fraction soluble et peu présente dans la fraction insoluble pour S1R, alors que c’est le contraire
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pour E102Q. Les résultats de la protéine sauvage étiquetée V5 concordent avec les résultats de la
protéine endogene. Nous interprétons 1’insolubilité du variant comme une forme agrégée. La
formation d’agrégats peut étre due, entre autres, a la formation de fibrilles et de particules amorphes
(Vihinen, 2020). Des changements de conformation irréversibles créent des liaisons moléculaires
qui font également partie des raisons de 1’agrégation insoluble des protéines. En plus de cela,
I’irréversibilité de ces changements empéche la protéine de retourner dans un état soluble (Chiti et
Dobson, 2017). Nous estimons alors que le variant E102Q forme des agrégats insolubles causés
par les changements structurels dus a la mutation. En plus des liaisons intramoléculaires présentant
la protéine sous forme monomérique, des liaisons peuvent créer des agrégats de hauts poids
moléculaires insolubles au Triton-X-100 (Chiti et Dobson, 2017). L’oligomérisation des protéines
est une des autres causes de leur insolubilité et agrégation (Vihinen, 2020). La présence de dimeres
dans les fractions insolubles est donc en cohérence avec la littérature et il semble que la protéine
endogéne cause davantage des agrégats oligomériques que monomériques. L’analyse
quantificative des monomeres et des dimeres montre un ratio des protéines insolubles sur protéines
solubles significativement plus élevé pour E102Q que pour S1R. Bien que I’agrégation se produit

pour la protéine sauvage et le variant, elle est plus marquante pour E102Q.

L’¢tude des cellules de reins embryonnaires HEK293T nous a permis de comparer les expériences
et de soit les valider, soit cibler les facteurs responsables de leurs différences. Puisque la littérature
montre des résultats provenant de divers modeles, I’étude de deux lignées et deux méthodes
d’expression nous permet de mieux se situer par rapport aux autres articles. Pour les cellules
HEK293T, les formes dimériques sont présentes dans les fractions solubles en plus des fractions
insolubles. La présence des dimeres et de la protéine étiquetée du variant E102Q-V5 dans la
fraction soluble différent des résultats obtenus avec les lignées stables SH-SYS5Y. Ces différences
peuvent étre due au fait que les protéines SIR-V5 et E102Q-V5 sont transfectées de manicre
transitoire dans les cellules HEK293T. Leur expression stable chez les cellules SH-SYSY permet
d’étudier les protéines d’intérét de maniere consistante, imitant artificiellement un modele plus
proche d’un mod¢le physiologique de SLA. Cependant, la transfection dans les cellules HEK293T
promeut leur expression rapide et controlée pendant une période transitoire. L’analyse
quantificative du ratio de protéines insoluble sur protéines solubles concorde avec celle effectuée

avec les lignées stables. Puisque I’époxomicine inhibe la dégradation protéasomique, il était
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attendu que les niveaux d’expression des protéines insolubles soient plus élevés. De plus, la
tendance est remarquée particulierement pour la protéine sauvage. Cette derniére est reconnue pour
son role dans la réponse au stress ainsi que dans la UPR (Mori et al., 2013; Rosen et al., 2019). 11
est possible que S1R soit exprimée davantage pour jouer ces roles, mais que cette action favorise
¢galement son agrégation. L.’observation de protéines autour du poids moléculaire de 75 kDa dans
les fractions insolubles de SIR-V5 et de E102Q-V5 suggere d’autres formes de la protéine que les
monomeres et les dimeres. Nous suggérons la possibilité que ce sont des trimeres, mais aussi que
ce sont des dimeres possédant des modifications post-traductionnelles. Les protéines agrégées, par
leur mauvais repliement et/ou leur fonction réduite, sont généralement dirigées vers des voies de
dégradation (Sherman et Goldberg, 2001). Les agrégats sont habituellement ubiquitinés et peuvent
devenir toxiques (Goswami et al., 2006; Jana et al., 2000; Jana et al., 2001; Ross et Poirier, 2005).
L’ajout d’une ou plusieurs molécules d’ubiquitine, d’un poids moléculaire d’environ 8,5 kDa,
concorde avec les bandes observées dans les fractions insolubles (Xu et Jaffrey, 2013). 11 est
commun de retrouver des accumulations de protéines mal repliées dans les maladies
neurodégénératives, incluant la SLA. Ces agrégations sont souvent associées a des protéines
mutées et ubiquitinées ou polyubiquitinées, pouvant empécher leur bon repliement ou leur liaison
a des cofacteurs stabilisants. L’ensemble de nos résultats correle avec les phénotypes moléculaires
retrouvés dans d’autres contextes neurodégénératifs et nous permet de conclure que le variant
E102Q cause I’agrégation de dimeres protéiques insolubles et potentiellement ubiquitinées (Ross
et Poirier, 2004). Les effets du variant sur son oligomérisation et sa solubilité nous mene a étudier

sa localisation subcellulaire.

Nos expériences de fractionnement séparant les protéines localisées au niveau nucléaire des
protéines localisées dans le cytoplasme nous ont ensuite permis d’identifier les changements de
localisation subcellulaire de S1R et de son variant. Pour les cellules SH-SYS5Y, le ratio de protéines
nucléaires sur cytoplasmiques montre une tendance a la hausse pour le variant E102Q
comparativement a la protéine sauvage SIR. Malgré une grande variabilité I’augmentation de ce
ratio est évidente et reproductible. Les expériences faites sur les cellules HEK293T montrent des
résultats qui correspondent a ceux observés dans les cellules SH-SYSY stables pour le ratio de
protéines nucléaires sur protéines cytoplasmiques. Le ratio pour E102Q-V5 en condition de stress

est supérieur au ratio en condition basale et indique que le stress induit par le traitement a
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I’époxomicine promeut I’accumulation de la protéine au niveau nucléaire due a I’inhibition des
protéasomes. Il est connu que S1R peut avoir plusieurs localisations subcellulaires différentes selon
son activité. Une présence dans I’enveloppe nucléaire a été mentionnée (Dussossoy et al., 1999).
Il avait ét¢ démontré dans le passé que le variant cause une distribution subcellulaire anormale.
Une localisation davantage aux fractions de basse densité que celles de haute densité d’un gradient
de sucrose a été trouvé pour le variant, contraire a la protéine WT (Al-Saif et al., 2011). Une étude
relativement récente a déterminé que les compartiments nucléaires possédent une plus faible
densité de masse que les compartiments cytoplasmiques (Kim et Guck, 2020). Ces résultats sont

donc en accord avec la littérature.

