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RESUME :

Les amyotrophies spinales proximales (Spinal Muscular Atrophy) ou SMA sont des affections neuromusculaires de transmis-
sion autosomique récessive, caractérisées par une dégénérescence progressive des motoneurones de la corne antérieure de
la moelle épiniere et souvent des noyaux moteurs du bulbe. Les différentes formes cliniques de la SMA sont associées a une
sévérité treés variable. Cette sévérité est corrélée au taux de la protéine SMN. Sur le plan moléculaire, les SMA sont liées dans
98 % des cas a une délétion homozygote des exons 7 et/ou 8 du géne SMNt ou SMNI. Il n’est pas possible a I’heure actuelle
d’établir une corrélation entre I’étendue des délétions dans le locus SMN et la sévérité clinique ou de prédire un phénotype
plus ou moins grave selon que la mutation soit une délétion ou une conversion génique de SMN1 en SMN2. L’identification
du gene et de la protéine de cette pathologie a été une avancée majeure dans la compréhension des bases moléculaires de la
SMA et a considérablement amélioré le conseil génétique des familles SMA. Le déchiffrage des mécanismes fondamentaux
régulant la transcription de SMN et la production de modéles animaux ont permis de découvrir plusieurs approches thérapeu-
tiques susceptibles de diminuer la sévérité du phénotype SMA des patients telles que ’activation du promoteur de SMN2.
C’est ainsi que I’augmentation de 1’inclusion de I’exon 7 dans les transcrits et la stabilisation des protéines est actuellement
en cours d’élaboration pour augmenter 1’expression de SMN2.

Mots clés : SMA, SMN1, SMIN2, Protéine SMN, Génes modificateurs.

ABSTRACT : GENETIC ASPECTS OF PROXIMAL SPINAL AMYOTHROPHIES.

The proximal spinal muscular atrophy are autosomal recessive neuromuscular disorders, characterized by the loss of motor
neurons in the anterior horn of the spinal cord and often motor neurons of the bulb. The clinical forms of SMA are associated
with a wide range of severity correlated with the rate of SMN protein. From the molecular point of view, SMA are linked,
in 98 % of cases, with homozygous deletion of exons 7 and or 8 of the SMN1 gene or SMNT. It is not possible currently to
establish a correlation between the extent of the deletions in the SMN locus and clinical severity or to predict a more or less
severe phenotype according to the type of mutation : deletion or gene conversion SMN1 to SMN2. The identification of the
disease gene and protein was a major advance in understanding the molecular basis of the SMA. This finding has greatly
improved the genetic counseling of SMA families. The deciphering of basic transcription mechanisms regulating SMN and
animal models have uncovered several therapeutic approaches that may reduce the severity of SMA such as promoter activa-
tion. The increased inclusion of exon 7 and protein stabilization are currently being developed to increase SMN2 expression.

