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1. Introduction

L’amyotrophie spinale proximale (SMA) est une des maladies neuromusculaires les plus
fréquentes. C’est une maladie génétique, de transmission autosomique récessive, qui se
caractérise par une dégénérescence progressive des motoneurones de la corne
antérieure de la moelle épiniére, a I'origine d’un déficit musculaire progressif. La sévérité
de I'atteinte est variable, allant de formes graves débutant précocement dans I'enfance a
des formes de début plus tardif et dont I’évolution est plus lente. Quatre types ont été
définis (I a IV) en fonction de I'dge de début et de I'évolution de la maladie, le type |,

correspondant aux formes les plus sévéeres et le type IV a la forme adulte.

L'amyotrophie spinale proximale résulte d’'une inactivation homozygote du gene SMN1
localisé en 5q11q13. Dans cette méme région chromosomique se trouve un gene copie, le
gene SMN2. Ce gene possede une forte homologie avec le ggéne SMN1 mais n’est que
partiellement fonctionnel. En effet, I'une des cinq variations nucléotidiques qui le
différencie du gene SMNI1 a un effet sur I'expression du gene. Cette variation
nucléotidique est responsable d’'un épissage alternatif avec saut de I'exon 7 lors de la
maturation de I’ARN entrainant la traduction d’une protéine tronquée dont la stabilité est
diminuée et qui est rapidement dégradée. Bien que ce transcrit avec saut de I'exon 7 soit
majoritaire, le géne SMNZ2 code aussi pour un ARN messager pleine longueur incluant
I'exon 7. Le nombre de copies du géne SMN2 étant variable, plus il est important, plus la
guantité de transcrit pleine longueur est élevée. Le nombre de copies du gene SMN2 est

donc inversement corrélé a la sévérité de la SMA.

Pour I'heure, il n’existe aucun traitement spécifique pour les patients atteints de SMA
mais plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours. Parmi ces traitements en cours
d’évaluation, nombre d’entre eux visent a augmenter la quantité de transcrit SMN pleine
longueur issu du géne SMN2. Le développement de nouveaux traitements nécessite la
mise au point de marqueurs biologiques permettant de suivre a court terme leur
efficacité et de déterminer des objectifs thérapeutiques a atteindre. Pour répondre a ces
problématiques, nous nous sommes intéressés a la quantification des transcrits SMN
pleine longueur, issus des génes SMN1 et SMN2. Tout d’abord, nous avons développé,
pour la premiere fois dans l'unité Inserm U1079, une méthode de quantification de

transcrit par PCR numérique couplée a la transcription inverse. Cette méthode est plus
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reproductible que les méthodes couramment utilisées pour la quantification de transcrit.
De maniere a déterminer un objectif thérapeutique dans le cadre des thérapeutiques
visant @ moduler lI'expression du gene SMNZ2, nous nous sommes intéressés a la
concentration minimale de transcrit SMN pleine longueur nécessaire pour ne pas
développer la maladie. Nous avons constitué deux groupes d’individus en fonction de leur
génotype. Le groupe « patients » correspond au génotype le plus fréquemment associé a
la forme adulte de la SMA (type IV), génotype OSMN1/4SMN2. Le groupe « témoins »
regroupe des individus n’ayant qu’une copie des génes SMN, génotype 1SMN1/0SMN2.
Ces deux génotypes représentent les génotypes extrémes pouvant étre rencontrés chez
les patients et dans la population générale. En particulier, cette étude est la premiere a
s’'intéresser aux individus de génotype 1SMN1/0SMNZ2. La comparaison du taux de
transcrit SMN pleine longueur dans chacun de ces deux groupes devrait nous permettre
de déterminer précisément le seuil de concentration de transcrit SMN pleine longueur qui

distingue la population atteinte de SMA de la population générale.

2. Amyotrophie spinale proximale

2.1. Généralités
L'amyotrophie spinale proximale (en anglais Spinal Muscular Atrophy ou SMA) est
caractérisée par la dégénérescence des motoneurones alpha de la corne antérieure de la
moelle épinieére a l'origine d’un déficit progressif de la force musculaire et d’une
amyotrophie, sans atteinte sensitive, ni cognitive, ni des voies longues (Figure 1) (Chabrol

etal., 2010).

La SMA est la maladie neuromusculaire de I'enfant la plus fréquente apres la dystrophie
musculaire de Duchenne. La SMA se transmet sur un mode autosomique récessif. Son
incidence est estimée de 1/6 000 a 1/10 000 naissances. La fréquence des hétérozygotes
dans la population générale est d’environ 1/40 a 1/60 (Ogino et al., 2002; Prior et al.,
2010), avec des fréquences variables en fonction des différents groupes ethniques
(Hendrickson et al., 2009). L'amyotrophie spinale proximale a été décrite pour la
premiere fois dans les années 1890 par Guido Werdnig et Johann Hoffmann (Werdnig,
1891; Werdnig, 1894; Hoffman, 1893 ; Hoffman, 1900). A quelques années d’intervalle,

ces neurologues autrichien et allemand ont observé, chez plusieurs enfants de mémes
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fratries, une atteinte neurologique associant une hypotonie et une faiblesse musculaire
progressives, débutant avant I’age d’un an et entrainant un déces précoce dans I'’enfance

suite a des complications respiratoires.

Par la suite, le spectre clinique de la SMA a été étendu aux formes modérées de I'adulte

(Kugelberg and Welander, 1956).

A I'heure actuelle, le traitement de la SMA demeure essentiellement symptomatique.
Cependant, au cours de ces dernieres années, les efforts de compréhension de la
régulation de [I'épissage du gene SMNI1 ont permis d’ouvrir plusieurs pistes

thérapeutiques, certaines ayant abouti sur des essais cliniques (Nurputra et al., 2013).

proprioceptive neuron

synaptic dysfunction
reduced

myofiber size

loss of synapses

MN hyperexcitability synaptic

dysfunction
MN-death

impaired

motor neuron development

denervation

muscle

Figure 1. Anomalies morphologiques et fonctionnelles clés induites par un déficit en
protéine SMN. Les motoneurones (bleu foncé) de la corne antérieure de la moelle
épiniere sont stimulés par les neurones proprioceptifs excitateurs (vert) et inhibés par les
interneurones (bleu clair). Les motoneurones forment, avec le muscle, la jonction
neuromusculaire. lls stimulent ainsi leur contraction. Chez les patients atteints de SMA
ces motoneurones sont défaillants. (Tisdale and Pellizzoni, 2015)
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2.2. Présentations cliniques
La SMA est classiquement divisée en quatre types en fonction de I'dge de début et de
I’évolution de la maladie (Tableau 1). La premiére classification, établie au début des
années 1990 par Munsat et Davis, était basée sur I'age d’apparition des premiers signes
de la maladie (Munsat and Davies, 1992). Une seconde classification, basée sur des
critéres fonctionnels, a été proposée par Wang et al. en 2007. Cette classification, plus
objective, repose sur les derniéres acquisitions motrices de I'enfant (Wang et al., 2007).
Le type | et le type Il représentent les formes les plus fréquentes de SMA (Ogino et al.,

2004; Chabrol et al., 2010).

Age d’apparition des Espérance de

Type de SMA Motricité du patient

symptomes vie naturelle

Type |

0-6 mois Incapable de s’asseoir <2ans
Maladie de Werdnig- Hoffman ! P !

Incapable de se mettre

Type Il 7-18 mois >2ans
vp debout
. Type 1l > 18 mois Capable de se mettre Adulte
Maladie de Kugelberg- Welander debout et de marcher
Type IV 2éme-3éme décade Marche préservée Adulte

Tableau 1. Classification clinique des amyotrophies spinales proximales. D’aprés (Wang
et al., 2007).

En réalité, la présentation clinique associée a la SMA est un continuum et il existe des
chevauchements phénotypiques entre les différents types. La rapidité d’évolution et
I'espérance de vie sont corrélées a I'age de début : plus la maladie débute a un age
précoce, plus I’évolution est rapide et plus I'espérance de vie est réduite (Bertini et al.,

2005).

La SMA de type | ou Maladie de Werdnig-Hoffmann est caractérisée par une absence
d’acquisition de la station assise. La maladie se manifeste avant I'age de 6 mois, par une
diminution de la force musculaire, initialement au niveau des racines et prédominant aux

membres inférieurs.
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Cette atteinte, a peu prés symétrique, évolue vers une quadriparésie flasque. Les
mouvements des extrémités sont longtemps préservés. L'examen met en évidence une
abolition des réflexes ostéotendineux. Des fasciculations des mains et de la langue
peuvent étre observées. L'atteinte des muscles paraspinaux est a l'origine d’une
hypotonie du tronc et d’une absence d’acquisition ou une perte précoce de la tenue de
téte. L'atteinte des muscles intercostaux entraine une insuffisance respiratoire
progressive. La toux est inefficace. Le diaphragme étant préservé, une respiration
abdominale paradoxale et une déformation du thorax en caréne sont observées. Il peut
exister une atteinte du tronc cérébral, principalement des paires craniennes et du bulbe.
L’atteinte des nerfs craniens est a I'origine de troubles de la déglutition, de troubles de la
succion, d’une faiblesse du cri. La motricité faciale et I'oculomotricité sont longtemps
préservées. L'atteinte des centres bulbaires est a I'origine de troubles des fonctions
respiratoire et cardiaque prenant souvent I'aspect de troubles dysautonomiques, pouvant
aller jusqu’a la mort subite. Il n’y a pas de trouble sensitif, pas de trouble sphinctérien, et
classiqguement, pas d’atteinte des fonctions supérieures. L’évolution est marquée par une
aggravation progressive. L'insuffisance respiratoire chronique, aggravée par les infections
respiratoires et les fausses routes, entraine un déces avant 2 ans, généralement avant 12
a 18 mois. Compte-tenu de la sévérité du pronostic et de I'absence de traitement curatif,
la prise en charge de ces patients est essentiellement palliative (Bertini et al., 2005;

Chabrol et al., 2010; D’Amico et al., 2011).

La SMA de type Il est définie par une absence d’acquisition de la marche. Le
développement de I'enfant est normal au cours des premiers mois de vie, avec une
acquisition possible de la station assise. La maladie débute entre 6 et 18 mois. Les
premieres manifestations peuvent étre des difficultés a la station assise libérée, une
absence d’acquisition de la station debout avec appui ou I'absence d’acquisition de la
marche. Les réflexes ostéotendineux peuvent étre initialement conservés mais
disparaissent au cours de I'évolution. La motricité des membres supérieurs est
initialement conservée. Il existe des fasciculations des mains et de la langue. Les fonctions
cognitives sont habituellement trés bonnes, avec une acquisition précoce du langage.
L’évolution est marquée par une aggravation globale du déficit musculaire et par la

survenue de complications orthopédiques (scoliose sévére, rétractions articulaires) et
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respiratoires séveres (syndrome restrictif secondaire a I'atteinte des muscles intercostaux
et abdominaux, difficultés a la toux secondaires a I'atteinte des muscles expirateurs et a
une possible composante centrale par atteinte des centres bulbaires), des troubles de la
déglutition, des difficultés de mastication, des troubles digestifs (dilatation gastrique
aigué, reflux gastro-oesophagien, constipation), des complications nutritionnelles et des
troubles vasomoteurs. Avec une prise en charge intensive multidisciplinaire, la survie de
ces enfants peut étre prolongée jusqu’a I'dge adulte ( Bertini et al., 2005; Chabrol et al.,

2010; D’Amico et al., 2011; Cuisset et al., 2012).

La SMA de type lll ou Maladie de Kugelberg-Welander débute aprés l'acquisition la
marche par une présentation d’allure myopathique. Les premiers signes peuvent se
manifester par une géne a la marche dés son acquisition, ou plus tardivement par des
difficultés pour courir ou monter les escaliers et des chutes, ou encore par une géne lors
d’épreuves sportives au cours de I'enfance. Le déficit et 'amyotrophie prédominent au
niveau des racines et aux membres inférieurs. Les réflexes ostéotendineux sont conservés
aux membres supérieurs. L’évolution peut étre marquée par la survenue de complications
orthopédiques (rétractions articulaires, scoliose) et respiratoires. La progression est plus
lente que dans les types | et Il. La sévérité est variable et le maintien de la marche a 'age
adulte est corrélé a I'age de début de la maladie. Un meilleur pronostic est observé dans
les formes débutant aprés I'dge de 3 ans. L'espérance de vie n’est pas significativement
différente de celle la population générale (Bertini et al., 2005; Chabrol et al., 2010;
D’Amico et al., 2011).

La SMA de type IV débute au cours de la deuxiéme ou troisieme décade et se manifeste
par une géne motrice proximale. La marche est conservée a I'age adulte, il n’y a pas

d’atteinte respiratoire (Bertini et al., 2005; Chabrol et al., 2010; D’Amico et al., 2011).

Le diagnostic, pour la SMA de types | et Il, est généralement évoqué sur la présentation

clinique et I'analyse moléculaire permet une confirmation rapide du diagnostic.

Pour les types Ill et IV, le recours a des examens neurophysiologiques est souvent

nécessaire.
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L’électromyogramme montre un tracé neurogene, avec des signes de dénervation. Les
vitesses de conduction motrice et sensitive sont normales ou discretement diminuées
(Hausmanowa-Petrusewicz, 1988). Une présentation myopathique peut motiver la
réalisation d’une biopsie musculaire. L'analyse histologique du muscle retrouve des fibres
atrophiques, regroupées en flots de fibres de méme type («grouping») (Buchthal and

Olsen, 1970).

Par extension du phénotype, il a également été défini un type 0, d’apparition prénatale,
qui représente la forme la plus sévére de la maladie. Il se caractérise par une diminution
des mouvements foetaux au 3°™ trimestre de la grossesse et, a la naissance, un tableau
neurologique correspondant aux stades terminaux de la SMA avec des rétractions
articulaires, une atteinte bulbaire a l'origine de bradypnées et de malformations
cardiaques. Le déceés survient dans les 3 premiers mois de vie (Dubowitz, 1999; Grotto,

2013).

2.3. Bases moléculaires
Les présentations cliniques de la SMA sont trés hétérogénes au regard de la sévérité et de
['évolution de la maladie. Il était difficile de concevoir qu'un seul défaut génétique puisse
étre a l'origine des différents types de SMA. Pourtant, en 1995, des mutations dans le
géne SMIN1 (Survival Motor Neuron 1) ont été identifiées dans les 4 types de SMA
(Lefebvre et al., 1995).