La formation de complexes représentant des dimeres a aussi été trouvée pour le variant E102Q
dans le passé, ou I’expression des dimeres était aussi plus €élevée que I’expression de monomeres
(Al-Saif et al., 2011). 11 a été proposé que 1’oligomérisation de SIR est favorable a la liaison de
ligands spécifiques et vice-versa (Gromek et al., 2014). 1l a été suggéré que la forme dimérique
avantage les associations aux agonistes et que la liaison d’antagonistes fait plutét augmenter le
degré d’oligomérisation (Chu et Ruoho, 2016). Nous croyons alors possible que le variant E102Q
crée des liaisons avec des agonistes, qui font en sorte que la protéine reste sous forme dimérique
de maniere stable. Un des roles suggérés de SIR est sa contribution a la dégradation d’inclusions
nucléaires. Il est proposé qu’elle sert de navette entre le noyau et le cytoplasme (Miki ef al., 2014;
Miki et al., 2015). Les résultats générés proposent donc que le variant provoque la rétention
nucléaire de S1R sous forme dimérique et que cette agglomération fait potentiellement obstacle
aux multiples fonctions biologiques de SIR (Su et al, 2016). Dans les deux types de
fractionnement, nous avons pu observer visuellement que le variant semble moins bien exprimé
que la protéine sauvage, supposant une moins bonne stabilité et une dégradation plus accélérée.
Nous estimons alors que les effets du variant sur I’état d’oligomérisation, la solubilité, la
localisation et la stabilité de la protéine peuvent entrainer des conséquences sur sa fonctionnalité.
Plus profondément, nous croyons qu’ils peuvent affecter 1’excitabilité neuronale par les différents

roles de SIR autour de la régulation de protéines qui peuvent inclure Kv1.2.
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4.2 Impact du variant sur le transport nucléocytoplasmique de TDP43

A la suite des résultats montrant que le variant perturbe 1’état d’oligomérisation, la solubilité et la
localisation de S1R, nous avons vérifié si I’expression du variant affecte la localisation de TDP43.
Cette derniére est une protéine de liaison a I’ARN qui est associée a la SLA. En effet, la distribution
anormale de cette protéine, soit des inclusions cytoplasmiques ou bien intranucléaires, fait partie
de la pathologie de la maladie (Arai et al.,, 2006; Neumann et al., 2006). Nos essais de
fractionnement subcellulaire nous ont permis de déterminer ou TDP43 se situe lorsqu’en présence
de SIR-WT ou de son variant. D’abord, les résultats avec les cellules SH-SY5Y stables V5 ne
montrent pas de différence significative entre les ratios de TDP43 nucléaires sur cytoplasmiques
de SIR-V5 et de E102Q-V5 en condition basale. Cependant, les résultats avec les cellules
HEK293T montrent une tendance a la hausse des ratios de E102Q-V5 par rapport a SIR-V5, pour
les conditions véhicule et époxomicine. Toutefois, la variabilité générale ne permet pas de montrer
de résultat significatif. Bien que ce sont les accumulations cytoplasmiques qui sont plus souvent
associées a la SLA, ces résultats sont en accord avec des études précédentes qui montent que
TDP43 contribue aux inclusions intracellulaires (Arai et al., 2006; Lagier-Tourenne et al., 2010).
TDP43 est une protéine physiologiquement localisée au niveau nucléaire et qui se déplace entre le
cytoplasme et le noyau pour exercer ses fonctions. En plus de ses roles dans la stabilisation, le
transport et la traduction des ARN messagers (ARNm), elle participe a la réponse au stress dans le
cytoplasme (Birsa et al., 2020). Elle s’accumule dans les granules de stress au cytoplasme avant de
retourner au noyau lorsqu’elles sont désassemblées (Tziortzouda et al., 2021). Nos résultats
montrent que TDP43 reste au noyau et ne transloque pas au cytoplasme en présence du variant
E102Q, méme lorsqu’un stress protéotoxique est induit par I’époxomicine. Ce stress protéotoxique
semble condenser TDP43 dans le noyau lorsqu’en présence de E102Q (Huang ef al., 2024; Jung et
al.,2023; Lang et al., 2024). Nous supposons qu’il est possible que le variant ne puisse combler le
role de transport nucléocytoplasmique joué¢ normalement par SIR et qu’il affecte ainsi la
localisation cytoplasmique de TDP43. Bien que TDP43 soit impliquée principalement dans le
métabolisme des ARN dans le noyau, il a été découvert que son accumulation excessive au niveau
nucléaire résulte en des défauts dans les ARN. En effet, des exons qui sont normalement incorporés
dans les ARNm sont omis lors de I’épissage (Carmen-Orozco et al., 2024). Cela peut nuire a la
production de protéines essentielles ou contribuer a la formation de protéines dysfonctionnelles.

La rétention de TDP43 au noyau nuit en plus a ses roles cytoplasmiques, comme la régulation de
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protéines impliquées dans les processus autophagiques et de la localisation et la traduction
d’ARNm au niveau des synapses (Birsa ef al., 2020). Il a également été rapporté que la
surexpression de TDP43 réduit la densité des neurites des neurones moteurs primaires,
conséquence qui est accentuée lorsque la protéine est mutée (Wang et al., 2013). Ces dernieres
fonctions affectées pourraient €tre liées aux perturbations autophagiques et a I’hyperexcitabilité

neuronale qui sont associées avec la SLA.