Key words : SMA, SMN1, SMN2, SMN protein, Modifier genes.
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INTRODUCTION
Les amyotrophies spinales proximales ou SMA pour Spi-
nal Muscular Atrophy, dont I’incidence varie de 1/6000 a
1/10 000 naissances et la fréquence des hétérozygotes a envi-
ron 1 porteur sur 35 a 50 en fonction des différents groupes
ethniques [1,2], sont des affections neuromusculaires de trans-
mission autosomique récessive, caractérisées par une dégéné-
rescence progressive des motoneurones de la corne antérieure
de la moelle épiniére et souvent des motoneurones du bulbe
[3,4] a origine d’une atrophie et d’une faiblesse musculaire
des muscles proximaux. Cliniquement, ce sont des affections
trés hétérogenes.
Malgré les progres de la génétique humaine, la classification
des différentes formes de SMA repose encore essentiellement
sur des critéres physiologiques et cliniques. Selon I’age de dé-
but et I’évolution de la maladie, on distingue classiquement
quatre formes cliniques [5,6] : Le type I ou maladie de Werd-
nig-Hoffmann est la forme la plus fréquente et la plus sévére
avec un age de début entre 0 et 6 mois et un décés avant 2 ans,
le type II ou forme de gravité intermédiaire [6-18 mois], le
type III ou maladie de Kugelberg-Welander [ > 18 mois] et le
type IV ou forme de 1'adulte [30-40 ans] [5,6] .
Sur le plan moléculaire, les SMA sont liées dans 98 % des cas
a une délétion homozygote des exons 7 et/ou 8 du géne SMNt
ou SMNI1 [7]. Il n’est pas possible a I’heure actuelle d’établir
une corrélation entre I’étendue des délétions dans le locus Sur-
vival of Motor Neurone (SMN) et la sévérité clinique ou de
prédire un phénotype plus ou moins grave selon que la muta-
tion soit une délétion ou une conversion génique de SMN1 en
SMN2 [7,8].
Le diagnostic moléculaire de I’amyotrophie spinale par ana-
lyse de I’ADN génomique des patients SMA a désormais rem-
placé les méthodes diagnostiques dites invasives, telles les
biopsies musculaires. Il permet de confirmer la délétion a 1’état
homozygote d’au moins I’exon 7 du géne SMN.
A T’heure actuelle, le traitement de la SMA demeure essentiel-
lement symptomatique. Cependant, au cours de ces derniéres
années, les efforts de compréhension de la régulation de 1’épis-
sage du géne SMN1 ont permis d’ouvrir plusieurs pistes théra-
peutiques dont certaines ont débouché sur des essais cliniques
en attendant la thérapie génique, espoir attendu par tout patient
présentant une amyotrophie spinale.

IDENTIFICATION ET CARACTERISATION
DU GENE SMN

En 1990, afin de localiser le géne responsable de la SMA sur
une région chromosomique, la stratégie du clonage positionnel
fut adoptée et a permis d’identifier la région chromosomique
associée a cette maladie. En effet, le locus SMA fut localisé sur
le bras long du chromosome 5 en q11.2-13.3 [9,10] (figure 1).
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Il s’agit d’une région chromosomique trés complexe et trés
instable qui contient des séquences répétées, des pseudogeénes
et des transposons. Une telle configuration de la région peut
conférer une instabilité a 1’origine de remaniements géno-
miques telles des délétions [11]. Par la suite, une autre étude
a montré I’existence de délétions de la région 5q 1 3 chez un
nombre élevé de sujets atteints de la forme sévére de la mala-
die SMA [11].

En 1995, Lefebvre et al. [7] ont décrit le locus SMA comme
une région chromosomique particuliére constituée dune du-
plication inversée ou en miroir d’environ 500 kb dont chaque
élément contient 4 génes : le géne SMN [7], le géne codant la
protéine NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein) [12],
le géne codant la protéine p44, qui est une sous-unité du fac-
teur de transcription TFIIH et enfin le gene H4FS5, dont la fonc-
tion est inconnue [13].

Le géne SMN est dupliqué, comme les autres marqueurs de la
région, mais 1’analyse comparative des séquences exoniques
et introniques ont permis de détecter cinq différences nucléoti-
diques entre les deux versions du géne et donc de reconnaitre
le gene centromérique du geéne télomérique.

L’analyse génétique d’une grande série d’individus sains (n =
246) ou de parents de malades (n =127) a montré que le géne
télomérique (SMN1) était toujours présent et que 95 % des su-
jets possédaient aussi le géne centromérique (SMN2). Les plus
petites délétions caractérisées chez les patients présentant une
SMA ont permis d’identifier le géne SMN comme le géne dont
la mutation entraine la SMA [7].

Le géne SMN2 est présent chez tous les patients, alors qu’il
est absent chez 5 % des individus non atteints [7] sans aucune
conséquence clinique, ce qui indique qu’il n’est pas indispen-
sable a la survie des motoneurones. C’est a partir de ces obser-
vations que le géne SMNI a été reconnu comme le geéne lié a
la maladie [7].