2.3.1. Gene SMN1
Le locus impliqué dans les différentes formes de SMA a été localisé dans le méme
intervalle génétique en 5q11-q13 (Brzustowicz et al., 1990; Melki et al., 1990). Puis, en
1995, le géne SMN1 a été identifié comme geéne responsable de la SMA (Lefebvre et al.,
1995). Il siege dans une région qui s'est dupliquée au cours de I'évolution, générant deux
éléments répétés inversés de 500 Kb qui impliquent au moins 4 génes. Le géne SMN1,
dans I'élément télomérique, responsable des amyotrophies spinales infantiles, a donc un
géne copie, le géne SMN2 dans I'élément centromérique (Figure 2). On retrouve une
délétion a I'état homozygote du géne SMN1 chez 95% des patients atteints de SMA.
L'identification de mutations ponctuelles du géne SMN1 chez les 5% des patients restants

a permis d'impliquer de fagcon formelle le géne SMN1 dans la SMA (Lefebvre et al., 1995;
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Wirth et al.,, 1999). Les mutations intragéniques correspondent a des mutations
ponctuelles, des micro- délétions/insertions, des petites duplications ou des mutations
d’épissage (Cuscé et al., 2006; Brichta et al., 2008). Les délétions de novo du gene SMN1

sont décrites dans 2% des cas (Wirth et al., 1999).

Centromeric copy Telomeric copy

v

Q272 €272
CATT-1 (MS1 CATT-1 171 AG1-CA Q12 Q12 AG1-CA (171 CATT-1 MS1
e 1 s T e
GTF2H2 NAIP SMN2 SERF1 SERF1 SMN1 NAIP GTF2H2
=l e — e - -ajesssss—n —E———

Figure 2. Carte génétique du locus 5q11qg13. Elément inversé répété de 500kb (Lunn and
Wang, 2008).

2.3.2. Géne SMIN2, principal géne modificateur de la SMA
Les patients possedent toujours au moins une copie du gene centromérique dupliqué, le
géne SMN2 (Feldkotter et al., 2002). La duplication de la région 5q11.2-q13.3 étant un
évenement récent dans [I’évolution, les génes SMN1 et SMN2 sont hautement
homologues ; seuls 5 nucléotides différencient les deux séquences (Lefebvre et al., 1995;
Rochette et al., 2001). L'une d’elles est localisée dans I'exon 7, elle est silencieuse sur le
plan traductionnel et se situe au niveau de la sixieme base de I'exon (c.840C dans SMN1
et ¢.840T dans SMN2). Le géne SMN1 produit uniqguement un transcrit pleine longueur
incluant I'exon 7 (FL) a l'origine d'une protéine SMN stable, tandis que le géne SMN2
produit a la fois le transcrit pleine longueur incluant I'exon 7 mais en faible quantité
(~20%) et plus abondamment le transcrit court sans exon 7 (A7, ~80%) (Lefebvre et al.,
1995; Lorson et al., 1999; Monani et al., 1999; Helmken et al., 2003). Le codon stop
naturel étant localisé dans I’exon 7, I'isoforme tronquée utilise un codon stop situé dans
I’exon 8, générant ainsi une protéine SMNA7 tronquée qui est instable et rapidement
dégradée (Lorson et al., 1999; Lorson and Androphy, 2000; Chang et al., 2004; Vitte et al.,
2007). Ainsi, cette simple transition C>T ne permet pas au gene SMN2 de compenser
complétement I'absence de SMN1. En effet, plusieurs travaux ont montré que les taux

d’ARNm SMN et de protéine SMN sont drastiquement réduits chez les patients atteint de
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SMA de type | par rapport a un groupe controle (Coovert et al., 1997; Lefebvre et al.,
1997; Gavrilov et al., 1998; Soler-Botija et al., 2005).

Toutefois, la corrélation entre le nombre de copies du géne SMN2 et la sévérité de la
maladie n’est pas absolue. En effet, un méme nombre de copies du géne SMN2 peut étre
associé a plusieurs types de SMA et pour un type de SMA donné, le nombre de copies du
gene SMIN2 n’est pas toujours identique. Feldkotter et al. ont analysé le nombre de copies
du géne SMN2 chez 375 patients atteints de SMA de différents types. Dans cette cohorte,
73% des patients atteints de SMA type | ont 2 copies du gene SMN2, 82% des patients
atteints de SMA type Il ont 3 copies du gene SMN2 et, parmi les patients atteints de SMA
type lll, 51% ont 3 copies du gene SMN2 et 46% ont 4 copies du gene SMN2 (Feldkotter et
al., 2002)(Tableau 2). De plus, de rares cas de discordance phénotypique intrafamiliale
ont été rapportés dans la SMA. Plusieurs observations ont rapporté des patients
asymptomatiques porteurs d’'une délétion homozygote du geéne SMN1 avec le méme
haplotype que leurs fréres ou sceurs atteints (Hahnen et al., 1995; Cobben et al., 1995;
Wang et al., 1996). Par la suite, d’autres auteurs ont rapporté, chez des membres d’une
méme fratrie atteints de SMA et donc porteurs d’'un nombre identique de copies du gene
SMN2, une évolution variable de la maladie. Ces différences intrafamiliales ont été
observées pour des patients porteurs de 2, 3 ou 4 copies du gene SMN2 et concernaient
le plus souvent des freres et sceurs atteints de SMA de type Il pour qui I’'age de début et
I’évolution de la maladie était fortement variable au sein de la fratrie (Wirth et al., 1999;
Cusco et al., 2006; Petit et al., 2011). Ces observations suggerent |'existence d’autres

facteurs modificateurs dans la SMA.

Nombre de copies du géne SMN2

Type de SMA 1 2 3 4
Type | 6,90% 73,40% 19,70% 0%
Type ll 0% 10,90% 81,80% 7,30%
Type llI 0% 3,90% 50,60% 45,50%

Tableau 2. Distribution du nombre de copies du géne SMN2 chez 375 patients atteints
de SMA. D’apres (Feldkotter et al., 2002).

26



2.3.3. Transcrits SMN et épissage
Une fois traduit, le pré-ARNm (pré-ARN messager) subit une maturation médiée par le
spliceosome, appelée épissage. Cette opération consiste a éliminer les introns et aboutit a

la formation de I’ARNm (ARN messager).

L’épissage de I'exon 7 des genes SMN est soumis a une régulation complexe. D’une part,
la contribution des éléments régulateurs d’épissage en son sein et dans son
environnement immeédiat est nécessaire a son épissage et, d’autre part, la variation en

c.840 dans le gene SMN?2 altere cet équilibre instable (Singh, 2007).

Dans les cas classiques d’épissage alternatif, il a été montré que de courts éléments de
séquence de I’ARN peuvent promouvoir I'inclusion de I'exon en se comportant comme
des plates-formes de fixation pour des facteurs activateurs d’épissage. Localisés dans les
exons, ces éléments riches en résidus purine sont définis comme des activateurs
exoniques d’épissage ou ESE (Exonic Splicing Enhancer). La plupart des ESE sont reconnus
par des protéines membres de la famille des protéines SR qui, une fois leur cible
identifiée, vont favoriser le recrutement de la machinerie d’épissage au niveau de l'intron
adjacent (Graveley, 2000). De tels éléments sont présents a la fois dans les exons épissés
de maniére alternative et dans les exons épissés de maniere constitutive, ce qui suggere
gue les protéines SR se lient a des séquences retrouvées dans la grande majorité des
exons. Ces mémes éléments de séquence activateurs sont nommés ISE (Intronic Splicing
Enhancer) lorsqu’ils sont retrouvés dans les introns. Néanmoins, la régulation de
I’épissage des ’ARN pré-messagers est beaucoup plus complexe que le simple modéle de
recrutement du spliceosome par les protéines SR fixées sur des ESE ou des ISE. En effet, il
existe d’autres catégories d’éléments régulateurs qui ont un effet non pas activateur mais
inhibiteur sur I'épissage. Ainsi, les éléments de séquence inhibiteurs sont des sites de
fixation pour des répresseurs d’épissage et sont respectivement qualifiés d’ESS (Exonic
Splicing Silencer) et d’ISS (Intronic Splicing Silencer) en fonction de leur localisation
exonique ou intronique. Les ESS sont généralement décrits comme des motifs reconnus
par des protéines de la famille hnRNP (heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein) et
contribuent significativement a la régulation de |'épissage alternatif, en bloquant la
fonction d’ESE ou d’ISE adjacents ou en recrutant des facteurs qui interferent avec

I’'assemblage du spliceosome sur des sites d’épissage proches (Figure 3).
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Figure 3. Régulation de I'épissage par les séquences spécifiques ESE, ESS, ISE et ISS. Les
exons sont représenté en jaune, les composant du spliceosome en vert. Les séquences
ESS et ISS, représentées en bleu inhibent I'action du spliceosome par I'intermédiaire des
protéines hnRNP. Les séquences ESE et ISE, représentées en rouge activent I'action du
spliceosome par I'intermédiaire des protéines SR (Kornblihtt et al., 2013).

Par exemple la transition ¢.840C>T présente a la sixieme base de I'exon 7 du géne SMN2

réduit d’un facteur deux la force du site 3’ d’épissage (Lim and Hertel, 2001). Néanmoins,
cette modeste réduction ne peut pas expliquer a elle seule I'exclusion massive de I'exon 7
dans les transcrits issus du gene SMN2. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cette
exclusion massive de l'exon 7. En 2002, deux équipes proposent deux modeles
indépendants qui mettent en cause la modulation d’'un élément exonique régulateur
d’épissage au niveau de la position ¢.840C>T. L. Cartegni et A. Krainer proposent que la
transition ¢.840C>T agisse par interruption d’'un ESE essentiel a I'inclusion de I'exon 7
dans I’ARN mature. Le développement par cette équipe de I'algorithme ESEfinder, décrit
pour ce motif ESE putatif un score élevé d’interaction avec la protéine SR SF2/ASF
(Facteur activateur de I'épissage), alors que I'ESE portant la variation n’est plus reconnu
par cette protéine (Figure 4).

Les résultats des tests d’épissage in vitro, de pontages UV site-spécifique, de déplétions,
de transfections et de chromatographie d’affinité confirment ces prédictions (Cartegni
and Krainer, 2002). La reconstruction de ce motif SF2/ASF-dépendant restaure I'inclusion

de I'exon 7 dans le transcrit issu du géne SMN2 (Cartegni and Krainer, 2002). Ainsi, la
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protéine SF2/ASF est décrite comme le principal déterminant de I'épissage de I'exon 7

(Cartegni et al., 2006).

Dans un second modele, T. Kashima et J. Manley suggérent que I’exclusion de I'exon 7 du
gene SMIN2 soit liée a la création d’'un motif ESS par la transition ¢.840C>T. La région 5’ de
I’exon 7 contenant I'ESS est décrite comme une structure tige boucle inhibitrice (Singh et
al., 2004). Des expériences de pontage UV, de chromatographie d’affinité et de
déplétions par ARN interférence ou oligonucléotides antisens mettent en évidence
I'implication spécifique de la protéine hnRNP A1l sur le motif ESS (Kashima and Manley,
2003; Kashima et al., 2007). Linterruption du motif ESS-hnRNP A1l putatif par des
mutations ou par des méthodes d’extinction restaurent l'inclusion de I'exon 7 dans le
transcrit SMN2, mais n’alterent pas I'épissage du transcrit issu du gene SMN1 (Kashima
and Manley, 2003). Les travaux effectués par cette équipe suggérent que le recrutement
de la protéine hnRNP A1l peut prévenir la formation et/ou la stabilisation du spliceosome
nécessaire(s) a un épissage correct de cet exon. Méme si ces modeéles sont encore
discutés a I’heure actuelle, il est possible qu’ils ne soient pas nécessairement
mutuellement exclusifs mais plutdét coopératifs. En effet, plusieurs exemples de
disparition d’une séquence activatrice au profit d’'une séquence inhibitrice ont été décrits.
L'exclusion de I’exon 7, observée lors de la maturation du pré-ARN issu du géne SMN2,
pourrait donc résulter de I'effet conjugué de la perte d’'une ESE et de la création d’une

ESS ((pour revue : Black, 2003); Vezain, 2009; Singh et al., 2015) (Figure 4).
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a Enhancer disruption b Creation of a silencer
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Figure 4. Trancrits SMN et épissage. En haut, I'épissage du géne SMN1. En bas, I'épissage
du géne SMN2. a. Modele de L. Cartegni et A. Krainer, disparition d’une ESE. b. Modéle de
T. Kashima et J. Manley, création d’une ESS. (Pagani and Baralle, 2004)

Dans la SMA, le géne SMN2, responsable de la production d’un faible taux de protéine
SMN fonctionnelle, ne compense que partiellement I'absence du géne SMN1. Plus le
nombre de copies du gene SMN2 est élevé, plus la production de protéine SMN
fonctionnelle est importante et plus la sévérité du phénotype est atténuée. Ainsi, la
sévérité de la présentation clinique dans la SMA est inversement corrélée au nombre de

copies du géne SMN2.

2.3.4. Protéine SMN
Le gene SMNI1 code pour la protéine SMN (Survival Motor Neuron). L'insuffisance de
production de protéine SMN fonctionnelle est a 'origine de la SMA. La sévérité de la
maladie est corrélée au taux de protéine SMN, les formes les plus séveres étant associées

a des faibles taux de protéine (Lefebvre et al., 1997).

La protéine SMN est exprimée de maniére ubiquitaire, dans les cellules neuronales et non
neuronales. Elle est présente dans le cytoplasme et le noyau des cellules. Dans le noyau,
la protéine SMN est localisée au sein de structures nucléaires particuliéres appelées Gems
pour gemini of coiled bodies. Les Gems semblent étre étroitement associés aux corps de

Cajal (ou coiled bodies). Les corps de Cajal contiennent un niveau élevé de small nuclear
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RiboNucleoProteins (snRNP) qui jouent un role clé dans le mécanisme de I'épissage (Liu

and Dreyfuss, 1996).

La protéine SMN appartient a un complexe multiprotéique composé de SMN sous forme
oligomérisée, de Gemines, d’Unrip (Unr-interacting protein) et de protéines Sm (RNA
binding proteins). Le complexe SMN intervient dans l|'assemblage des snRNP du
spliceosome dans le cytoplasme. Le complexe SMN permet la liaison des protéines Sm
aux snRNAs. Les snRNP ainsi formés pourront subir une hyperméthylation de la coiffe et
une maturation de I'extrémité 3’ et étre importés dans le noyau (Figure 5). Dans le noyau,
les snRNP participent a I'épissage des ARN pré-messagers (Paushkin et al., 2002; Pellizzoni
et al., 2002; Gabanella et al., 2007). Zhang et al. ont montré, chez des modéles murins,
gue le déficit en protéine SMN est responsable de défauts d'épissage de divers genes et
dans différents tissus tels que la moelle épiniére, le cerveau et le rein, suggérant que la
SMA est une maladie générale de I'épissage (Zhang et al., 2008). Il est intéressant de
souligner que, chez un patient atteint d’'une forme sévere de SMA, a été observé un
effondrement du complexe mineur tri-snRNPs U4atac/Ubatac/U5, associé a des
anomalies d'épissage de certains introns, démontrant un lien entre le déficit en protéine
SMN et les altérations d’épissage (Boulisfane et al., 2011). A ce jour, aucun lien causal n'a
pu étre établi entre les anomalies d’épissage et la pathogenése de la SMA, en particulier

I'atteinte spécifique du motoneurone.
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Figure 5. Réle de la protéine SMN dans la biogénése des snRNP. snRNA : small nuclear
RNA, CB : Cajal body, NPC : nuclear pore complex (Paushkin et al., 2002).