4.3 Fonctions autophagiques perturbées par E102Q

Puisque nous avons trouvé que le variant affecte des protéines autophagiques par la fonction de
transport nucléocytoplasmique de S1R, nous avons étudié les fonctions autophagiques de S1R. Nos
expériences d’immunobuvardage sur les marqueurs d’activité autophagique, p62, LC3B-I et
LC3B-II, nous ont permis d’avoir une idée sur les conséquences du variant sur le flux autophagique.
En premier temps, les différents milieux de culture ont dévoilé que les carences en acides aminé
ou en glucose comme étant les meilleurs inducteurs d’autophagie, par 1’augmentation des niveaux
de p62. La carence en sérum induit I’autophagie en empruntant la voie de la kinase mammalian
Target of Rapamycin (mTOR). La présence de facteurs de croissance dans le sérum mene a une
cascade de signalisation qui active mTOR (He et Klionsky, 2009; He ef al., 2018). La voie mTOR
est responsable d’inhiber le détachement des ribosomes du RE, un événement nécessaire au début
du mécanisme d’autophagie (Kim et Klionsky, 2000). La carence en sérum induit donc
’autophagie en inhibant la voie mTOR par I’activation de protéines en amont par la voie protéine
kinase B (AKT) qui implique les complexes de sclérose tubéreuse (TSC) 1 et 2 (He et Klionsky,
2009; He et al., 2018). La carence en acides aminés inhibe aussi 1’activité de mTOR et augmente
la traduction de LC3B en induisant I’autophagie, mais plus directement (Cutler ez al., 1999; Guertin
et Sabatini, 2005; Jewell et al., 2013; Kelekar, 2005). mTOR détecte la présence d’acides aminés,
promeut le métabolisme et régule négativement I’autophagie (Dennis et al., 1999). La carence en
glucose induit I’autophagie en activant la voie de la kinase AMPK (Kelekar, 2005). La carence en
glucose résulte en un débalancement indiquant un stress €nergétique et un augmentation du ratio
d’AMP/ATP qui est détecté par AMPK et active la kinase (Hardie, 2011). Une fois activée, AMPK
inhibe mTOR tout comme la carence en acides aminés (Russell ez al., 2014). 11 était donc attendu
que les carences en acides aminés ou en glucose soient de bons inducteurs d’activité autophagique

par I’augmentation des marqueurs autophagiques, p62 et LC3B-I. L’absence d’augmentation
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d’expression de LC3B-I peut étre indicateur d’une étape plus avancée dans 1’autophagie, soit 1a ou
LC3B-I est transformé en LC3B-I1. D’un autre c6té, les résultats pour la lignée HEK293T semblent
indiquer le contraire pour les niveaux de p62 avec la carence en acides aminés. Il est possible que
les niveaux basaux de protéines dans ces types de cellules ne soient pas équivalents et qu’elles
réagissent différemment aux milieux d’induction autophagique. Nous avons comme hypothése que
les niveaux de S1R dans les cellules SH-SY5Y et dans les cellules HEK293T ne sont pas égaux,
résultant en des effets opposés. Selon des expériences faites sur des tissus, il semble que S1R est
davantage présente dans les tissus cérébraux que dans les tissus rénaux (Hanner et al., 1996). Nous
estimons qu’il pourrait y avoir une possibilité que son expression soit inférieure dans les cellules
d’origine embryonnaire rénale (HEK293T) que dans les cellules dérivées d’une biopsie de
neuroblastome (SH-SY5Y). Pour les cellules SH-SYS5Y, I’absence d’une augmentation des
marqueurs autophagiques en carence au sérum peut étre due également au temps d’induction. Il a
été trouveé avec des expériences sur quatre lignées cellulaires mammiferes différentes qu’un milieu
sans sérum ni acides aminés induit rapidement le processus autophagique, soit dés 2 heures
d’incubation. Il a été déterminé que le processus atteint un plateau et qu’il voit méme une
diminution du flux autophagique dés 6 heures d’incubation (Hasan et al, 2025). Le temps
d’induction de 6 heures que nous avons effectué¢ peut avoir joué sur I’effet des carences sur le flux
autophagique. Nous pensons qu’il est possible que 1’induction par les carences en sérum avec ou
sans acides aminés ait atteint un plateau et que les niveaux des marqueurs soient retournés a la
normale. Un autre temps d’incubation aurait donc pu donner des résultats différents. Certains
articles suggérent que la dégradation de p62 est plutdt indicatrice d’autophagie, puisque p62
interagit avec les protéines ubiquitinées et qu’elle est dégradée lors de 1’activité autophagique
(Bjorkoy et al., 2009). Cependant, il a ét¢ déterminé que p62, lorsqu’elle se lie aux protéines
ubiquitinées, subit une séparation de phase. Ce sont alors plutot les gouttelettes formées de p62 qui
sont dégradés avec les protéines par le systeme autophagique (Huang et al., 2025). Nous supposons
qu’il est possible que I’induction de I’autophagie recrute davantage la protéine p62 pour effectuer
son role et que ce sont les formes altérées qui sont dégradées une fois liées aux substrats
autophagiques. Les niveaux et la dégradation de p62, de LC3B-I et de LC3B-II dans le temps sont
tous a prendre en considération lors de I’interprétation de 1’activité autophagique. L’autophagie est
un processus complexe qui se produit en plusieurs étapes distinctes, les niveaux protéiques capturés

peuvent alors avoir eu lieu a différentes phases du processus. Nous pensons que nos résultats
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témoignent d’une initiation d’autophagie augmentée, expliquant la hausse de p62 et les niveaux

inchangés de LC3B-I et LC3B-II.