STRUCTURE DU GENE SMN

Chez I’homme, il existe deux génes codant la protéine SMN :
SMN1 (OMIM #600354) et SMN2 (OMIM #601627). La du-
plication de ce géne est également observée chez les primates,
cependant, la copie SMN2 est propre a I’homme. Par contre,
chez toutes les autres espéces, un seul géne code la protéine
SMN [14].

En 1995, Lefebvre et al. [7] ont déclaré que le géne SMN hu-
main était constitué de 8 exons ; cependant, ce n’est qu’en 1996
que Burglen et al. [15] ont mieux caractérisé le géne SMN en 9
exons. Afin de ne pas confondre les données de mutation précé-
demment publiées, a cette époque, I’exon 2 a été dénommé par
Burglen et al. exons 2a et 2b [15].
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Figure 1. Structure du locus SMA [7].

pase

NP TFNR

Jam vol. XXIV, N°4 Juillet/Aoiit 2016

JAM




JAM

N NTE W[ ST Y

Journal Algériende Médecine

MISE AU POINT

Ce géne s’étend sur environ 27 kpb réparties en 9 exons, trans-
crit en un ARNm de 1,7 kb [15]. Son codon stop est situé¢ apres
I’exon 7 et I’exon 8 est non codant.

Les neuf exons des copies a la fois télomérique et centromérique
du gene ont été désignés historiquement comme ’exon 1, 2a,
2b et 3 a 8 (figure 2). Les deux genes sont transcrits. L’analyse
de leurs promoteurs a montré que ces ¢léments sont quasiment
identiques tant au niveau de leur séquence qu’au niveau de leur
activité [16].

SMN 1

Exons 1,2a,2b,3 .4 5et6

Figure 2. Structure génomique et différences d’épissage
entre les génes SMNI et SMN2 [17].

Des événements de conversion génique ont touché les deux
genes, ce qui a conduit a une variation du nombre de copies de
chaque géne.

Le géne SMNI1 se distingue du géne SMN2 uniquement par 5
paires de bases, 1 dans I’intron 6, 1 dans I’exon 7, 2 dans I’intron
7 et 1 dans I’exon 8. Ces différences n’ont aucun effet sur la
séquence en acides aminés de la protéine car elles sont silen-
cieuses [7,15,17].

Les ARNm obtenus a partir des ces deux genes sont identiques
a I’exception de 2 nucléotides situés dans les exons 7 et 8. Plus
précisément, une transition en position +6 de I’exon 7 est res-
ponsable de I’épissage alternatif de I’ARN pré-messager du
gene SMIN2 (figure 2).

Quand le nucléotide est une cytosine (C) comme dans le géne
SMNI1, I’exon 7 est reconnu et inclus dans la protéine. S’il s’agit
d’une thymine (T), comme dans le géne SMN2, I’exon 7 est
exclus de la majorité des ARNm (figure 2).

L’analyse comparative des séquences de la région promotrice
des génes SMIN1 et SMN2 a montré que ces derniers étaient
régulés par des promoteurs ayant des séquences et des activi-
tés quasi-identiques [16], sauf pour le nombre de dinucléotides
(CA) situé en position 2307 et correspondant au marqueur po-
lymorphique C272 (DSF150S1 et S2) [11], qui était de 26 et 21
dans les génes SMN1 et SMN2 analysés respectivement. Une
région de 150 pb en amont du site d’initiation contient les sé-
quences nécessaires pour une activité minimale du promoteur
[18]. Plusieurs études ont conclu que le segment de 750 pb,
s’étendant entre -450 et +300 pb par rapport au site d’initiation
de la transcription, permettait 1’activité transcriptionnelle maxi-
male pour les génes humains SMN1 et SMN2 [19]. Une TATA
box a été aussi localisée dans la région promotrice a -249 pb a
partir du site d’initiation de transcription [20].