Par ailleurs, d'autres études suggérent un role spécifique de la protéine SMN dans les
cellules neuronales. Des études, chez le zebrafish et chez des modeéles murins de SMA,
ont montré un roéle spécifique de la protéine SMN dans la croissance neuritique, la
différenciation neuronale, la maturation des voies axonales et le développement de la
jonction neuromusculaire (Fan and Simard, 2002; McWhorter et al., 2003; Shafey et al.,

2008).

Enfin, d’autres études se sont intéressées a [l'implication de la dynamique du
cytosquelette dans la pathogenése de la SMA. En effet, les modifications de la dynamique

du cytosquelette interviennent dans I'axonogenése des motoneurones. Des observations
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ont suggéré un lien, dans la SMA, entre le défaut de protéine SMN et la dérégulation du
cytosquelette, a I'origine d’un défaut dans I'axonogenése (Bowerman et al., 2007; Oprea

et al., 2008; Wen et al., 2010).

Ainsi, a ce jour, la physiopathologie de la SMA n'est pas parfaitement comprise.

2.3.5. Autres genes modificateurs de la SMA
Le rble, dans la SMA, de génes localisés a proximité immédiate du géne SMN1, comme le
géne codant pour la protéine NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein) ou le géne
GTF2H2 codant pour la protéine p44 (facteur de transcription) n'a pas été démontré

(Birglen et al., 1996; Taylor et al., 1998).

En 2008, Oprea et al. ont étudié six familles dans lesquelles était observée une
discordance phénotypique pour la SMA. Dans ces familles, il existait des femmes
asymptomatiques porteuses d’une délétion homozygote du géne SMNI1. Ces femmes
étaient porteuses du méme nombre de copies (3 ou 4 copies) du gene SMN2 que leurs
freres ou sceurs atteints. A partir d’analyses de transcriptomes, les auteurs ont mis en
évidence, chez ces femmes, une surexpression du géne PLS3 en comparaison a leurs
apparentés atteints. Le géne PSL3 est localisé sur le chromosome X et code pour la
plastine 3. La plastine 3 est impliquée dans la dynamique du cytosquelette d’actine et
joue un réle important dans l'axonogenése. L'équipe d’'Oprea a montré qu’une
surexpression de PSL3 dans des modeéles animaux de SMA (souris et zebrafish),
inactivation du géne Smn corrigeait le défaut de croissance des axones associé a la
dégénérescence des neurones moteurs avec inactivation du géne Smn. Ainsi, ces auteurs

concluent que le géne PLS3 est un gene modificateur de la SMA (Oprea et al., 2008).

2.4. Thérapeutiques émergentes
Dans la derniére décennie, une meilleure compréhension des bases moléculaires et
physiologiques de I'amyotrophie spinale proximale (SMA) a permis le développement de
traitements symptomatiques, non spécifiques. Aujourd’hui, différents traitements
étiologiques, spécifiques de la SMA, sont en cours d’élaboration pour cette maladie
jusqu'ici incurable. Ces nouvelles voies dans le traitement de la SMA incluent la thérapie
génique, la thérapie moléculaire avec des oligonucléotides antisens ou de petites

molécules et ont pour but d’augmenter I'expression de la protéine SMN (Tableau 3).
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Développement clinique

Phasel Phasell  Phaselll

Autorisation de
mise sur le
marché

Recherche Développement préclinique

Activation du promoteur du géne SMN2

Repligen Pfizer
(RG3039)

Modulation de I'épissage du transcrit du gene SMN2

ISIS Pharm/Biogen
(1SIS-SMNRX)

PTC/Roche
(RG7800)

Paratek Approches

Pharmaceutical spécifiques
(PTK-SMA1)

Novartis
(undisclosed)

|

Expression exogene du gene SMN1

AveXis
(ChariSMA)

Genzyme
(undisclosed)

Neuroprotection

Approche

TROPHOS
(olesoxime)

non
spécifique

Tableau 3. Traitements pharmacologiques en cours de développement. Ce tableau
résume I'ensemble des stratégies thérapeutiques et [|'état d’avancement du
développement préclinique et clinique des médicaments pour le traitement des patients
atteints de SMA. (d’apres (d’ Ydewalle and Sumner, 2015))

2.4.1. Traitements non spécifiques
A ce jour, il n'y a pas de traitement spécifique de le SMA approuvé par les autorités de
santé (FDA, Food and Drug Agency ou ANSM, Agence Nationale de Sécurité du
Médicament) et seules des thérapies palliatives, non spécifiques, sont disponibles pour
les patients. Des traitements essentiellement non pharmacologiques sont utilisés dans la
prise en charge des problémes respiratoires (kinésithérapie, ventilation mécanique), des
troubles de I'alimentation (compléments alimentaires, traitement pharmacologique des
reflux gastro-cesophagiens, sonde nasogastrique) et dans la prise en charge de la faiblesse

musculaire des patients (kinésithérapie, orthopédie, ergothérapie) (Wang et al., 2007).

lIs existent également des traitements pharmacologiques en cours de développement qui
ont pour but de moduler des voies cellulaires impliquées dans les mécanismes neuro-

protecteurs, la survie cellulaire et la croissance axonale (Wertz and Sahin, 2015). Parmi
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ces traitements, I'Olesoxime est en phase de développement clinique. C'est une molécule
agissant sur les mitochondries dans le but d'inhiber la mort cellulaire et de permettre la
croissance des neurites (Bordet et al., 2007). De plus, le traitement Olesoxime a montré
un effet pour accélérer la myélinisation en réponse a des lésions (Magalon et al., 2012).
Les essais ont montrés que deux ans de traitement par voie orale empéche la perte de la
fonction motrice et I'apparition des événements indésirables liés a la maladie, par rapport
au groupe controle traité par placebo. Si ce traitement est approuvé par les autorités de
santé, il sera le premier traitement neuro-protecteur dans la SMA (Wertz and Sahin,

2015).

L’acide valproique a également été testé chez les patients atteints de SMA. Il agit comme
régulateur épigénétique et modifie I'expression génique en agissant comme un inhibiteur
des histones déacétylases (HDAC, histone deacetylase). Ce traitement non spécifique a
montré un effet sur les fibroblastes de patient en augmentant la quantité de protéine
SMN fonctionnelle (Sumner et al., 2003). Plusieurs essais cliniques de phase | et Il ont
également montrés une augmentation du taux de protéine fonctionnelle dans le sang
périphérique de patient avec des améliorations de la fonction motrice modérées et

inconstantes (Lunke and EI-Osta, 2013).

2.4.2. Traitements spécifiques
Au cours des derniéres années, plusieurs traitements prometteurs sont entrés en phase
d’essai clinique avec des résultats prometteurs. Dans la majorité de ces essais, |'objectif
thérapeutique est d'augmenter 'expression de la protéine SMN fonctionnelle, soit par
I'activation du promoteur du géne SMNZ2 dans le but d’augmenter I'expression de ce
géne, soit par l'utilisation d'oligonucléotides antisens (ASO, AntiSens Oligonucleotide)
spécifiques capables d’augmenter l'inclusion de I'exon 7 dans les transcrits du géne SMN2
ou par I'expression exogene du géne SMN1 a I'aide de vecteurs viraux dans le cadre d’une

thérapie génique.

2.4.2.1. Activation du promoteur du géne SMN2
Des techniques de criblage, permettant de tester un grand nombre de molécules sur une
construction génétique intégrant le promoteur du gene SMN2, ont montré un effet

activateur de la quinazoline sur ce promoteur. Cette molécule testée sur des fibroblastes
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de patient permet une augmentation de la production de transcrit SMN pleine longueur
et une augmentation du nombre de corps de Cajal nucléaire (Jarecki et al., 2005). Cette
molécule agit en inhibant les décapases qui sont des enzymes permettant la dégradation
de la coiffe 5 des ARN, entrainant ainsi leur dégradation (Singh et al., 2008). Le
mécanisme par lequel cette molécule active le promoteur n’est pas encore clairement
établi (d’ Ydewalle and Sumner, 2015). La molécule RG3039, appartenant a la famille des
guinazolines, a montré un effet modéré sur 'augmentation du taux de protéine Smn et
une amélioration de la survie et de la fonction motrice sur divers modele de souris

(Gogliotti et al., 2013).

2.4.2.2. Modulation de I'épissage
Pour moduler I'épissage, les différentes stratégies utilisent des oligonucléotides antisens
(AntiSens Oligonucleotide, ASO). Ce sont de petites molécules d’ADN simple brin,
d’environ 15 a 35 nucléotides de long, qui peuvent moduler I'épissage d'un gene cible en
s’hybridant au pré-ARNm. Les différentes stratégies en cours de développement visent a
bloquer les séquences ISS (Intronic Splicing Silencer) situées dans I'intron 7 du pré-ARNm
issu du gene SMN2. Par exemple, les ASO dirigés contre la séquence ISS-N1 augmente de
fagon spectaculaire I'inclusion de I'exon 7, proche de 100%, dans ’ARNm issu du gene
SMN2 chez des modeéles de souris SMA (Hua et al., 2007) (Figure 6). Cette observation a
amené |'entreprise ISIS pharmaceuticals a développer un traitement ISIS-RMNRx

actuellement en phase Ill d’essai clinique (d’ Ydewalle and Sumner, 2015).
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ASO Therapy for SMA

l Creatingan ESE or ISE Blocking an ISS or ESS

Figure 6. Modulation de [I'épissage. Schématisation du mécanisme d’action des
oligonucléotides antisens, ASO. A. Représentation des mécanismes naturels modulant
I’épissage des genes SMN1 et SMN2. Le facteur SR se fixe au niveau d’une ESE (Exonic
Splice Enhancer), le facteur hnRNPA1 se fixe au niveau d’une ISS (Intronic Splice Silencer),
I'effet simultané de ces facteurs entraine I'inclusion de I'exon 7 dans I’ARNm issu du gene
SMN1. La perte de I'ESE dans le gene SMN2 entraine 'exclusion de I’exon 7 dans ’ARNm
issu du géne SMN2. B. Représentation du mécanisme d’action des oligonucléotides
antisens. Il est possible de moduler I'épissage du pré-ARNm issu du géne SMNZ2 en
recréant une ESE par la fixation d’un ASO au niveau de I’exon 7 ou en inhibant la fixation
du facteur hnRNPA1 en aval de I'exon 7 du pré-ARNm issu du géne SMN2 (Porensky and
Burghes, 2013).

2.4.2.3. Thérapie Génique
Les thérapies géniques en cours de développement utilisent des virus scAAV9 SMN (self-
complementary Adeno-Associated Virus). L'injection de cette construction en intraveineux
ou en intracérébelleux a montré, chez les modeles de souris SMA, une augmentation de
la concentration de protéine SMN dans le cerveau et la moelle épiniére (Glascock et al.,
2012). AveXis a d’ailleurs commencé des essais cliniques de phase | utilisant cette

construction (d’ Ydewalle and Sumner, 2015).
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3. Quantification de Transcrit

La transcription inverse (Reverse Transcription, RT), suivie par une réaction de
polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction, PCR), représente un outil puissant
pour la détection et la quantification de transcrit. La RT-PCR en temps réel, ou RT-qPCR,
couplant les techniques de transcription inverse et de PCR en temps réel est la technique
la plus largement utilisée. Cependant, ces dernieres années, de nouvelles techniques
permettant de quantifier I'expression génique sont apparues comme la PCR numérique
(digital PCR, d-PCR). En effet, cette technique couplée a la transcription inverse est
beaucoup plus sensible et beaucoup plus reproductible que la RT-gPCR (Hindson et al.,

2013).

3.1. Transcription inverse
La transcription inverse permet la conversion de I’ARN en ADN simple brin, appelé ADN
complémentaire (cDNA). L'efficacité, la spécificité et la sensibilité de cette conversion est
une étape clé pour la quantification du transcrit (Pfaffl, 2004). La transcriptase inverse
permettant cette conversion est une ADN polymérase ARN-dépendante. Il est admis que
I"utilisation d’une transcriptase inverse issue de M-MLV (Molony-Murine Leukemia Virus)

est 'enzyme de choix.

Cette étape de transcription inverse est la plus grande source de variabilité dans les
expériences de quantification de transcrit. En effet elle est trés sensible aux
contaminations en sels, alcool et autres inhibiteurs issus de I'’étape d’extraction de I’ARN
qui peuvent affecter sont efficacité (Pfaffl, 2004). Cette efficacité dépend également du
type d’amorces utilisées : amorces spécifiques de géne ou non spécifiques (héxameres

aléatoires, oligodT) et du kit de transcription inverse.

3.2. PCR en temps réel
Typiguement la réaction de PCR peut étre séparée en plusieurs étapes (Tichopad et al.,
2003) : I'amplification de la cible est d’abord exponentielle puis linéaire et finalement elle
atteint un plateau. La quantité de cible amplifiée est directement corrélée a la quantité
initiale de matrice mais seulement pendant la phase exponentielle. Pour la quantification,
on détermine le nombre de cycles a partir duquel le produit de PCR est détectable et se

distingue du bruit de fond. Ce nombre de cycle est appelé cycle seuil (cycle threshold, Ct)
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et est inversement proportionnel au logarithme décimal du nombre de copies initiales de

matrice.

Deux méthodes sont largement utilisées pour la détection des produits d’amplification.
Soit 'utilisation d’amorces spécifiques de géne couplées a un agent intercalant se liant a
I’ADN double brin (Morrison et al., 1998), qui émet alors une fluorescence (SYBR®Green),
la spécificité de la réaction ne repose alors que sur la spécificité des amorces. Soit
I'utilisation d’amorces spécifiques de géne couplées a des sondes fluorescentes elles-
mémes spécifiques du produit amplifié rendant la détection plus spécifique (Tagman®,

FRET®,...) (Heid et al., 1996).

3.3. Quantification relative versus quantification absolue
Deux stratégies peuvent étre appliquées a cette RT-qPCR, I'expression génique peut étre

exprimée en quantification absolue ou en quantification relative.

Pour la quantification absolue, il est nécessaire de réaliser une gamme d’étalonnage. Ces
gammes d'étalonnage doivent étre treés reproductibles puisque I'exactitude de Ia
guantification absolue en temps réel (RT-gPCR) dépend entierement de la précision des
standards. Les standards utilisés pour les gammes d'étalonnage peuvent étre de plusieurs
types : des solutions contenant un ADN standard de concentration connue produit a
I'aide de plasmide recombinant, de I'ADN génomique, ou un oligonucléotide de synthése.
Chaque modele présente ses avantages et ses inconvénients. Les ADN génomiques et les
ADN produits par les plasmides recombinants sont plus longs ce qui leur permet d’étre
plus résistant aux enzymes dégradant I’ADN et donc plus stables. En revanche, les étapes
de production et d’extraction peuvent étre lourdes. Il est ensuite nécessaire de
déterminer les concentrations de ces standards. Un avantage des modeles impliquant des
fragments plus courts, de type oligonucléotides de synthese, est la connaissance précise

de la concentration du standard (Pfaffl, 2004).