Nous remarquons qu’a la suite d'une carence en acide aminé et en glucose, les niveaux d’expression
de p62 en présence de E102Q sont significativement inférieurs a ceux retrouvés en présence de
S1R. Le contraire est apercu pour les niveaux de LC3B-I. La liaison de la bafilomycine aux pompes
de protons responsables que I’acidification nécessaire a 1’activité des lysosomes permet d’observer
les accumulations lorsque la dégradation est inhibée. Les résultats montrent une 1égére baisse de
I’accumulation de p62 en présence du variant. Cette baisse suggere que p62 est moins dégradé lors
de D'autophagie en présence du variant, indiquant un probléme dans le chargement des
autophagosomes par le faible niveau de p62. Cette observation est faite avec les cellules HEK293T,
malgré les résultats davantage variables. Avec les cellules HEK293T, I’accumulation de LC3B-II
est supérieure en présence de E102Q que pour les mémes cellules en présence de la protéine
sauvage. Une étude a montré sur des cellules COS-7 que les niveaux de p62 sont réduits lors du
traitement des cellules avec un inhibiteur de mTOR (Torin-1) et qu’ils sont rétablis lors de
I’inhibition des lysosomes (bafilomycine A1) (Knupp et al., 2024). Elle en conclue que I’activité
autophagique est induite. L’¢tude montre ensuite que la dégradation de p62 est empéchée par le
variant E102Q et elle en déduit que I’autophagie est perturbée par I’absence de SIR. Il en a aussi
¢été ressorti que le variant de S1R réduit I’expression de LC3B-I et de LC3B-II. Les chercheurs
concluent dans cet article que SIR interagit avec la séquence 3> UTR de ’ARNm de LC3B. Elle
peut permettre la localisation des ARNm au niveau du RE, ou la traduction de LC3B est favorisée
pour 1’¢longation et la maturation des autophagosomes. L’étude montre aussi la diminution des
niveaux de LC3B-II lors d’un KD de S1R, avec ou sans induction autophagique ou inhibition
lysosomale (Knupp et al., 2024). L’accumulation de p62 lors d’une déficience en S1R a été
observée auparavant avec des cellules A431, MCF-7, NSC-34 et NIH-3T3 (Dreser et al., 2017,
Vollrath et al., 2014; Yang et al., 2019). D’autres mutations de S1R montrent plut6t la baisse de
p62 dans des cellules SH-SYSY (Kong et al., 2024). Des études contradictoires ont été trouvées
pour les niveaux de LC3B-II. Un article a déterminé que le KD de SIR avait comme résultat
d’augmenter I’expression de LC3B-II. Une différence est que cette derniere a travaillé avec des
cellules exprimant la protéine LC3B de maniere stable avec une étiquette (GFP-LC3) (Vollrath et

al.,2014). Il est possible que cette construction ne contienne pas la séquence 3° UTR de la protéine
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endogéne nécessaire pour 1’action de SIR (Knupp et al., 2024). Un autre article montre pourtant
I’accumulation de LC3B-II endogene lorsqu’en présence du variant E102Q, avec ou sans induction
de I’autophagie (Dreser ef al., 2017). L’accumulation de LC3B-II lors d’une déficience en S1R
semble commun a plusieurs articles (Dreser et al., 2017; Vollrath et al., 2014; Yang et al., 2019).
Des tests effectués sur les niveaux de LC3B-II ont également démontré leur augmentation dans des
tissus de patients de la SLA (Prause ef al., 2013). Les résultats semblent varier d une étude a I’autre
pour les niveaux de p62, de LC3B-I et de LC3B-II, mais elles montrent tous que la déficience de
SIR affecte les niveaux des protéines autophagiques. Nous supposons que le métabolisme des
lignées cellulaires réagit différemment aux processus autophagiques. Nos résultats de p62
concordent avec les études portées sur les mémes cellules. Dans notre situation, nous pensons que
la protéine p62 est davantage présente parce qu’il y a une accumulation de protéines a identifier
pour la dégradation due au stress induit par les carences. L’étude de Knupp a obtenu ces résultats
en utilisant des constructions avec des étiquettes HA en N-terminal, alors que nous utilisons des
étiquettes V5 en C-terminal (Knupp et al., 2024). 11 a ét¢ démontré qu’une étiquette positionnée en
N-terminal peut affecter I’orientation de la protéine par rapport a la membrane (Sharma et al., 2021).
Nous estimons qu’il est alors aussi probable qu’elle affecte ses fonctions. Cependant, I’étude a
aussi démontré ces résultats avec la protéine endogene en la déplétant avec des ARN interférant.
Ces résultats ont €té obtenus en induisant 1’autophagie avec I’inhibition directe pharmacologique
de mTOR par la Torin-1 pour une durée de 4 heures (Knupp et al., 2024). Nos expériences utilisent
une carence pendant 6 heures qui agit plus lentement sur la voie mTOR en activant la cascade de
signalisation. Il est possible que la protéine p62 soit d’abord accumulée avant d’étre dégradée
lorsque 1’autophagie est induite et que c’est ce que nous observons avec nos résultats. La méme
conclusion est tout de méme portée, puisque le variant E102Q a 1’effet contraire sur p62, soit
I’inhibition de I’accumulation de p62. Il a été déterminé que p62, bien que généralement considérée
cytosolique, fait la navette entre les compartiments cytosoliques et nucléaires. L’inhibition de
I’exportation nucléaire résulte en 1’accumulation de protéines ubiquitinées dans le noyau,
accélérant le trafic de p62 vers le noyau (Pankiv et al., 2010). L’autophagie est un processus qui a
lieu au cytoplasme, alors que la réponse aux ADN abimés a lieu au niveau nucléaire. Cependant, il
a été rapporté que les ADN endommagés du noyau peuvent étre transportés au cytoplasme et
dégradés par 1’autophagie (Ivanov et al., 2013; Rello-Varona et al., 2012). Comme nous avons