Le promoteur de SMN contient aussi des sites de liaisons pour
les protéines de la famille Sp, les facteurs de transcription c-
Fos, c-Jun, CREB (c-AMP Response Element Binding protein)
CREB : CRE-I (-443 [...]-TGACGACA-[...] -332) et CRE-II
(+210[...]-TGACGACT]...] +283) (figure 3). Il s’avere que le
site CRE-II est essentiel pour I’expression du géne SMN [21].
Une mutation sur ce site entraine une diminution importante de
I’activité du promoteur de SMN. Par ailleurs, il a ét¢ démontré
que la surexpression de la protéine CREB augmenterait de 4 fois

Les aspects génétiques des amyohtrophies spinales proximales

M

~
~N-

CRE (LS ey St CREM

CRE consensus: TGACGTCA
CRE4: TGACGACA
CREAI: TGACGACT

Figure 3. Diagramme schématique de la région comprise
entre -450 et +300 su promoteur du géne SMN2 [21].

I’activité de ce promoteur suggérant que ces derniers pourraient
participer a la régulation de I’expression du géne SMN. Toutes
ces molécules sont capables de moduler I’activité du promoteur
[21].

Des sites consensus de liaison pour AP-1 et CE (cAMP-res-
ponsive element) de I’AMPc ont été retrouvés au niveau des
positions -21,-704, -21,-465 et -2741. Plusieurs sites de liaison
consensus pour des facteurs de transcription impliqués ou asso-
ciés a la différenciation et / ou la survie des cellules neuronale
tel AP-2 (Activator protein 2) [22], E2F-1 [23], GATA-2, HNF-
3 [24], N-Oct-3 [25] et YY1 [26] ont été aussi localisés dans
cette région (figure 3). Il a également été€ noté la présence d’un
¢lément de régulation du géne de I’interféron (IRE AAAAAG-
GAAAGGA) [27] dans la région promotrice minimale de SMN,
65 nucléotides en amont du site d’initiation de transcription.
Les répétitions (CA) de la région promotrice ont la possibilité
d’adopter in vitro une conformation d’ADN-Z conférant un
effet régulateur sur la transcription génique [28]. En outre, se-
lon certains auteurs, la différence dans la taille de la répétition
(CA) de la région promotrice des génes SMN1 et | SMN2 peut
étre utilisée pour estimer le nombre de copies de ces génes.
Les analyses combinées de I’exon 7 de SMN et le marqueur
C272 ont révélé une association entre le nombre de copies de
SMNC et le phénotype SMA [7,15].

REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE
DES GENES SMN1 ET SMN2

L’analyse des transcrits dérivés de SMN1et de SMN2 a révélé
la présence d’un épissage alternatif de I’exon 7 spécifique du
géne SMNc. La transition d’un seul nucléotide dans I’exon 7
de SMN2 (c.840C> T p.Phe280Phe) par rapport a SMNI1 pro-
voque la formation d’une grande proportion d’ARN messagers
sans exon 7 codant une protéine SMNA7 non fonctionnelle.
Cependant, environ 10 % des ARNm de SMN2 sont normaux
et peuvent étre traduits en une protéine SMN de pleine lon-
gueur. Et ¢’est ainsi que SMN2 compense partiellement une
délétion homozygote de SMN1 [15].

Deux hypotheses ont été émises pour expliquer la modifica-
tion du profil d’épissage du géne SMN2 par rapport au geéne
SMNI1. D’une part, la substitution de la cytosine en thymine
dans I’exon 7 crée un €lément inhibiteur de 1’épissage (exonic
splicing silencer ou ESS) permettant la fixation d’un répres-
seur de 1’épissage, hnRNP-A1 sur I’exon 7 du géne SMN2 in-
duisant I’exclusion de 1’exon 7 dans les transcrits SMN [29]
(figure 4). 11 a aussi été¢ démontré récemment que cette subs-
titution nucléotidique favorise la création d’un site de liaison
de type TTTTA pour la protéine Sam68 qui en interagissant
avec la partie C-terminale du facteur hnRNPA1 déclencherait
I’excision de 1’exon 7 [30].
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Figure 4. Régulation de I’épissage de SMN1 et SMN2 [17].