Le probléme principal des gammes d'étalonnage a base d'ADN est qu'elles ne couvrent
pas I'ensemble des étapes de la méthode puisque ces points de gamme ne sont soumis
qgu’a I'étape de PCR. Au contraire, l'utilisation d’'une gamme réalisée a partir d'ARN
nécessite une étape de transcription inverse. Cette étape est susceptible d’augmenter la

variabilité des résultats obtenus et d’entrainer des problémes de reproductibilité de la
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gamme d’étalonnage. Cet ARN peut étre un ARN obtenu a partir de bactéries ou de
lignées cellulaires ou un oligonucléotide synthétisé. Les ARN peuvent étre rapidement
dégradés par les RNAses. L'utilisation d’'une gamme est donc complexe et est susceptible

d’entrainer des erreurs de mesures (Pfaffl, 2004).

Pour s’affranchir de cette gamme d’étalonnage, il est possible de réaliser une
guantification relative. La quantification relative permet de mettre en évidence des
variations du taux d'ARNm issu d'un gene d’intérét, exprimés par rapport au taux d'ARNm
issu d’'un gene de référence, entre deux échantillons. Le gene de référence choisi est un
géne de ménage, c’est a dire un gene dont I'expression est indispensable a la survie de la
cellule, il s’exprime de la méme maniére dans les différents types cellulaires et chez les
différents individus. lls peuvent étre co-amplifiés lors d’une manipulation unique en

multiplex.

3.4. PCR Numérique
La PCR numérique repose sur le principe de la quantification par PCR en utilisant la
dilution limite et la loi statistique de Poisson. Ce principe a été décrit en 1992 par Sykes et
al. (Sykes et al., 1992). La loi de Poisson est une loi qui permet de modéliser les
événements rares : on dit qu’une variable aléatoire dénombrable X, a valeurs dans N, suit
une loi de Poisson de parametre A (A > 0), si et seulement si, pour tout entier naturel Kk,

p(X = k) = e7* (AK/K!). On note P(A) cette loi, et on montre alors que son espérance, sa

variance et son écart-type vérifient E(X)=A, V(X)=A et 0(X)=\/7\ (Bénazeth et al., 2003).

En divisant I'échantillon et le mélange réactionnel de qPCR dans un tres grand nombre de
petits volumes distincts de telle sorte qu'il n’y ait que 0 ou 1 molécule cible par réaction
individuelle (réacteur), la répartition des échantillons peut alors étre modélisée par une
loi de Poisson. Lorsqu’un réacteur contient au moins une molécule cible, alors cette
molécule est amplifiée et révélée selon le principe de la gPCR. Chacun des réacteurs est
analysé. Il est soit positif et il prend la valeur de 1, soit négatif et il prend la valeur de 0. A

partir de la loi de Poisson, on peut alors déterminer la concentration initiale de molécules
. . N . .
cibles : C(copies/puL) = (NX lnm)/v ou N est le nombre total de réacteurs, x le

nombre de réacteurs positifs et V le volume de la PCR numérique.
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L’étape clé consiste donc a diviser I’échantillon et le mélange réactionnel dans un grand
nombre de réacteurs. Deux méthodes différentes peuvent étre utilisées (Vogelstein and
Kinzler, 1999). La premiére est la PCR numérique sur puce, chaque puce contient
plusieurs milliers de puits qui interviennent chacun comme un réacteur. La seconde
correspond a la PCR numérique en goutte (digital droplets PCR, ddPCR). Ce systéme
dérivé des techniques de microfluidique permet d’isoler I'’échantillon dans des émulsions
titrées contenant de I'huile, de I'eau et un agent chimique stabilisateur, chaque goutte

intervient alors comme un réacteur.

L'un des grands avantages de cette technique de PCR numérique est qu’elle permet une
guantification absolue sans avoir a utiliser une gamme d’étalonnage. De plus, elle est plus

précise et plus reproductible que la gPCR (Hindson et al., 2013).

4. Objectifs de I’étude

L'objectif primaire de cette étude est de développer une nouvelle méthode de
guantification du transcrit SMN pleine longueur, par PCR numérique, a partir de sang
périphérique. Cette méthode est plus accessible que la RT-PCR, elle peut étre une
méthode de choix pour le suivi des concentrations de transcrits chez les patients traités
par des thérapeutiques visant a en augmenter la concentration. De plus, cette méthode
est plus robuste ce qui présente un intérét pour nous permettre de déterminer le seuil de
transcrit SMN pleine longueur qui distingue les 2 groupes 1SMNI1/0SMNZ2 et
0SMIN1/4SMN2. Ce seuil qui sépare les individus sains, présentant le plus faible nombre
de copie des genes SMN (1 copie du gene SMN1, aucune copie du gene SMNZ2), des
patients ayant le phénotype le plus atténué et le plus grand nombre de copies du gene
SMN2 (aucune copie du géne SMN1, 4 copies du gene SMN2), pourrait permettre de fixer
un objectif thérapeutique a atteindre lors de [l'utilisation de traitement visant a

augmenter la quantité de transcrit SMN pleine longueur.
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5. Matériel et méthode

5.1. Constitution des groupes de patients et de contréles

Nous avons constitué 2 groupes distincts de patients et de controéles.

Le premier groupe comprend 10 patients atteints de SMA présentant une délétion a I'état
homozygote du géne SMN1. Ces individus ont été recrutés exclusivement en fonction de
leur génotype, sans critere clinique. lls ont la particularité de présenter 4 copies du gene
SMN2 (génotype OSMN1/4SMNZ2). Ce groupe de patients est constitué de 2 femmes et 8
hommes, agés en moyenne de 28 ans [9-66 ans], atteints de SMA de type Ill a IV (Tableau

a).

Le second groupe comprend 10 individus sains qui ont aussi été recrutés en fonction de
leur génotype. lls présentent une délétion a I'état hétérozygote du géne SMN1 et aucune
copie du géne SMN2 (génotype 1SMN1/0SMN2). Ces individus ont été recrutés parmi des
apparentés d’individus atteints de SMA. Ce groupe d’individus sains est constitué de 6

femmes et 4 hommes, agés en moyenne de 46 ans [29-66 ans] (Tableau 4).

La totalité des 2 groupes a été recrutée en France par le Dr Pascale Saugier-Veber,
responsable du diagnostic de SMA au sein du laboratoire de génétique moléculaire de

Rouen.

Le nombre de copies des genes SMN1 et SMIN2 a été déterminé par QMPSF (Quantitative
Multiplex PCR of Short Fluorescent fragments) a I'aide des prélévements sanguins regus
au titre du diagnostic. Dans un second temps, chacun des médecins prenant en charge
ces individus a été contacté afin d’expliquer les objectifs de cette étude et de recueillir le
consentement écrit des individus donnant leur accord pour mettre a disposition de ce

projet un nouvel échantillon biologique (Annexe 1).
Le recrutement des individus a été réalisé entre le mars 2011 et avril 2015.

5.2. Préparation des échantillons
Les prélevements sanguins des individus ont été réalisés sur des tubes Blood RNA tube
PAXgene® (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Suisse) et acheminés a température ambiante

jusqu’au laboratoire de génétique moléculaire de Rouen. A partir de ces tubes, nous
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avons extrait 'ARN a I'aide du kit Blood RNA kit PAXgene® (PreAnalytiX, Hombrechtikon,
Suisse). Pour chaque produit d’extraction, nous avons mesuré la concentration en ARN
par spectrophotométrie sur NanoDrop® (Thermo Scientific, Waltham, USA) et nous avons
estimé la qualité des ARN en mesurant le RINe (RNA Integrity Number equivalent) par
électrophorese a I'aide du kit RNA analysis ScreenTape System® (Agilent technologies,
Santa Clara, USA) sur 'automate Agilent 2200 TapeStation® (Agilent technologies, Santa
Clara, USA) (Tableau 4).

Les échantillons ont été aliquotés dans différents tubes de 1,5mL de maniere a éviter les

congélations-décongélations.

Identifiant Identifiant Concentration RINe

.. ) Génotype Phénotype Sexe Age (ng/uL) .
expérience  laboratoire (NanoDrop®) (TapeStation®)

Groupe

A 29518.001 4C0T SMA type IlI H 15 37,15 7,7
C 23572.001 4COT SMA type llI H 33 124,95 7,4
E 28964.001 4COT SMA type llI H 23 121,04 7,3
" G 23950.001 4COT SMA type IV F 34 99,08 7,2
% | 22932.003 4COT SMA type IV F 21 144,07 7,1
§ K 23498.001 4COT SMA type llI H 66 136,09 7,1
M 8321.001 4C0T SMA type IV H 32 112,12 7,1
(0] 21842.001 4COT SMA type IV H 35 109,4 6,9
Q 27101.001 4COT SMA type llI H 11 86,26 6,5
S 27746.001 4COT SMA type llI H 9 65,74 5,5
B 29473.004 0C1T Sain F 54 94,96 7,2
D 23439.003 0C1T Sain F 66 153,43 7,1
F 27814.005 0C1T Sain F 60 225,05 6,9
@ H 21908.002 0C1T Sain F 29 73,41 6,9
° J 27150.002 0C1T Sain H 35 103,96 6,8
‘g L 27798.003 0C1T Sain H 48 151,24 6,7
© N 26243.005 0C1T Sain F 34 105,49 6,6
P 27239.009 0C1T Sain H 40 182,74 6,5
R 27284.003 0C1T Sain F 29 71,11 6,5
T 24356.003 0C1T Sain H 62 35,97 6,4

Tableau 4. Description des groupes de patients et de controles. Les principales
informations sur les individus (age, sexe et génotype) et sur les échantillons d’ARN utilisés
(dosage, qualité) sont indiquées.

5.3. Modélisation des sondes et des amorces
Pour I"'amplification du transcrit SMN pleine longueur, nous avons choisi d’utiliser un

couple d’amorces déja publié par Simard et al., en 2007 (Simard et al., 2007).
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L’amorce sens SMNfI-F est située dans I’exon 7, 'amorce antisens SMNfI-R est située dans
I'exon 8 des genes SMN1 et SMNZ2. Le produit d’amplification de cette PCR aprées
transcription inverse est un amplicon de 72 paires de bases contenant la jonction des
exons 7 et 8 sur laquelle s’hybride une sonde TagMan® (Applied Biosystems, Waltham,
USA), SMIN-sonde, marquée par un fluorochrome FAM™. Cette sonde est donc spécifique
du transcrit SMIN pleine longueur qu'il soit produit par le gene SMN1 ou SMNZ2 (Tableau 5

et Figure 7).

SMN1 /SMN2

SMNflI-F FAM-SMN-sonde SMNfI-R
> | I -
[CAALLLGALGEAAGETGCTCACATTCCTTALATTALGGAGT GCAGGALATGCTGGCATAGAGCAGCACTAAATGACACCACTA,
e

Exon 7 Exon 8

Simard et al., 2007

TBP

TBP-F VIC-TBP-sonde TBP-R
»> | _ |
ATTGCACTTCGTGCCCGAAACGCCGAATATAATCCCAAGGTTAG GTAGCGGTTTGCTGCGGTAATCATGAGGATAL

Exon 4 Exon 5

Primer express® V3.0.1

Figure 7. Modélisation des amorces. Les amorces sens et antisens sont représentées par
un rectangle gris contenant une fleche noire indiquant le sens 5’-3’. Les sondes sont
représentées par un rectangle bleu ou rouge. Les amorces et les sondes sont placées au
dessus de la région du génome ou elles s’hybrident (image d’apres Alamut Visual®,
Interactive Biosoftware, Rouen, France).
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Identifiant Séquence Localisation Type

SMNfI-F 5 -AAAAGAAGGAAGGTGCTCACATTC-3’ exon 7 Amorce sens
SMNfI-R 5’ -TGGTGTCATTTAGTGCTGCTCTATG-3’ exon 8 Amorce antisens
SMN-sonde |5’-FAM-CAGCATTTCTCCTTAATTT-NFQ-MGB-3’ [exon 7-8 Sonde

TBP-F 5’-GCACTTCGTGCCCGAAAC-3’ exon 4 Amorce sens
TBP-R 5’-CCTCATGATTACCGCAGCAA-3’ exon 5 Amorce antisens
TBP-sonde |5’-VIC-CGAATATAATCCCAAGCGG-NFQ-MGB -3’ [exon 4-5 Sonde

Tableau 5. Description des sondes et des amorces. Les identifiants, les séquences, la
localisation et le type d’oligonucléotide sont indiqués.

Pour I'amplification d’un transcrit de référence, nous avons d’abord testé I'expression de
divers controles endogenes sur 10 individus sains, par RT-QMPSF (Reverse Transcription —
Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent fragment) de maniére a choisir un
contrble présentant une faible variabilité inter-individuelle et dont le niveau d'expression
était similaire a celui du transcrit SMN pleine longueur. La RT-QMPSF est une méthode
couplant une transcription inverse et une QMPSF (Vezain et al., 2007). La QMPSF est une
méthode semi-quantitative basée sur une PCR multiplex de courts fragments
fluorescents. Cette technique repose sur une amplification en phase exponentielle des
amplicons. Pour ne pas atteindre le plateau et de maniéere a obtenir une amplification
dépendante de la quantité initiale de matrice, le nombre de cycles de PCR est limité. Les
amplicons sont ensuite séparés, sur un séquenceur, en fonction de leur taille. Chaque pic
gue lI'on observe sur |'électrophérogramme correspond a un amplicon, identifié en
fonction de sa taille. La hauteur du pic est proportionnelle a la quantité initiale de
matrice. Les différents échantillons ayant été traités de la méme maniére, il est possible

de les comparer entre eux.

Nous avons testé 3 transcrits issus de genes de ménage : TOP1, HPRT et TBP. Notre choix
s’est porté sur le transcrit issu du géne TBP. En effet, le niveau d’expression de ce
transcrit est comparable a celui du transcrit SMN pleine longueur. De plus, le niveau
d’expression de ce transcrit présente la plus faible variabilité (Figure 8). Nous avons donc
modélisé des amorces, pour la PCR numérique, a I'aide du logiciel Primer Express® v.3.0.1
(Life Technologies, Carlsbad, USA). L'amorce sens TBP-F est située dans I'exon 4, 'amorce
antisens TBP-R est située dans I'exon 5 du gene TBP. Le produit d’amplification de cette

PCR aprés transcription inverse est un amplicon de 60 paires de bases contenant la
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jonction des exons 4 et 5 sur laquelle s’hybride une sonde TagMan® (Applied Biosystems,

Waltham, USA), TBP-sonde, marquée par un fluorochrome VIC® (Tableau 5 et Figure 7).