observé I’accumulation du variant et de TDP43 au niveau nucléaire, nous suggérons qu’un des
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roles de S1R dans I’autophagie est le transport nucléocytoplasmique qui est inhibé par E102Q.
L’accumulation de p62 au noyau peut mener en la diminution de son expression au cytosol,
résultant en une baisse du niveau d’expression de la protéine soluble. La diminution du niveau de
p62 lors de I’utilisation de bafilomycine en présence du variant indique que son rdle dans
I’autophagie semble perturbé. Nous croyons alors que le chargement des autophagosomes par p62
est diminué. Nous pensons qu’une proportion du surplus de p62 qui pouvait résulter de 1’inhibition
de I’activité lysosomale par la bafilomycine est acheminé au noyau pour répondre aux ADN et
qu’il y reste séquestré. Bien que le variant ne puisse pas promouvoir la traduction de LC3B, nous
estimons que les protéines traduites s’accumulent di a des défauts dans les étapes suivantes de
I’autophagie, empéchant leur dégradation. Nous observons par 1’accumulation de LC3B-II en
présence du variant que LC3B-I a I’air de pouvoir se transformer en LC3B-II, mais I’accumulation
de LC3B-I nous indique que la conversion est peut-étre ralentie. Les résultats montrant que LC3B-
IT est aussi bien accumulée apres 1’ajout de bafilomycine en présence du variant qu’en présence de
la protéine sauvage nous suggere une vitesse de dégradation semblable. Nous pensons donc que
les défauts dans le role de transport nucléocytoplasmique de S1R peuvent étre responsables de
certaines perturbations autophagiques, telle la baisse d’expression de p62 cytosolique pouvant
nuire au chargement des autophagosomes. De plus, I’accumulation de LC3B-I due au variant peut
mener a des agrégats toxiques. Ceux-ci peuvent également entrainer d’autres protéines

dysfonctionnelles ou instables produites par les anomalies causées par la délocalisation de TDP43.

4.4 Role du variant dans ’action de S1R sur I’expression du canal Kv1.2 a la surface cellulaire

Les défauts du variant dans la régulation des ARNm et de I’autophagie nous ont aidés a chercher
comment ils affectent les protéines impliquées dans I’excitabilité neuronale. Etant donné que nous
connaissons que la SLA cause une hyperexcitabilité et une baisse d’expression du canal Kv1.2,
nous avons évalué les fonctions de SIR sur le trafic intracellulaire en analysant I’expression de
surface de Kv1.2 (Mavlyutov et al., 2015; Stringer et Weiss, 2023). Avec les cellules SH-SYS5Y
stables V5, les résultats montrent que 1’expression membranaire basale de Kv1.2 est diminuée en
présence de SIR-VS5. Puisque S1R est une protéine chaperonne généralement localisée au niveau
du RE, il est attendu qu’elle ne favorise pas le transport du canal a la surface cellulaire a 1’état basal.
Nous estimons que son association avec Kvl.2 provoque une rétention du canal avant de

promouvoir sa translocation a la membrane plasmique lorsqu’en présence d’agoniste, expliquant
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le niveau diminué de Kv1.2 a la surface en présence de SIR-VS5. Le niveau inchangé de Kv1.2 a la
surface en présence de E102Q par rapport au controle SH semble indiquer que le variant ne joue
pas ce role. Le traitement des cellules a la PRE-084 a comme effet de faire augmenter I’expression
de surface de Kv1.2, sauf pour le variant E102Q. Il a ét¢ démontré dans le passé que la localisation
de Kv1.2 a la membrane plasmique augmente en présence de SIR suivant son activation par la
cocaine in vivo (Delint-Ramirez et al., 2020; Kourrich, 2013). Il a aussi été déterminé que le variant
E102Q module les canaux Kv1.2 in vitro, mais pas de la méme fagon que S1R (Abraham et al.,
2019). Il n’est alors pas surprenant que les niveaux d’expression de Kv1.2 a la surface ne semblent
pas varier en présence du variant. Les résultats a 60 minutes d’activation a la PRE-084 montrent
plus clairement que Kv1.2 est davantage exprimé a la surface de la membrane lorsqu’en présence
de SIR. Les résultats pour les cellules HEK293T sont semblables, avec une diminution de
I’expression de surface de Kv1.2 en présence de SIR-V5 ou en présence de E102Q-VS5. 11 est
possible que la transfection transitoire de SIR-V5 ou de E102Q ait induit un stress qui a eu pour
effet de diminuer les niveaux de Kv1.2 totalement aux conditions basales. L’effet de 1’agoniste
montre toujours une hausse d’expression de Kv1.2 en présence de S1R. La méme conclusion est
ressortie en comparant les données a 60 minutes de traitement a la PRE-084. Les résultats de la
lignée controle SH sont plus proches des résultats de SIR-VS5 pour les lignées SH-SYSY et ceux
de la condition controle pcDNA3.1 sont plus proche des résultats de la condition E102Q pour la
lignée HEK293T. Comme I’hypothese que nous avons émise précédemment, nous croyons que les
différences entre les niveaux d‘expression de la protéine endogene entre les types cellulaires
peuvent expliquer ces variations. Les résultats avec les cellules SH-SYSY montrent une
augmentation a partir de 30 minutes, alors que ceux avec les cellules HEK293T montrent cette
augmentation plus tot, a 10 minutes avant d’étre atténuée. Cela nous indique que les modeles
cellulaires réagissent différemment en présence d’un agoniste et que le temps d’exposition peut
changer ses effets. En somme, 1’agoniste ne semble pas avoir d’effet sur I’expression de surface de
Kv1.2 en présence du variant E102Q. Il a été déterminé auparavant que les ligands stabilisent les
oligoméres de SIR (Gromek et al, 2014). De plus, les agonistes favorisent les formes
monomériques et dimériques (Chu et Ruoho, 2016; Mishra et al., 2015). Puisque nos résultats ont
montré que le variant E102Q est davantage présent sous forme de dimeres, nous suggérons que
I’agoniste s’associe aux protéines dimériques et les conserve en dimeres. Nous supposons donc que

les dimeres de E102Q forment des complexes avec 1’agoniste, mais que son état dimérique
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persistante I’empéche d’induire une réponse a ’agoniste et d’avoir un effet sur I’expression

membranaire de Kv1.2.