Les amorces antisens utilisées pour la transcription inverse et la PCR numérique sont
identiques. Toutes les amorces ont été commandées chez Integrated DNA Technologies,

Coralville, USA. Elles ont été purifiées en HPLC.

80000 80000 80000

70000 / A 70000 70000
60000 \Y 60000 60000
50000 50000 R 50000
4 I\ 4

40000 2 40000 f\-\‘ / 2 40000
30000 - 30000 30000

20000 20000 - 20000 7?‘5-.—.‘17%
10000 ’W—v‘ﬁ‘ 10000 - 10000 W
12 3 4 5 6 7 8 9 10 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Patient Patient Patient

M ror: M HPRT W e B svnf

AsC

0

Figure 8. Résultats de la RT-QMPSF. Sur I'axe des abscisses, les individus de génotype
1SMN1/0SMNZ2 sont numérotés de 1 a 10. L’axe des ordonnées représente les aires sous
la courbe (ASC). Chaque graphique représente une RT-QMPSF différente avec 2
amplicons : I'amplicon SMNfl, correspondant au transcrit SMN pleine longueur et un
transcrit issu d’'un géne de ménage (TOP1 en vert, HPRT en marron et TBP en rouge).

5.4. Protocole

5.4.1. Transcription inverse
Aprés avoir évalué I'efficacité de différents kits soit avec des hexameéres aléatoires soit
avec des amorces gene-spécifique, nous avons opté pour le kit High-Capacity cDNA
reverse Transcription contenant I'enzyme MultiScrib™ Reverse Transcriptase (Applied
Biosystems, Waltham, USA) et pour des amorces géne-spécifiques (amorces antisens TBP

et SMIN) a la concentration 25 umol/L.

La réaction de transcription inverse est réalisée sur un thermocycleur (Bio-Rad®, Hercules,
USA) a une température de 25°C pendant 10 minutes puis a 37°C pendant 120 minutes,
sur un volume de réaction de 20 uL. Pour chaque échantillon, 125 ng d’ARN ont été

utilisés.
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L’eau utilisée pour cette réaction est de I'eau sans RNase (Macherey-Nagel, Diren,

Allemagne).

5.4.2. PCR numérique
Pour ce projet, nous avons utilisé la technique de PCR numérique, Quantstudio® 3D (Life
technologies, Carlsbad, USA). Le mélange réactionnel est déposé sur une puce contenant
20000 nano-puits a I'aide de I'automate QuantStudio® 3D Digital PCR chip loader (Life
technologies, Carlsbad, USA). La puce est ensuite recouverte d’huile puis scellée avec de
la colle UV. La réaction de PCR numérique est réalisée sur un thermocycleur GeneAmp®
PCR System 9700°® (Applied Biosystems, Waltham, USA) selon les conditions suivantes :
apres 10 minutes de dénaturation a 96°C, la PCR consiste en 38 cycles de 2 minutes
d’élongation puis 30 secondes de dénaturation a 98°C et finalement une élongation finale
de 2 minutes a 60°C. Ensuite, la fluorescence est lue sur "automate QuantStudio® 3D
Digital PCR instrument (Life technologies, Carlsbad, USA). Les résultats sont ensuite

chargés sur le logiciel en ligne QuantStudio® 3D AnalysisSuite™ pour la lecture des puces.

Le mélange de réaction comprend 7,5 pL de QuantStudio® 3D Digital PCR Master Mix 0,75
uL de mélange de sondes et d’amorces, 0,5 pL d’eau et 6,25 uL d’ADNc, produit de la

transcription inverse.

Ce systeme fonctionne comme 20000 PCR individuelles, en point final en présence de
sondes TagMan®. Cette partition de I’échantillon dans des milliers de compartiments est
la véritable innovation de cette technique (Figure 9). Certains compartiments seront vides
tandis que d’autres contiendront la cible d’ADN recherchée. Dans chaque compartiment
auront lieu des réactions de PCR indépendantes en présence des sondes TagMan®

spécifiques.
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Figure 9. Détails d’'une puce de PCR numérique. Technologie Quantstudio® 3D Digital
PCR (Life Technologies, Carlsbad, USA).

Les sondes TagMan® sont constituées d’un fluorophore (6-FAM™ ou VIC®), lié¢ de maniere
covalente a l'extrémité 5' de la sonde oligonucléotidique, et d'un extincteur (MGB, Minor
Groove Binder — NFQ, Non Fluorescent Quencher) a l'extrémité 3'. Selon le principe du
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), lorsque la molécule est excitée par une
source de lumiére, le fluorophore, a proximité de I'extincteur, lui transmet son énergie.

L’extincteur agit comme un inhibiteur de la fluorescence du fluorophore.

Les sondes TagMan® sont concues de telle sorte qu'elles s’hybrident dans une région
d'ADN amplifiée par un couple d’amorces spécifique (Figure 10). Lors de I’élongation,
I'activité 5' exonucléase de la Taq polymérase est responsable de la dégradation de la
sonde qui est hybridée a la matrice. Cette dégradation de la sonde permet la libération du
fluorophore qui n’est plus a proximité de I'extincteur, libérant ainsi le fluorophore de

I'effet inhibiteur de I’extincteur et permettant I'émission d'une fluorescence.
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Figure 10. Principe de la technologie Tagman®. (Applied Biosystems, Waltham, USA)
Reporter = fluorophore et NFQ-MGB = extincteur. La polymérase est représentée par
I’extrémité de la fleche noire.

Apres la PCR, si la cible est présente, un fort signal fluorescent apparaitra. Si la cible n’est
pas présente dans un compartiment, il n’y aura pas de fluorescence. Le lecteur de PCR
numérique va lire chaque compartiment et comptera le nombre de réactions positives et
le nombre de réactions négatives. Le rapport réactions positives sur réactions négatives
est appliqué a la loi de Poisson (loi des petits nombres) ce qui permet une estimation
précise du nombre de molécules dans I"échantillon de départ. Ainsi on obtient une

guantification exacte sans devoir recourir a une courbe de calibration.

5.4.3. Lecture des puces
Les puces sont lues sur le systéme Digital PCR QuantStudio® 3D, Life technologies,
Carlsbad, USA. Les fichiers numériques sont ensuite chargés sur QuantStudio® 3D
AnalysisSuite™ Cloud Software (Life technologies, Carlsbad, USA). Ce logiciel permet la
visualisation globale des puces, pour apprécier leur qualité, ainsi que la représentation
graphique des fluorescences FAM en fonction de VIC, permettant de redéfinir les groupes
de puits présentant soit une fluorescence FAM, VIC, FAM+VIC ou aucune fluorescence.
Dans un premier temps, nous évaluons la qualité des puces (Figure 11), si celle-ci n’est
pas optimale alors elle est éliminée et I'échantillon est a nouveau analysé dans une
seconde série. Dans un second temps, nous redéfinissons les groupes de fluorescence si

nécessaire (Figure 12).
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Figure 11. Visualisation globale des puces. Chaque point représente un puits, il peut étre
bleu (fluorescence FAM), rouge (fluorescence VIC), vert (fluorescence FAM+VIC) ou
jaune (absence de fluorescence). A gauche: une puce de bonne qualité avec une
répartition homogéne des puits positifs sur I'ensemble de la puce. Au centre : une puce
de mauvaise qualité, la répartition des puits n’est pas homogéne. A droite, une puce
entierement négative (blanc).

FAM vs. VIC view
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Figure 12. Représentation graphique de la répartition des fluorescences. L'axe des
abscisses représente I'intensité de la fluorescence VIC (sonde TBP) et I'axe des ordonnées,
I'intensité en fluorescence FAM (sonde SMN). Cette représentation permet de distinguer
les 4 groupes: en bleules puits présentant uniquement une fluorescence FAM, en
rouge les puits présentant uniguement une fluorescence VIC, en vert les puits présentant
a la fois une fluorescence FAM et VIC et en jaune les puits ne présentant aucune
fluorescence.
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5.5. Gamme d’étalonnage
De maniére a évaluer I'efficacité des différentes étapes de cette expérimentation, nous
avons commandé a la société Integrated DNA Technologies, Coralville, USA un ARN
synthétique correspondant a une partie des exons 7 et 8 du transcrit SMN pleine

longueur et qui contient les séquences reconnues par nos amorces spécifiques.

5'-AAUCAAAAAGAAGGAAGGUGCUCACAUUCCUUAAAUUAAGGAGAAAUGCUGGCAUAG
AGCAGCACUAAAUGACACCACUAAA-3'.

La concentration mére d’ARN est connue. Dans un premier temps, nous avons dilué a
guatre reprises cette solution en effectuant des dilutions au centiéme, en cascade, dans
de l'eau sans RNase (Macherey-Nagel, Diren, Allemagne), jusqu’a atteindre des
concentrations de transcrit dans le domaine de mesure de notre technique. Puis nous
avons réalisé des dilutions au demi pour établir les points de gamme. Ce travail nous
permet d’estimer globalement I'efficacité de la transcription inverse couplée a la digitale

PCR.

5.6. Etudes statistiques
Pour la réalisation des tests statistiques et la réalisation des figures nous avons utilisé le
logiciel GraphPad Prism version 6.00 pour Mac (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,

www.graphpad.com). Pour chacun des tests, nous fixons I'erreur statistique a 5%.
Des régressions linéaires et une corrélation (test de Pearson) ont été réalisées.

Pour les comparaisons des groupes, nous avons utilisé un test de Fisher-Snedecor
(comparaison de variances) suivi d’'un test de Student uni ou bilatéral (comparaison de

moyennes).

6. Résultats

6.1. Validation de la méthode
Pour ce travail, nous avons suivi les recommandations du digital MIQE guidelines
(Minimum Information for publication of Quantitative PCR digital Experiments) (Huggett

et al.,, 2013). Ce guide répertorie I'ensemble des informations indispensables ou



souhaitables lors de la publication d’un article contenant des expériences de PCR

numérique.

6.1.1. Plan expérimental
Pour cette étude, de maniéere a respecter les recommandations du digital MIQE guidelines
(Huggett et al., 2013) et a limiter la variabilité due a la méthode, nous avons organisé
I’expérience comme suit : I'ensemble des échantillons, en dehors des expériences de mise
au point, est passé dans une série unique de transcription inverse (Figure 13). Pour
chaque échantillon, deux aliquotes de transcription inverse ont été réalisés, ainsi qu’un
controle en I'absence d’enzyme (NEC, No Enzyme Control). Ce controle permet de vérifier
I’'absence de contamination par de I’ADN. De plus, 7 blancs sans matrice ont été ajoutés a
cette série (NTC, No Template Control). Ces blancs permettent a la fois de vérifier
I'absence de contamination inter-échantillon et de fixer la limite de positivité de la

réaction de PCR numérique.

Ensuite, chaque série de PCR numérique a été modélisée comme suit : un échantillon de
chacun des deux groupes a été analysé a 3 reprises avec son contréle sans enzyme (NEC)

et un blanc sans matrice (NTC).
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Figure 13. Schématisation du plan expérimental.

6.1.2. Gamme
De maniére a déterminer I'efficacité de notre méthode pour la quantification de transcrit,
nous avons réalisé une gamme a partir d’'un ARN synthétique. L'équation de la droite est
Y=1,108X-0,9923. La pente est significativement différente de 0, p<0,0001. On peut
remarquer que la pente est treés proche de 1 et est décalée vers le bas par rapport a la
droite Y=X correspondant a une efficacité de 100% de la RT-dPCR. Il est connu que
I'efficacité de la RT n’est pas de 100% (Bustin and Nolan, 2004). On peut estimer ici
I'efficacité moyenne sur les 6 premiers points de gamme a 66%. On peut remarquer que
I'efficacité de la RT-PCR a tendance a diminuer lorsque la concentration en transcrit
diminue. Le septiéme point de la gamme n’apparait pas sur le graphique, il est en dehors

de la limite de linéarité de cette méthode (Tableau 6 et Figure 14).
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Concentration de transcrit SMN (copies/uL)

Echantillon | Concentration théorique | Concentration mesurée | Efficacité
1 2091 1622 78%
2 1045 756 72%
3 523 360 69%
4 261 179 69%
5 131 64 49%
6 65 38 58%
7 33 4 11%
S oyene I

Tableau 6. Résultats bruts de la gamme. Ce tableau représente les résultats des
concentrations théoriques et mesurées du transcrit SMN pour les 6 points de gamme. Sur
ce tableau figure également une estimation de I'efficacité de la RT-dPCR pour chacun des
points de gamme. La moyenne de I'efficacité est calculée sur les 6 premiers points de
gamme.

3=

Y =1.108*X - 0.9923

2+

-m Efficacité 100%
-e- Gamme ARN Synthétique

Log (Concentration mesurée (Copies/uL))

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Log (Concentration théorique (Copies/uL))

Figure 14. Regression linéaire du log de la concentration mesurée en fonction du log de
la concentration théorique. La droite théorique Y=X correspondant a une efficacité de
100% de la RT-dPCR est représentée en rouge. La droite obtenue a partir des valeurs
expérimentales est représentée en bleu.



6.1.3. Comparaison des PCR numériques en simplex et en duplex
De maniére a évaluer l'influence du multiplexage sur les résultats obtenus, nous avons
mesuré a trois reprises la concentration des transcrits TBP et SMN sur un échantillon
traité avec un mélange de réaction de dPCR contenant soit les amorces et les sondes
permettant d’amplifier et de détecter les transcrits TBP et SMIN (duplex), soit un seul des

deux transcrits (simplex).

Cette expérience nous montre qu’il n’y a pas de réaction croisée entre les deux réactions.
En effet, lorsque nous utilisons un mélange réactionnel ne contenant que la sonde TBP,
nous ne détectons aucune fluorescence FAM et donc aucun transcrit SMN et,
inversement, lorsque nous utilisons un mélange réactionnel ne contenant que la sonde

SMN nous ne détectons aucune fluorescence VIC et donc aucun transcrit TBP (tableau 7).

De plus, en comparant les résultats obtenus en duplex a ceux obtenus lors des deux
réactions en simplex, nous n’observons pas de différence significative dans les
concentrations en transcrits TBP et SMN (Figure 15). Il n’y pas d’influence du

multiplexage sur le résultat.

Multiplex Simplex (TBP) Simplex (SMN)

TBP SMN TBP SMN TBP SMN
Concentration Concentration Concentration Concentration Concentration Concentration
(Copies/uL) (Copies/uL) (Copies/uL) (Copies/uL) (Copies/uL) (Copies/uL)
488,50 144,96 409,51 0,00 0,00 143,66
498,68 168,50 503,96 0,00 0,00 165,72
529,19 176,53 462,13 0,00 0,00 158,73
505,46 163,33 458,53 0,00 0,00 156,04

Tableau 7. Comparaison des PCR en multiplex et en simplex. Ce tableau rassemble
I’ensemble des concentrations en transcrits TBP et SMIN sur 3 expériences indépendantes
pour I'échantillon F soit en présence des deux sondes (Multiplex), soit en présence de
I'une des deux sondes (Simplex). Pour chaque colonne, une moyenne des 3 expériences
est calculée.
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Figure 15. Comparaison de moyenne Multiplex vs Simplex. Cet histogramme représente
la moyenne de chacune des 3 expériences pour chacune des sondes TBP ou SMN. En bleu
sont représentés les résultats obtenus en multiplex et en rouge les résultats obtenus en
simplex. Chacune des comparaisons de moyenne est non significative, ns.

6.1.4. Reproductibilité
De maniére a évaluer la reproductibilité de notre méthode, nous avons mesuré la
concentration de 2 échantillons traités dans des RT et des d-PCR indépendantes (Tableau

8).

Les coefficients de variation obtenus sont inférieurs a 10% pour I'ensemble des
échantillons a la fois pour la quantification du transcrit TBP et du transcrit SMN. Il est a
noter que la quantification de faibles concentrations de transcrit <200 copies/uL est
soumise a une plus grande variabilité. En effet, le coefficient de variation de la
quantification de transcrit SMN dans I’échantillon F est de 7,51% pour une concentration
moyenne de transcrit de 157,9 copies/uL alors que les coefficients de variation pour des
concentrations de I'ordre de 500 copies/pL sont tous inférieurs a 5%. Nous observons
également que la variabilité du ratio SMN/TBP (quantification relative) est moins
importante que la variabilité de la concentration en transcrit SMN (quantification
absolue) : pour I'échantillon A, respectivement 1,04% et 4,18%, et, pour I'échantillon F,

respectivement 6,49% et 7,51%.
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Echantillon

A F
Concentration 551,79 523,20 576,94 488,50 498,68 494,12
(Copies/uL)
Moyenne 550,64 493,77
Ecart type 26,89 5,10
Coeff|.C|e_nt de 4,88% 1,03%
variation
Concentration 502,55 486,05 528,00 144,96 168,50 158,41
(Copies/uL)
Moyenne 505,53 157,29
Ecart type 21,13 11,81
Coeffl.ue:nt de 4,18% 751%
variation
Ratio (SMN/TBP) 0,91 0,93 0,92 0,30 0,34 0,32
SMIN/TBP Moyenne 0,92 0,32
Ecart type 0,01 0,02
Coeff|.C|e‘nt de 1,04% 6,49%
variation

Tableau 8. Reproductibilité. Ce tableau récapitule I'ensemble des résultats obtenus sur 3
expériences indépendantes. Les moyennes, écarts-types et coefficients de variation ont
été calculés pour les concentrations obtenues avec chacune des sondes TBP et SMN ainsi
que pour le des concentrations SMN/TBP.

6.1.5. Répétabilité
Pour cette expérience, nous avons réalisé 3 dPCR pour chaque produit de RT ce qui nous a
permis de calculer le coefficient de variation de chacune des mesures de dPCR. Il est a
noter que, pour I'échantillon N, nous n’avons pu réaliser que 2 mesures suite a un
manque de mélange réactionnel dil a un lot défectueux de puces qui nous a obligé a
écarter un certain nombre d’entre elles et a reproduire I'expérience plus de fois

gu’initialement prévu.

La moyenne du coefficient de variation de la quantification absolue de transcrit TBP est

de 5,26% avec des valeurs comprises entre 0,64 et 12,21% (Tableau 9).
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TBP (copies/pL)

Echantillon Moyenne Ecart type CcVv
A 524,52 27,25 5,20%
C 644,57 78,72 12,21%
E 641,28 4,09 0,64%
G 365,96 34,84 9,52%
I 498,44 4,53 0,91%
K 543,00 17,90 3,30%
M 544,55 38,25 7,02%
(0] 728,41 57,66 7,92%
Q 472,13 24,72 5,23%
S 293,64 4,24 1,45%
B 581,24 13,41 2,31%
D 539,31 41,11 7,62%
F 529,94 31,31 5,91%
H 416,44 20,11 4,83%
J 500,69 8,73 1,74%
L 541,15 38,87 7,18%
N 615,26 14,08 2,29%
P 514,81 21,41 4,16%
R 496,90 22,79 4,59%
T 408,83 45,82 11,21%
Moyenne 5,26%
[Min - Max] [0,64%-12,21%]

Tableau 9. Répétabilité (TBP). Ce tableau répertorie les moyennes, écarts-types et
coefficients de variation de la concentration en transcrit TBP, obtenus sur 3 mesures
réalisées en paralléle, pour chacun des échantillons.

La moyenne du coefficient de variation de la quantification absolue de transcrit SMN est

de 5,65% avec des valeurs comprises entre 1,58 et 12,24% (Tableau 10).



SMN (copies/pL)

Echantillon Moyenne Ecart type cv
A 465,85 33,96 7,29%
C 390,57 47,81 12,24%
E 435,21 13,87 3,19%
G 208,67 17,23 8,26%
I 325,30 5,18 1,59%
K 341,93 11,68 3,42%
M 382,91 28,60 7,47%
0] 395,07 28,93 7,32%
Q 285,24 21,59 7,57%
S 168,17 2,65 1,58%
B 204,00 5,78 2,83%
D 192,05 7,66 3,99%
F 169,21 9,44 5,58%
H 154,21 10,63 6,89%
J 185,44 3,31 1,78%
L 262,10 24,35 9,29%
N 238,04 4,95 2,08%
P 194,51 12,85 6,61%
R 170,16 8,05 4,73%
T 170,65 16,03 9,39%

Moyenne 5,65%
[Min - Max] [1,58%-12,24%]

Tableau 10. Répétabilité (SMN). Ce tableau répertorie les moyennes, écarts-types et
coefficients de variation de la concentration en transcrit SMN, obtenus sur 3 mesures
réalisées en paralléle, pour chacun des échantillons.

La moyenne du coefficient de variation de la quantification relative de transcrit SMN/TBP

est de 2,25% avec des valeurs comprises entre 0 et 4,67% (Tableau 11).



SMN/TBP

Echantillon Moyenne Ecart type cv
A 0,89 0,02 2,28%
C 0,61 0,01 1,57%
E 0,68 0,03 3,82%
G 0,57 0,02 2,75%
I 0,65 0,01 1,33%
K 0,63 0,02 3,21%
M 0,70 0,01 1,68%
0] 0,54 0,01 2,66%
Q 0,60 0,02 3,17%
S 0,57 0,01 1,72%
B 0,35 0,01 1,72%
D 0,36 0,02 4,53%
F 0,32 0,00 0,36%
H 0,37 0,01 3,13%
J 0,37 0,00 0,31%
L 0,48 0,02 4,67%
N 0,36 0,00 0,00%
P 0,38 0,01 3,14%
R 0,34 0,00 1,18%
T 0,42 0,01 1,81%

Moyenne 2,25%
[Min - Max] [0%-4,67%)]

Tableau 11. Répétabilité (SMN/TBP). Ce tableau répertorie les moyennes, écarts-types et
coefficients de variation du rapport des concentrations en transcrit SMN/TBP, obtenus
sur 3 mesures réalisées en paralléle, pour chacun des échantillons.

A la lecture de ces résultats, la quantification relative présente une variabilité bien
inférieure a la quantification absolue avec, pour chacun des échantillons, un coefficient

de variation inférieur a 5%.
6.2. Echantillons

6.2.1. Résultats bruts
Les résultats présentés ici correspondent aux concentrations moyennes des transcrits TBP
et SMN ainsi que le ratio moyen des concentrations de transcrit TBP/SMN obtenues pour

chacun des échantillons sur 3 dPCR (Tableaux 12 et 13).



Concentration moyenne Concentration moyenne

Echantillon Génotype TBP (copies/jL) SMIN.(copies/jL) Ratio moyen SMN/TBP
A 0SMN1/4SMN2 524,52 465,85 0,89
C 0SMN1/4SMN2 644,57 390,57 0,61
E 0SMN1/4SMN2 641,28 435,21 0,68
G 0SMN1/4SMN2 365,96 208,67 0,57
| 0SMN1/4SMN2 498,44 325,30 0,65
K 0SMN1/4SMN2 543,00 341,93 0,63
M 0SMN1/4SMN2 544,55 382,91 0,70
(0] 0SMN1/4SMN2 728,41 395,07 0,54
Q 0SMN1/4SMN2 472,13 285,24 0,60
S 0SMN1/4SMN2 293,64 168,17 0,57

Moyenne 525,65 339,89 0,64
Ecart type 130,05 95,64 0,10

Tableau 12. Résultats obtenus dans le groupe de patient (génotype 0SMN1/4SMN2). Ce
tableau répertorie les moyennes de la concentration en transcrit TBP, SMN et le rapport
des concentrations en transcrit SMN/TBP obtenus sur 3 mesures réalisées en paralléle,
pour chacun des échantillons du groupe 0SMN1/4SMN2.

Concentration moyenne Concentration moyenne

Echantillon Génotype 0 el SMN (copies/yuL) Ratio moyen SMN/TBP
B 1SMN1/0SMN2 581,24 204,00 0,35
D 1SMN1/0SMN2 539,31 192,05 0,36
F 1SMN1/0SMN2 529,94 169,21 0,32
H 1SMN1/0SMN2 416,44 154,21 0,37
J 1SMN1/0SMN2 500,69 185,44 0,37
L 1SMN1/0SMN2 541,15 262,10 0,48
N 1SMN1/0SMN2 615,26 238,04 0,36
P 1SMN1/0SMN2 514,81 194,51 0,38
R 1SMN1/0SMN2 496,90 170,16 0,34
T 1SMN1/0SMN2 408,83 170,65 0,42

Moyenne 514,46 194,04 0,38
Ecart type 64,51 33,44 0,05

Tableau 13. Résultats obtenus dans le groupe d’individus sains (génotype
1SMIN1/0SMN2). Ce tableau répertorie les moyennes de la concentration en transcrit
TBP, SMIN et le rapport des concentrations en transcrit SMN/TBP obtenus sur 3 mesures
réalisées en paralléle, pour chacun des échantillons du groupe 1SMN1/0SMN2.
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6.2.2. Interprétation en quantification absolue
Lorsque nous comparons les concentrations moyennes de transcrit TBP de chacun des 2
groupes 1SMN1/0SMN2 et 0SMN1/4SMN2 en utilisant un test de Student bilatéral, nous

n’observons pas de différence significative (Figure 16).
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Figure 16. Comparaison de moyenne de la concentration en transcrit TBP dans chacun
des deux groupes 1SMN1/0SMN2 vs 0SMN1/4SMN2. En bleu sont représentées les
valeurs moyennes pour chaque échantillon du groupe 1SMN1/0SMNZ2. En rouge sont
représentées les valeurs moyennes pour chaque échantillon du groupe OSMN1/4SMN2.
ns : non significatif.

A l'inverse, lorsque nous comparons les concentrations moyennes de transcrit SMN de
chacun des 2 groupes 1SMN1/0SMNZ2 et 0SMN1/4SMN2 en utilisant un test de Student
unilatéral, nous observons que la concentration moyenne de transcrit SMN dans le
groupe O0SMN1/4SMN2 est significativement supérieure celle du groupe 1SMN1/0SMN2
(p=0,0001) (Figure 17).
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Figure 17. Comparaison de moyenne de la concentration en transcrit SMN dans chacun
des deux groupes 1SMN1/0SMN2 vs 0SMN1/4SMN2. En bleu sont représentées les
valeurs moyennes pour chaque échantillon du groupe 1SMN1/0SMNZ2. En rouge sont
représentées les valeurs moyennes pour chaque échantillon du groupe OSMN1/4SMN2.
p : coefficient de significativité.

Sur les représentations graphiques (Figure 16), nous observons une grande variabilité
dans la concentration de transcrit TBP, en particulier chez dans le groupe des patients
(génotype OSMN1/4SMNZ2). Or, la concentration de ce transcrit produit par un géne de

ménage ne devrait que peu varier d’un individu a l'autre.

Nous avons alors réalisé un test de corrélation entre le RINe de I'échantillon d’ARN
(témoin de la qualité de I’ARN) et la concentration de transcrit TBP. Le test de corrélation
de Pearson montre que cette concentration de transcrit est corrélée au RINe (r=0,5231)
(Figure 18). Ce résultat montre qu’il existe une relation entre la concentration de transcrit
(quantification absolue) et la qualité de I’ARN. Bien que d’autres éléments doivent entrer
en compte dans la variabilité de la quantification des transcrits, ce résultat appelle a la
plus grande prudence pour l'interprétation des résultats obtenus a partir de la seule

guantification absolue.
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Figure 18. Corrélation RINe vs concentration en transcrit TBP. L'axe des abscisses
représente le RINe, I'axe des ordonnées la concentration en transcrit TBP.

6.2.3. Interprétation en quantification relative
Lorsque I'on compare les moyennes des ratio de concentration de transcrit SMN/TBP
(quantification relative) pour chacun des 2 groupes 1SMN1/0SMN2 et 0SMN1/4SMN2 en
utilisant un test de Student unilatéral, nous observons que la quantité relative de transcrit
SMN dans le groupe 0SMN1/4SMN2 est significativement supérieure celle du groupe
1SMN1/0SMN2 (p<0,0001) (Figure 19).

64



p<0.0001

1.0 . ,
—~ ' 1
% =
5 e
> O
S
2 ==
()
2> 0.69 B E
E ]
CILJ ( ]
5 041 2
=
£ 0.2+
©
>
g

OC 1 Ll

1SMN1/0SMN2 OSMIN1/4ASMN2

Figure 19. Comparaison de moyenne du rapport de la concentration en transcrit
SMN/TBP dans chacun des deux groupes 1SMN1/0SMN2 vs 0SMN1/4SMN2. En bleu
sont représentées les valeurs moyennes pour chaque échantillon du groupe
1SMN1/0SMNZ2. En rouge sont représentées les valeurs moyennes pour chaque
échantillon du groupe 0SMN1/4SMN2. Sur le graphique apparait la conclusion du test
statistique : p, la valeur du coefficient de significativité.

7. Discussion

Les dernieres avancées thérapeutiques dans le traitement des patients atteints de SMA
ont soulevé la nécessité de développer des échelles d’évaluation clinique fiables et
reproductibles, et d'identifier des biomarqueurs utiles pour le suivi de la réponse des

patients aux traitements pharmacologiques.

De nombreuses échelles d’évaluation clinique ont été développées et validées chez les
patients atteints de SMA, comme I'échelle d’Hammersmith modifiée (Krosschell et al.,
2006). Lors de la conférence internationale de 2007, ces échelles permettant d’évaluer
I’atteinte clinique des patients ont été intégrées dans la prise en charge standardisée des
patients atteints de SMA (Wang et al., 2007). Elles permettent d’évaluer I'évolution des
patients sur le long terme mais semblent difficiles a utiliser pour I’évaluation des
traitements pharmacologiques dans le cadre d’une pathologie d’évolution lente. Dans
I'optique de développer le plus rapidement possible ces traitements pharmacologiques, il

est nécessaire de développer des biomarqueurs permettant de juger l'efficacité du
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traitement a court terme.