Nous avons ensuite exécuté des essais d’immunoprécipitation dans le but de définir I’effet du
variant sur les interactions entre Kv1.2 et SIR ou E102Q. Nous observons d’abord que le variant
E102Q semble avoir comme effet de diminuer les niveaux d’expression de Kv1.2. Puisque S1R est
une protéine chaperonne, nous croyons qu’elle joue un rdle dans la stabilité et la maturation
d’autres protéines (Crottes et al., 2011). Nous supposons qu’elle stabilise alors Kv1.2 et que cette
action ne peut étre exercée par le variant. Les résultats montrent que Kv1.2 interagit avec S1R ainsi
qu’avec son variant E102Q. II a été démontré par le passé que le canal co-immunoprécipite avec la
protéine S1R de fagon basale, ce qui concorde avec nos résultats (Kourrich et al., 2013). Une autre
étude confirme leur association a 1’état basal par la méthode FRET (Abraham et al., 2019). Nos
résultats semblent aussi indiquer une hausse d’interaction entre Kv1.2 et E102Q. Ces résultats vont
a I’encontre de ce qui a déja été démontré. L’¢tude d’ Abraham montre par la méthode FRET que
I’interaction entre Kv1.2 et E102Q est moindre qu’avec SIR. La différente peut étre due a la
technique, les recherches présentées dans 1’article d’ Abraham utilisent la transfection des protéines
d’intérét avec des étiquettes fluorescentes qui ont un poids moléculaire plus important que V5
(Abraham ef al., 2019). La méthode FRET permet d’identifier lorsque les protéines d’intérét sont
a une proximité entre 1 a 10 nm (Jares-Erijman et Jovin, 2003). Selon une étude sur le volume
moléculaire de SIR, il a été¢ déterminé que la protéine, avec une étiquette FLAG, a un volume
d’environ 56 nm® (Balasuriya et al., 2014). Comme nous observons que le variant est exprimé
davantage sous forme de diméres agrégés, nous supposons que son oligomérisation et son
agrégation peuvent ¢loigner les protéines fluorescentes et empécher le transfert d’énergie
nécessaire a la méthode. Nous pensons donc la méthode FRET ne peut identifier les interactions
avec les formes oligomériques et/ou agrégats protéiques formés par E102Q. Nos résultats
comprennent toutes les formes des protéines et permettent d’identifier toutes les associations aux
protéines immunoprécipitées, incluant celles formées de complexes. Nous estimons alors que
Kv1.2 est davantage assemblé au variant par ’intermédiaire de complexes protéiques ou sous

forme d’agrégats insolubles.

Les niveaux d’expression de Kv1.2 qui a co-immunoprécipité avec SIR-V5 montrent une baisse

aprés 10 minutes d’exposition a la PRE-084 avant le rétablissement a 60 minutes, le contraire est
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observé avec E102Q. La littérature montre qu’un agoniste, la cocaine, augmente I’interaction entre
Kv1.2 et SIR avec une concentration de 3 uM apres 60 minutes et plus d’exposition (Delint-
Ramirez et al., 2020; Kourrich et al., 2013). 11 est possible que 10 minutes ne suffisent pas pour
avoir un effet sur S1R. L’ajout de I’agoniste peut induire un stress ressenti dans le début du temps
d’exposition, résultant en une interaction moindre. Nos résultats montrent une 1égere tendance a la
hausse a 60 minutes, sans étre marquée. Nos résultats précédents ont montré que 1’expression du
canal a la membrane cellulaire est élevée dans les 10 premicre minutes avant de descendre vers 60
minutes. Cela explique les niveaux d’expression opposés observés en immunoprécipitation dans le
cytoplasme. Nous estimons que les complexes Kv1.2-S1R se déplacent rapidement a la membrane
plasmique et que nos expériences ne peuvent détecter la majorité des interactions di a leur
emplacement. Autrement, 1’utilisation d’un autre agoniste, SKF10047, avec une concentration de
50 uM pendant 20 minutes, ne montre pas de différence d’interaction avec la méthode FRET
(Abraham et al., 2019). Comme il semble que les effets des agonistes diffeérent entre eux, nous
estimons que la cinétique de la réponse de S1R suivant ’activation par la cocaine et la PRE-084
peut différer. Nous croyons que nous observons des complexes d’agrégats comprenant les formes
immatures de Kvl.2 et le variant E102Q qui sont probablement dirigés vers les voies de
dégradation. Nous supposons donc que I’envoi a la membrane plasmique du canal est entravé par

son agrégation et sa retenue au cytoplasme, dues au variant E102Q.

En somme, nous pensons que le variant E102Q empéche la protéine sauvage S1R de jouer son role
dans le transport nucléocytoplasmique de protéines clés, telle TDP43. Par conséquent, le variant
peut contribuer a la dérégulation d’ARNm et ainsi de synthese protéique. Nous estimons qu’une
des responsabilités de S1R perturbée par le variant dans 1’autophagie est le transport de p62 dans
le cytosol. De plus, nous croyons que 1’accumulation de LC3B-I et de LC3B-II observée en
présence de E102Q promeut la formation d’agrégats toxiques due aux défauts dans la dégradation
autophagique. Parmi les ARNm et les protéines impliquées dans ces dysfonctions, nous avons
I’idée qu’il y en a qui sont associés a I’activité neuronale, comme Kv1.2. Par ce fait, la baisse
d’expression a la surface de Kv1.2 ainsi que sa baisse d’expression totale observées en présence
du variant semblent étre expliquées partiellement par les défauts dans le transport ainsi que dans
I’autophagie. La tendance a la hausse de I’interaction de Kv1.2 avec E102Q semble indiquer que

le variant et les formes instables de Kv1.2 sont pris dans le cytosol. La dérégulation de ce canal
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peut donc avoir comme effet de déstabiliser la modulation de 1’excitabilité. Nous en concluons que
chacun de ces effets du variant joue un role dans I’hyperexcitabilité neuronale qui est un des points

importants de la pathologie de la SLA.
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CONCLUSION

En résumé, notre étude a permis d’élucider I’'impact du variant E102Q sur les états et la localisation
de la protéine SIR. Elle a en plus ciblé certaines de ses fonctions essentielles qui sont affectées par
conséquent. Nous avons découvert que le variant cause 1’accumulation d’agrégats oligomériques
et nucléaires de SIR. Cela nous a invité a étudier diverses fonctions de SI1R sur lesquelles le variant

pouvait avoir un effet.

Nous avons trouvé que E102Q semble responsable de I’accumulation nucléaire de la protéine de
liaison a I’ARN, TDP43. L’accumulation cytoplasmique de la protéine a plus souvent été associée
a la SLA (Lagier-Tourenne et al., 2010). L’accumulation nucléaire de TDP43 dans la
neurodégénération a peu été retrouvée dans la littérature, mais elle est tout aussi problématique.
Nos résultats suggerent un role de S1R dans son transport au cytoplasme qui semble entravé par le
variant. Autant que la protéine est requise au noyau pour effectuer ses roles dans le métabolisme
d’ARN, leur présence excessive peut mener a des complications également (Carmen-Orozco ef al.,
2024). Nous en avons ressorti que les roles perturbés de TDP43 dii au variant peuvent jouer un role
dans la baisse d’expression observée de Kv1.2 dans la SLA (Stringer et Weiss, 2023). Nous
pensons que 1’étude d’une autre protéine de liaison a I’ARN, FUS, est pertinente pour continuer
cette recherche. L’analyse de ces protéines dans des essais de fractionnement peut €tre intéressante
pour observer si les mémes résultats en ressortent dans nos lignées cellulaires. Ce sont toutes les
deux des protéines qui sont associées a la pathologie de la SLA (Kwiatkowski ef al., 2009; Lagier-
Tourenne et al., 2010; Sreedharan ef al., 2008; Vance et al., 2009). Nous estimons que le variant
E102Q peut avoir le méme effet sur le transport de FUS que sur celui de TDP43. Autrement,
I’observation des ces accumulations nucléaires par imagerie confocale peut renforcer les résultats.
Pour y arriver, des anticorps fluorescents ciblant les protéines d’intérét, TDP43 et FUS, et les ADN

comme marqueurs nucléaires peuvent étre utilisés.

Autrement, nous avons observé que le variant altére les niveaux d’expression de protéines
autophagiques, p62, LC3B-I et LC3B-II, supportant un role de S1R dans les processus
autophagiques. Nous en avons suggéré que le transport de p62 du noyau au cytosol fait partie des

roles de S1R dans I’autophagie. Nous en avons également soupgonné que 1’altération du recyclage
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autophagique contribue a I’expression faible de Kv1.2 observée en lien avec la SLA (Stringer et
Weiss, 2023). Nous suggérons d’abord des expériences sur I’expression de p62 sur une période
d’environ 30 minutes, afin d’observer sa dégradation dans le temps. Cela peut mieux informer sur
le flux autophagique. Nous croyons qu’il y a moins de p62 aux autophagosomes en présence du
variant et donc que p62 est moins dégradé que la protéine sauvage. Nous proposons la poursuite
des recherches sur I’effet du variant E102Q sur la quantité de protéines ubiquitinées. Nous avons
comme hypothése que p62 est accumulé au noyau avec des protéines ubiquitinées et qu’elles ne
sont pas dégradées parce que le variant empéche S1R de faire le transport entre le noyau et le
cytoplasme. Nous pensons a des essais de fractionnement pour voir si p62 est bien davantage au
noyau en présence de E102Q. Autrement, nous pensons qu’il peut étre intéressant d’observer le
déplacement de p62 entre le noyau et le cytoplasme en temps réel en présence de SIR ou de E102Q.
Pour y parvenir, de I’imagerie en direct peut étre effectué en utilisant une construction de p62 avec
une étiquette fluorescente a transfecter dans les cellules exprimant SIR ou E102Q. Nous pensons
que la présence du variant ne permet que la translocation de p62 en direction du noyau, alors que
la présence de la protéine sauvage permet son déplacement bidirectionnel. Nous avons aussi
comme suggestion d’isoler et analyser le contenu des autophagosomes. Nous pensons y retrouver
moins de p62 et de contenu total en présence du variant qu’en présence de la protéine sauvage. De
plus, nous croyons possible de retrouver davantage de précurseurs de Kv1.2 en présence de E102Q.
Ensuite, I’étude de la formation des autolysosomes avec une construction de LC3B contenant un
tandem de fluorescence mCherry-GFP peut permettre d’évaluer le taux de fusion en présence de
SIR en comparaison avec la présence du variant. Le tandem mCherry-GFP permet d’observer par
imagerie fluorescente le passage des autophagosomes aux autolysosomes par 1’acidification
détectée a la suite de la fusion (Kim et al., 2020). Nous estimons que le variant peut causer
I’accumulation d’autophagosomes non fusionnés due a un défaut dans les fonctions autophagiques

de S1R.