A I'heure actuelle, la quantification de produits du gene SMN2 dans les leucocytes
présents dans le sang périphérique est le seul biomarqueur disponible (quantification de
transcrit ou de protéine (Sumner et al., 2006). Récemment, des approches de
protéomique, métabolomique et transcriptomique menée par le groupe BforSMA
(Biomarkers for SMA) ont permis l'identification de différentes protéines et métabolites
dont le suivi traduirait la progression de la maladie (Finkel et al., 2012). Ces études ont
permis le développement d’un panel commercial SMA-MAP, qu’il reste encore a évaluer

(Kobayashi et al., 2013).

Nous avons développé une nouvelle méthode permettant la quantification de transcrit
SMN pleine longueur, dans les leucocytes issus du sang périphérique. Cette technique
associe la transcription inverse a une technique de PCR numérique, plus sensible et plus

reproductible que la PCR en temps réel.

Une étude sur la quantification de transcrit par RT-QMPSF a déja été menée au sein de
I'unité INSERM U614, a Rouen (Vezain et al., 2011). Les résultats de cette étude montrant
une corrélation faible entre le génotype des patients et la concentration relative en
transcrit SMN pleine longueur imputée a la trop grande variabilité de la méthode, nous

avons décidé de développé cette nouvelle technique de quantification.

Nous démontrons ici que la technique de transcription inverse couplée a la PCR
numérique permet d’accéder a la quantification de transcrit dans le sang périphérique.
Nous démontrons également que cette technique permet la quantification simultanée de
deux transcrits. Cette méthode est trés reproductible et la variabilité imputable a la PCR
numérique semble peu importante. Nous notons cependant que I'étape limitante de
cette technique est I'étape de transcription inverse. Cette étape est sensible a différents
paramétres comme la qualité de I’ARN, le type d’amorce utilisé (hexameres aléatoires ou

amorce spécifique de gene) et le choix de la transcriptase inverse.

Ce travail montre que la quantification de transcrits est dépendante de la qualité de I’ARN

et qu’il convient de rester prudent sur les conclusions tirées a partir de la quantification
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absolue de transcrit. Il reste donc préférable de réaliser simultanément une quantification

relative du transcrit d’intérét par rapport a un transcrit produit par un géne de ménage.

De maniere surprenante, ce travail montre que la concentration de transcrit SMN pleine
longueur est plus importante dans le groupe des patients, groupe 0SMN1/4SMN2, que
dans le groupe des porteurs sains de la délétion hétérozygote, groupe 1SMN1/0SMN2 et
ceci tant en quantification absolue et qu’en quantification relative. Cette observation
suggere que l'étape de transcription n’est pas le seul élément qui differe lors de
I'expression des genes SMN1 et SMN2 mais qu’il existe également une différence de
production de protéine par les transcrits SMN1 et SMN2 pleine longueur. En effet, le taux
de protéine SMN fonctionnelle est I'élément fondamental de la physiopathologie de la
SMA, I'hypothese serait que la production de cette protéine fonctionnelle par le transcrit
SMIN2 pleine longueur soit plus faible que celle issue du transcrit SMN1 ou que la protéine

SMN produite par le transcrit SMIN2 pleine longueur soit imparfaite.

Il faut cependant modérer cette conclusion par le fait que la quantification de transcrits a
été réalisée sur sang périphérique. En effet, le profil d’expression des genes SMN1 et
SMIN2 peut varier d’un type cellulaire a lI'autre. Il est donc possible que ce profil
d’expression soit différent selon que [I'on s’intéresse aux motoneurones ou aux

leucocytes.

Aucune étude, jusqu’a présent, n’a étudié aussi finement la limite entre la concentration
de transcrit SMN pleine longueur chez les patients ayant le plus grand nombre de copies
des génes SMN (0SMN1/4SMN2) et les individus sains présentant le plus petit nombre de
copie de ces génes (1SMN1/0SMN2). Ceci rend difficile la comparaison de nos résultats
avec ceux de la littérature. En effet, la plupart des études considérent un ensemble de
témoins de génotypes variables ou, tout au plus, différencient les porteurs de la délétion
a I'état hétérozygote des individus portant 2 copies du géne SMN1 sans prendre en
compte le nombre de copies du géne SMN2. Ces études integrent donc I'ensemble des
productions de transcrit SMN pleine longueur issu des génes SMN1 et SMN2 comme une
entité unique. De plus, la plupart des études classent les patients en fonction de leur

phénotype (type de SMA) et non en fonction de leur génotype.
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La premiére étude de quantification relative du transcrit SMN pleine longueur date de
2006 (Sumner et al., 2006). Cette équipe a développé une technique de RT-qPCR
(Transcription inverse couplée a la PCR en temps réel) ainsi qu’'une technique de
guantification de la protéine SMN sur le sang périphérique de 86 individus. Leurs résultats
indiquent que le taux de transcrit SMN pleine longueur et le taux de protéine SMN sont
corrélés au nombre de copies des génes SMN1 et SMN2. lls ont également montré que,
dans les cellules sanguines de patients atteints de SMA, 50% des transcrits SMN2
contenaient I'exon 7 (transcrit pleine longueur). Dans cette étude, on peut remarquer que
les taux de transcrit SMN pleine longueur des patients de génotypes 0SMN1/4SMN2 et
0SMIN1/3SMN2 sont proches de ceux des individus de génotype 1SMN1/1SMN2. De plus,
Sumner et al. suggerent que les niveaux de protéine SMN peuvent atteindre un plateau
avec l'augmentation du nombre de copies du géne SMN2 (plus de 2 a 3 copies) traduisant
I'existence de mécanismes post-traductionnels qui régulent I'expression des protéines

SMN.

En 2007, Simard et al. ont également mesuré les taux de transcrit SMN pleine longueur
par RT-gPCR chez 42 patients atteints de SMA (Simard et al., 2007). Cette équipe conclut
gu’il n’existe pas de corrélation entre la quantité du transcrit SMN pleine longueur et le
nombre de copies du gene SMN2 ou le type SMA. Simard et al. suggerent que |'absence
de corrélation stricte entre le nombre de copies du géne SMN2 et le taux de transcrit
SMN pleine longueur est compatible avec le continuum de gravité clinique observée au
sein d’un méme type de SMA. lls considerent ainsi que tous les génes SMN2 ne sont pas
égaux et que certains génes SMNZ2 peuvent ne pas étre intacts ou peuvent abriter des

mutations affectant I'expression ou |'épissage.

La méme année, Vezain et al. développent une méthode de quantification de transcrit
SMN pleine longueur par RT-QMPSF (Vezain et al., 2011). lls comparent les taux de
transcrit dans le sang périphérique issu de 75 individus sains et 48 patients atteints de
SMA, en fonction de leur génotype. Dans cette étude, les individus sains ont été
génotypés de maniere a obtenir deux groupes de témoins homogénes (génotype
2SMIN1/1SMN2 et 2SMN1/2SMNZ2). Cette équipe montre que les niveaux de transcrit

SMN pleine longueur sont linéairement dépendant du nombre de copies du gene SMN2
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chez les patients. Cette équipe montre un taux d’inclusion de I'exon 7 dans les transcrits
SMN2 de l'ordre de 50% dans le sang périphérique. Ils montrent également une
corrélation inverse faible entre le niveau de transcrit SMN pleine longueur et la gravité de

la maladie.

En 2010, Tiziano et al. étudient chez 51 patient atteints de SMA, 23 porteurs sains de la
délétion hétérozygote du géne SMN1 et 28 individus contréles, les taux de transcrit SMIN
pleine longueur par RT-gPCR et, pour la premiere fois, réalisent une quantification
absolue de ces transcrits grace a |'utilisation d’'une gamme de standard externe (Tiziano et
al., 2010). L’étude de Tiziano et al. montre que les concentrations de transcrit SMN pleine
longueur mesurées par RT-gqPCR sont plus faibles chez les patients atteints de SMA que
chez les contréles. Il n’est pas spécifié le nombre de copies du gene SMN2 chez ces
contréles mais Tiziano et al. ont utilisé une méthode permettant de distinguer les
transcrits SMN1 et SMNZ2 pleine longueur. Lorsque I'on regarde dans le détail les
expériences de Tiziano et al. en isolant les patients 0SMN1/4SMN2, leur concentration de
transcrit SMN2 pleine longueur est en moyenne de 75,70 £ 26,91 molécules/ng d’ARN. En
comparant cette valeur a l'unique production du transcrit SMN1 pleine longueur chez les
porteurs de la délétion a I'état hétérozygote, 72,28 + 36,72 molécules/ng d’ARN, nous
observons que ces concentrations sont tres proches. lls ont également comparé la
concentration de transcrit SMN pleine longueur et le nombre de copies du gene SMN2 et
n'ont pas trouvé de corrélation significative entre ces deux variables. Sur ce point, les
conclusions different entre les différentes études. Selon Tiziano et al., cette différence
réside, au moins partiellement, dans ['utilisation de controles endogenes différents,
utilisés pour la quantification relative et dont la concentration peut varier entre les

différents individus.

Le groupe BforSMA a publié en 2012 une étude portant sur 108 patients atteints de SMA
de différents types pour tenter de trouver un marqueur biologique dont la concentration
dans le sang serait corrélée a la sévérité clinique (Crawford et al., 2012). Par RT-qPCR, il
montre ainsi que les sujets atteints d’'une SMA de type | (le type le plus sévere)

présentent la plus faible concentration de transcrit SMIN pleine longueur et la plus faible
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guantité de protéine confirmant ainsi les résultats de Tiziano et al., 2010. Il affirme

également que le nombre de copies de gene SMN2 est corrélé au type de SMA.

Une partie de leur étude porte sur I'étude du transcrit SMN2 pleine longueur, la
conclusion évoque, sans présenter les résultats, qu’une corrélation existe entre la
guantité de transcrit SMN pleine longueur et le type de SMA sans qu’il n’existe de

corrélation entre le nombre de copies du gene SMN2 et la concentration de transcrit.

Les différentes conclusions de ces études sont contradictoires, il semble difficile de
montrer une corrélation forte entre le nombre de copies du gene SMN2, la quantité de
transcrit SMIN pleine longueur et le type de SMA. La variabilité des résultats peut provenir
a la fois de la technique utilisée, RT-qPCR (peu reproductible), et de l'influence des
différents genes modificateurs qui modulent le phénotype. De plus, au moins un
polymorphisme du gene SMN2 est également connu pour induire une augmentation de
I'inclusion de I'exon 7 dans le transcrit issu de ce gene (Prior et al., 2009; Vezain et al.,
2011). Différents mécanismes semblent donc moduler le phénotype : soit en compensant
directement linactivation homozygote du géne SMNI1 (production de transcrit SMN
pleine longueur par le géne SMN2), soit par des mécanismes indirect encore a élucider
(géne PSL3) ou soit en modulant I'expression du géne SMN2 (polymorphisme augmentant
I'inclusion de I’'exon 7). Tous ces mécanismes rendent complexe la compréhension des
bases moléculaire de la SMA. Nos résultats viennent d’ailleurs surajouter un niveau de
complexité dans la compréhension de cette pathologie. En effet, en comparant les
patients a un groupe de témoin bien particulier, de génotype 1SMN1/0SMN2, nous
démontrons que ceux-ci présentent une concentration plus faible de transcrit SMN pleine
longueur que les patients de génotype 0SMN1/4SMN2 suggérant, ainsi, une variabilité au
niveau de la traduction du transcrit SMN pleine longueur qu’il soit issu du géne SMN1 ou

du gene SMN2.

Selon les séquences de référence RefSeq, nous observons deux variations nucléotidiques
entre les séquences des transcrits SMN1 (NM_000344.3) et SMN2 (NM_017411.3) pleine
longueur. La premiere variation en ¢.840, ¢.840C dans SMN1 et ¢.840T dans SMN2, située

en +6 de I'exon 7 est la variation a I'origine de la différence d'épissage entre les pré-ARNm
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issus des génes SMN1 et SMN2 (Figure 20). Au niveau de la séquence protéique, cette
variation est dite synonyme, c'est a dire qu'elle n'entraine pas de substitution de l'acide
aminé concerné. Ceci est la conséquence de la redondance du code génétique : un acide
aminé peut étre codé par un ou plusieurs codons. La deuxiéme variation en c.*239,
€.*239A dans SMIN1 et c.*239G dans SMN2, n'affecte pas non plus la séquence en acide
aminé de la protéine car elle est située en aval du codon stop, dans la région 3'UTR (3’
Untranslated Region), transcrite non traduite. Bien que ces mutations n'aient pas
d'impact sur la structure primaire de la protéine (séquence en acides aminés), il est
maintenant acquis que des variations, dites silencieuses, peuvent jouer un réle dans

I'expression génique.

c.840 c.*239
p.(=) p.?

T A

SMN2 - fl

C G

Figure 20. Schéma des transcrits SMN1 et SMN2 pleine longueur. Deux variations
nucléotidiques différencient ces deux transcrits. Les deux variations sont situées dans les
exons 7 et 8. La partie haute du schéma représente la séquence nucléotidique du transcrit
SMN2 pleine longueur et la description de ces variations par rapport a la séquence du
géne SMN1. La partie basse du schéma représente la séquence nucléotidique du transcrit
SMN1 pleine longueur En rouge est représentée la position du codon stop et en gris la
région 3' UTR.

SMN1 - fl e
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Hypothése 1 : Les variations en c.840 et/ou c.*239 sur le transcrit SMN2 pleine longueur

ont un impact sur la formation de la particule ribonucléoprotéique.

Chez les eucaryotes, la molécule d’ARN, synthétisée a partir de la molécule d’ADN dans le
noyau, subit, au fur et a mesure de sa syntheése, plusieurs évenements de maturation qui
vont la modeler en une forme lisible par la machinerie de traduction. Il s'agit de
remaniements de la molécule d’ARN (épissage), mais aussi d’association avec des facteurs
protéiques (Mitchell and Parker, 2014), de longs (Yoon et al., 2013) et de petits ARN non
codants (ncRNAs, non coding RNA) (Maute et al., 2014) qui se fixent sur ’ARN pour le
protéger de la dégradation et surtout lui conférer une identité qui déterminera son
devenir. Cette structure est appelée particule ribonucléoprotéique ou mRNP (messenger
ribonucleoprotein particle). Au terme de la transcription, la particule ribonucléoprotéique
qui contient I’ARN est relachée du site de transcription et exportée vers le cytoplasme

pour y étre traduite en protéine (Figure 21).

L'assemblage d'un mRNP affecte presque toutes les étapes de la transcription et de la
traduction. Ce complexe facilite le coiffage en 5 'de I'ARN, intervient dans I'épissage
(Reed, 2003), dans le clivage en 3' et lors de la polyadénylation (Gott and Emeson, 2000).
Ce complexe intervient dans I'exportation de I'ARN du noyau vers le cytoplasme (Bjork

and Wieslander, 2014) et dans le contréle de sa dégradation (Eberle and Visa, 2014).

Tous les constituants du mRNP s'associent au pré-ARNm ou a I'ARNm d'une maniere
spécifique de la séquence. Ainsi, I'association de composants du mRNP avec un ARNm est
régi par une spécificité de séquence (Mitchell and Parker, 2014).

De plus, la séquence primaire nucléotidique détermine la structure secondaire de I'ARNm
(Mortimer et al., 2014). La structure secondaire est formée par appariement des acides
nucléiques créant ainsi des tiges, des boucles et des épingles a cheveux. La forme finale
d'un ARNm est aussi reconnue par les composants du mRNP et d'autres ligands (Mauger
et al., 2013). Cela implique donc qu’une variation nucléotidique qu'elle soit synonyme ou
gu'elle touche une séquence non traduite, peut fortement influencer la nature du
complexe mRNP ultérieur (Bali and Bebok, 2015). Les variations situées en ¢.840 et c.*239
pourrait, par modification de la structure primaire ou secondaire de 'ARNm, entrainer un

défaut d’assemblage du mRNP. Cet assemblage peut influencer I'ensemble des étapes qui
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va de la transcription jusqu’a la dégradation de 'ARNm et qui comprend aussi bien les
étapes d’exportation de 'ARNm depuis le noyau vers le cytoplasme, l'initiation de la

traduction ou le recrutement des facteurs d’élongation.

mRNA Life Event Core Machinery
l Transcription RNA polymerase ||

Capping enzyme,

Modification essential splicing factors,
and splicing cleavage and
polyadenylation factors
@ AAAAAAA
l mRNA export Core export factors,
nuclear pore components
nucleus
| | cytoplasm
@ AAAAAAA
Ent Translation initiation
l i n erl 4 factors, ribosome, tRNA,
TAnREon translation elongation
factors
([ = ?

® s AAAAAAA

Decapping and

Decay deadenylation enzymes,
5'-3' nucleases or the
exosome
® ]

Figure 21. Assemblage de la particule ribonucléoprotéique au cours de la vie de I’ARN.
La majorité des ARNm sont métabolisés selon ce schéma. Les étapes les plus essentielles
sont résumées sur la partie gauche du schéma. Les principaux éléments qui s’associent a
I’ARN durant ces étapes sont répertoriés sur la droite du schéma. Les ARNm sont
transcrits, modifiés : les introns sont éliminés lors de I'épissage. Ensuite 'ARNm mature
est exporté a partir du noyau a travers le pore nucléaire. Dans le cytoplasme, la mRNP est
remodelée avant et pendant la traduction. La traduction implique de multiples étapes
(I'initiation, I'élongation et la terminaison). Ces différentes étapes sont médiées via le
ribosome et un certain nombre de facteurs. Finalement, cet ARNm est dégradé (Mitchell
and Parker, 2014).



Hypothése 2 : la variation en ¢.840 sur le transcrit SMN2 pleine longueur entraine un

ralentissement de la vitesse de traduction.

Comme nous l'avons déja expliqué plus haut, il existe dans le code génétique des
redondances, c’est a dire que plusieurs codons peuvent étre associés a un méme acide
aminé. Une variation peut donc étre dite «silencieuse » si elle n’entraine pas de
changement d’acide aminé au niveau de la structure primaire de la protéine. Lors de la
traduction qui permet la synthése de la protéine a partir de I’ARNm, les acides aminés
sont apportés au ribosome par de petits ARN de transfert, ARNt. Ces ARNt peuvent
s’hybrider de maniere spécifique a la matrice d’ARNm et fournir ainsi au ribosome I'acide
aminé spécifique correspondant a la séquence nucléotidique. Si tous les codons
synonymes sont bien équivalents, on pourrait s’attendre a ce qu’ils soient répartis de
maniére homogene le long des séquences codantes pour les protéines. Or, différentes
études ont montré que la distribution des codons n’était pas aléatoire, c’est ce que I'on
appelle le biais de codon (Sharp and Li, 1986). De plus, il est démontré qu’il existe, chez
les organismes unicellulaires, une corrélation positive entre la fréquence des codons et Ia
concentration en ARNt avec un anticodon complémentaire : plus un codon est représenté
dans le génome, plus la concentration de I’ARNt correspondant est élevée (Kanaya et al.,
1999). Plusieurs variations importantes de biais codon ont été récemment découvertes,
tels que l'existence d’enchainement de codons rares a I'extrémité 5 des séquences
codantes pour des protéines, séquences qui sont donc traduites lentement (Tuller and
Zur, 2015) ou la co-occurrence de certains codons, lorsque deux codons successifs codent
pour le méme acide aminé, l'utilisation du méme ARN de transfert est favorisé
(Cannarozzi et al., 2010). Cette utilisation de codon rare influe sur la vitesse de traduction
et affecte directement les niveaux d'expression des protéines, elle influe également sur
leur repliement (structure tertiaire) (Pechmann and Frydman, 2013) et la régulation
différentielle de leur expression (Gingold et al., 2014). La variation nucléotidique située
en c.840 des genes SMN1 et SMNZ2 entraine une variation de codon en position p.280 de
la protéine SMN. Le transcrit SMN1 contient le codon UUC qui est retrouvé, chez
I’homme, a la fréquence de 2,03% des codons contenus dans les séquences codantes
pour les protéines. Le transcrit SMN2 contient le codon UUU qui, lui, est retrouvé, chez

I’'homme a la fréquence de 1,76% (http://gtrnadb.ucsc.edu/). Les fréquences sont tres
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proches. De plus, pour certains codons dont le codon UUU, il n’existe aucun géne codant
pour I’ARNt présentant I'anti-codon complémentaire. En effet, dans une certaine mesure,
I'appariement des ARNt avec I’ARN peut se faire de maniere imparfaite au niveau de la
troisieme base du codon, ce phénoméne est appelé wobble base-pairing (Pour revue :
Mauro and Chappell, 2014). Ceci permet qu’un ARNt puisse s’apparier avec plusieurs
codons synonymes. L’ARNt qui s’apparie aux deux codons UUC et UUU est donc le méme.
Si I'on peut écarter I'hypothése d’un ralentissement de la vitesse de traduction par
I"utilisation d’un codon rare, en revanche I’"hypothése d’un ralentissement de la vitesse de
traduction par un phénomeéne de wobble base-pairing est trés intéressante. En effet, il a
été démontré récemment que ces phénomenes de wobble base-pairing, pouvait diminuer
jusqu’a 3 fois la vitesse de traduction dans les cellules Hela, en particulier 'appariement
imparfait via une liaison G:U comparé a la liaison G:C (Stadler and Fire, 2011). La variation
en c.840 implique ce type d’appariement imparfait. Il est donc possible que cette
variation soit a I'origine d’un ralentissement de la traduction, non pas par I'utilisation
d’'un codon rare mais par un appariement imparfait, entrainant un repliement
inapproprié de la protéine. Ce repliement inapproprié pourrait modifier en partie la

fonctionnalité de la protéine ou sa stabilité.

Hypothése 3 : la variation en c.*239 du transcrit SMN pleine longueur crée ou supprime

un site de fixation pour un miARN

Nous pouvons également émettre I’hypothése que la variation en c.*239 située dans la
région 3’ non traduite puisse également affecter la traduction de la protéine SMN par le
transcrit SMIN2 pleine longueur. En effet, les régions transcrites, non traduites peuvent
également jouer un réle dans I'expression génique par différents mécanismes, elle
contiennent, comme nous I'avons dit, des régions spécifiques permettant la fixation d’un
certain nombre de protéines mais également des sites de fixations pour les miARN
(micro-ARN) (Pichon et al., 2012). Les miARN sont de petits ARN non codants qui peuvent
a la fois réprimer I'expression des genes en modifiant la stabilité de I'ARNm, en inhibant la
traduction des protéines ou en dégradant les polypeptides mais aussi activer leur

expression (Valinezhad Orang et al., 2014). Les miARN agissent associés a des protéines
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au sein de complexes, les miRNP (micro RiboNucleoParticule), ils permettent la fixation
spécifique du complexe (Valinezhad Orang et al., 2014). Nous pourrions donc imaginer
que la variation en c.*239 soit a l'origine de la création ou de la disparition d’un site de

fixation d’'un miARN modulant ainsi la traduction du transcrit SMN2 pleine longueur.

Il peut donc exister plusieurs pistes pour expliquer nos résultats qui vont a I’'encontre des
hypothéses de la littérature : le phénotype observé chez les patients atteints de SMA
résulte d’un défaut de production du transcrit SMN pleine longueur a I'origine d’une
diminution de la quantité de protéine SMN fonctionnelle, protéine nécessaire a la survie
des motoneurones. Nous montrons ici qu’un certain nombre de patients est capable de
produire une quantité plus importante de transcrit SMN pleine longueur que les porteurs

sains de la délétion du géne SMIN1 a |'état hétérozygote.

Dans I'hypothése que le défaut en protéine SMN fonctionnelle est a I'origine du
phénotype alors ces résultats suggerent que les transcrits SMN1 pleine longueur et SMN2
pleine longueur ne sont pas équivalents. Jusqu’ici, personne n’a évoqué I’hypothése selon
laquelle un défaut dans le processus de la traduction pouvait, également, différencier
I'expression des genes SMN1 et SMN2, soit par une diminution de la production de
protéine, soit par la production d'une protéine imparfaite. Pour confirmer cette
hypothése, il est fondamental de poursuivre cette étude au niveau protéique. Tout
d’abord, il est nécessaire de quantifier la protéine SMN dans chacun des deux groupes
étudiés ici. Il faut également étudier la fonction et la stabilité de la protéine qu’elle soit

traduite a partir du transcrit SMN1 pleine longueur ou du transcrit SMNZ2 pleine longueur.

8. Conclusion

Nous avons développé et validé une méthode de quantification du transcrit SMN pleine

longueur par PCR numérique couplée a une transcrition inverse.

Cette nouvelle méthode nous a permis d’accéder au taux de transcrit SMN pleine
longueur a partir du sang périphérique de patients de génotype 0SMN1/4SMN2 et des
individus sains de génotype 1SMN1/0SMN2. Ces deux groupes représentent chacun un

génotype extréme : le génotype 0OSMN1/4SMN2, 4 copies du gene SMN2 est le plus grand
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nombre de copies du géne SMNZ2 pouvant étre associé a une inactivation a [|'état
homozygote du gene SMN1 chez les patients atteints de SMA tandis que le le génotype
1SMN1/0SMN2, 1 géne SMN1 et 0 géne SMN2 est le plus faible nombre de géne SMN

pouvant étre retrouvé dans la population générale.

De maniere inattendue, la concentration relative de transcrit SMN pleine longueur est
plus importante chez les patients que chez les témoins, respectivement 0,64 et 0,38. Ces
résultats surprenants que nous observons, soulevent des questions importantes pour la
compréhension des bases moléculaires de la SMA. Ces résultats suggerent que, non
seulement I'expression du géne SMN2 differe du géne SMNI1, par un mécanisme de
maturation du pré-ARN différent mais, fait nouveau, également lors des étapes post-

transcriptionnelles.

Pour étudier les différentes pistes évoquées dans ce travail, il est nécessaire de
poursuivre I'étude par la quantification de la protéine SMN (Western-Blot) et I'étude de
sa fonctionnalité et de sa stabilité (Western-Blot aprés traitment par cycloheximide),

gu’elle soit codée par le gene SMN1 ou par le géne SMN_2.
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W Inserm

CHU
Institut national
de la santé et de la recherche médicale
CONSENTEMENT ECRIT POUR UNE ETUDE GENETIQUE
A DESFINSDE RECHERCHE
Je soussigné(e), Monsieur, Madame (1) tteste que

conformément aux prescriptions de l'article R. 145-15-4 du Code de la Santé¢ Publique, j’ai donné mon accord
pour que soit effectuée une analyse génétique a partir d’un prélévement biologique.

[ sur moi-méme
[J  sur mon enfant mineur (2)

Cette analyse repose sur 1’étude de mon patrimoine génétique (ADN, ARN). L'objectif de cette étude
est la mise au point d'une méthode de quantification des ARNmessagers (ARNm) dans le but de déterminer le
seuil d'ARNm SMN a produire au cours des essais cliniques chez des personnes atteintes d'amyotrophie spinale
infantile.

Cette prise de sang ne pourra étre utilisée a une autre fin, sans mon accord préalable.

Faita e

Signature (3)

Visa du médecin demandant 1’étude génétique

(1) Rayer la mention inutile
(2) - Préciser le lien de parenté pour 1’étude sur le mineur
(3) - Nécessité : signature des titulaires de ’autorité parentale

Annexe 1. Modeéle de consentement écrit. Les consentements remplis par les individus
inclus dans cette étude et leur médecin sont disponibles au laboratoire.
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RESUME

INTRODUCTION : L'amyotrophie spinale proximale (SMA) est une maladie neuromusculaire d’origine
génétique, de sévérité variable. La SMA résulte d’une inactivation homozygote du géne SMN1. Le
principal géne modificateur de cette maladie est le gene SMN2 qui possede une forte homologie
avec le géne SMNI1. Une des variations qui le différencie du géne SMN1 est responsable d’un
épissage alternatif du pré-ARNm. Bien que le transcrit court soit majoritaire, le gene SMN2 code
également pour un transcrit pleine longueur, similaire au transcrit issu du géne SMN1. Le nombre
de copies du géne SMNZ2 étant variable, plus il est important, plus la quantité de transcrit pleine
longueur est élevée, et, moins le phénotype est sévere.

OBIECTIFS : Les objectifs sont le développement d’une nouvelle méthode de quantification du
transcrit SMIN pleine longueur et la détermination de la quantité minimale de transcrit nécessaire
pour ne pas exprimer la maladie.

IMATERIEL ET METHODE : La quantification du transcrit SMN pleine longueur par PCR numérique a été
réalisée sur 20 échantillons d’ARN. Parmi ces 20 échantillons, 10 sont extrait a partir du sang de
patients présentant 4 copies du gene SMN2, la plus grande quantité de géne SMN2 retrouvée chez
les patients et 10 a partir d’individus sains présentant 1 copie du géne SMN1 et 0 copie du géne
SMIN2, la plus faible quantité de génes SMN pouvant étre retrouvée dans la population générale.

RESULTATS : La concentration relative moyenne de transcrit SMN pleine longueur est de 0,64 dans le
groupe patient et de 0,38 dans le groupe témoin.

DiscussION : La quantité de transcrit SMN pleine longueur est plus importante dans le groupe des
patients que dans le groupe des contréles suggérant une différence de production de protéine par
le transcrit qu’il soit issu du géne SMN1, ou, SMN2.

ConcLusioN : Nous avons développé et validé une méthode de quantification du transcrit SMN
pleine longueur par PCR numérique. Les résultats surprenants que nous observons soulévent des
guestions importantes pour la compréhension des bases moléculaires de la SMA.

Morts cLes : Quantification de transcrit, PCR numérique, amyotrophie spinale proximale, génotype
OSMN1/4SMN2, génotype 1SMN1/0SMN2.
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