Finalement, nous avons déterminé que la présence du variant cause la diminution de I’expression
du canal potassique voltage-dépendant Kv1.2 a la surface membranaire suivant 1’exposition a un
agoniste. Les résultats sous-tendent que Kv1.2 interagit davantage avec E102Q qu’avec S1R. Nous
en spéculons que le variant retient le canal au niveau cytoplasmique et empéche SI1R de jouer son

role dans sa maturation et le transport & la membrane plasmique. Nous suggérons d’étudier la
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localisation de ces interactions avec des essais d’immunoprécipitation a partir d’extraits de
fractionnements séparant le cytoplasme de la membrane plasmique. Nous croyons que cela peut
permettre de déterminer si les interactions ont bien lieu au niveau cytoplasmique et de valider nos
hypothéses. De plus, 1’é¢tude des rdles des canaux Kv1.2 dans 1’excitabilité neuronale peut
permettre de valider comment le variant E102Q les affecte par son interaction avec le canal
potassique. Des essais d’électrophysiologie peut le permettre en utilisant des tranches de cerveaux
de mode¢les murins, soit des souris WT ou des souris transgéniques SIR-E102Q. L’¢étude de
I’excitabilité intrins€que en mesurant les parametres et patron de décharge des PAs peut permettre
de confirmer que le variant provoque une hyperexcitabilité en diminuant leur latence de décharge
tout en augmentant leur fréquence. Les tranches peuvent ensuite étre récupérées pour extraire les
protéines totales et mesurer la quantit¢ de Kv1.2 en comparaison par immunobuvardage. Nos
résultats montrent que le variant semble diminuer la stabilit¢ de Kv1.2 et que son expression est
moindre en sa présence. Nous pensons alors que les niveaux de Kv1.2 sont moindre chez les souris

S1R-E102Q et que cela peut avoir des effets sur I’excitabilité intrinseque.

Nos expériences nous ont permis de considérer les lignées de cellules SH-SYSY stables et la lignée
HEK293T comme des mod¢les pour observer les effets du variant E102Q de S1R impliqué dans la
SLA. Le variant E102Q étant associ¢ a la JSLA, qui présente une progression beaucoup plus lente
et moins agressive des symptomes relativement aux autres formes de la maladie, la détection de
phénotypes distingués est un atout. L’utilisation de lignées cellulaires est favorable a la détection
de nos protéines d’intérét et elle permet d’avoir un meilleur controle sur les conditions
expérimentales. L étude des cellules SH-SYSY et des cellules HEK293T en lien avec la JSLA est
alors favorable avant de passer a des modeles in vivo. Cependant, la recherche sur des cellules peut
étre limitante et les conditions imposées peuvent mener a des variations dans les processus étudiés.
Pour des expériences futures, il peut €tre intéressant de répliquer nos expériences dans des cultures
primaires de neurones de rat afin de voir si les mémes résultats en ressortent. De plus, la translation
des expériences sur des tissus cérébraux murins peut ajouter de la profondeur dans les résultats.
Pour cela, la création de modeles murins en injectant un virus adéno-associ¢ (AAV) afin
d’exprimer la mutation E102Q dans les régions ciblées du systéme nerveux est pertinente. Cela
permettra de valider les résultats provenant des recherches in vitro et de caractériser les mécanismes

pathologiques a I’origine des symptomes de la JSLA sous des conditions physiologiques.
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En conclusion, les recherches sur SIR et son variant E102Q dans ce mémoire permettent une
meilleure compréhension des caractéristiques de SIR qui sont affectées par la mutation liée a la
SLA. Les perturbations des mécanismes ¢étudié€s pourraient informer sur les fonctions biologiques
de S1R qui sont en jeu pour les personnes touchées par la maladie. L’étude permet surtout de cibler
et rassembler des fonctions qui peuvent étre des facteurs dans I’expression de Kv1.2 et son role
dans I’hyperexcitabilité. Nos résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour les futures études des
mécanismes cellulaires et moléculaires reliés a ces processus. Il est connu que SIR posséde
plusieurs fonctions autres que le transport nucléocytoplasmique, [’autophagie et 1’activité
neuronale, il peut ainsi étre approprié de les étudier en complémentation et d’approfondir ainsi les
connaissances fondamentales en atout. Il serait tout aussi intéressant de voir comment ces fonctions

ou d’autres sont impliquées dans d’autres aspects de la pathologie.
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Figure A.1 : Images brutes utilisées pour le montage des panneaux A (A) et C (B) de la figure 3.1.
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Figure A.2 : Images brutes utilisées pour le montage du panneau A de la figure 3.2.
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Figure A.3 : Images brutes utilisées pour le montage des panneaux D (A) et E (B) de la figure 3.2.

80



sty Wicin Sifeie & W

Coloration Ponceau S Marqueur + TDP43
chimiluminescence

Marqueur + Lamin A/C
chimiluminescence

Marqueur + SIR
chimiluminescence

—
— — —_— p—

TDP43
chimiluminescence

- -
—

(L]
L[]

Lamin A/C
chimiluminescence

S1IR
chimiluminescence

Figure A.4 : Images brutes utilisées pour le montage du panneau A de la figure 3.3.
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Figure A.5 : Images brutes utilisées pour le montage des panneaux C de la figure 3.3.
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Figure A.6 : Images brutes utilisées pour le montage des panneaux D de la figure 3.3.

&3



- ——m ——

Coloration Ponceau S Marqueur + p62 p62
chimiluminescence chimiluminescence

Marqueur + SIR SIR
chimiluminescence chimiluminescence

Marqueur + LC3B LC3B
chimiluminescence chimiluminescence

Figure A.7 : Images brutes utilisées pour le montage du panneau A de la figure 3.4.
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Figure A.8 : Images brutes utilisées pour le montage du panneau A de la figure 3.5.
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Figure A.9 : Images brutes utilisées pour le montage du panneau D de la figure 3.5.
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Figure A.10 : Images brutes utilisées pour le montage du panneau A de la figure 3.7.
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