D’autre part, cette méme substitution entraine 1’interruption
d’un ¢élément important de [’épissage. Il s’agit d’un ESE
(Exonic Splicing Enhancer ou ESE) essentiel a I’inclusion de
I’exon 7 dans I’ARN mature. D’habitude, ce site non muté in-
teragit avec la protéine SR (SF2/ASF) un facteur activateur de
I’épissage. L’ESE portant la variation n’est plus reconnu par
cette protéine [31,32] (figure 4). De plus, cette transition dans
I’exon 7 du géne SMN2 réduit d’un facteur deux la force du
site 3” d’épissage sans jamais I’abolir. Néanmoins, cette mo-
deste réduction ne peut pas a elle seule entrainer I’exclusion
massive de I’exon 7 dans les transcrits issus du géne SMN2.
Par ailleurs, dans la partie centrale de ’exon 7, un ESE riche
en purine est reconnu par le facteur d’épissage SR Htra2-B1
et un certain nombre d’autres protéines d’épissage (SRp30c,
hnRNP G, et RBM) (figure 4). Ces protéines ont un rdle dans
I’inclusion de I’exon 7 et sont vraisemblablement respon-
sables des 10 % de transcrits SMN2 correctement épissés. De
plus, il a été démontré que la surexpression de Htra2-p1 res-
taure ce méme niveau a pres de 80 % [33]. Plusieurs études
ont montré que les 6 premiers nucléotides de la partie 3° de
I’exon 7 constituent également un site ESS. Cependant, aucun
facteur d’épissage se liant a cet élément n’a été identifié¢ pour
le moment [34]. Les travaux réalisés par Chen et al. [35] ont
montré que les modifications de pH intracellulaire pouvaient
aussi moduler 1’épissage de 1’exon 7 du géne SMN2 dans les
cellules de patients atteints de SMA, et qu’un pH bas augmen-
terait I’excision de 1’exon 7 ainsi que 1’expression de hnRNP
Al et Sam68, alors qu’un pH élevé permettrait I’inclusion de
I’exon 7 [35].

Le transcrit tronqué, ne possédant pas 1’exon 7, code une pro-
téine amputée des 16 acides aminés de la partie C-terminale. Il
est appelé SMNA7. Par ailleurs, il a été constaté, récemment,
que les niveaux de la protéine SMN exerceraient un rétrocon-
trole sur 1’épissage de 1’exon 7 dans les transcrits SMN. Ainsi,
une faible expression de la protéine SMN induirait une dimi-
nution de I’inclusion de I’exon 7 [36].

REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE
CHEZ LES PATIENTS PRESENTANT UNE SMA

Le phénotype SMA résulte probablement de 2 événements :
une mutation du géne SMNI et une déficience constitutive
du géne SMN2 qui conduit a la production d’une quantité in-
suffisante de la forme intacte de la protéine SMN. La forme
tronquée SMNA?7 issue de ce géne étant produite de fagon
prédominante. Il existe une étroite corrélation inverse entre la
sévérité clinique de la maladie et la quantité de protéine intacte
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codée par SMN2 [37, 38].

Les ARNm complets sont donc presque exclusivement pro-
duits par le géne SMNI, alors que la forme prédominante co-
dée par le géne SMN2 (90 % environ) est dépourvue de I’exon
7 [39]. L’ARNm tronqué SMNAexon7 code une protéine rac-
courcie instable in vivo.

Plusieurs travaux ont montré I’existence d’un élément actif en
cis dans la région régulatrice du promoteur [40,41] impliqué
dans le contréle de la transcription au cours de la différen-
ciation cellulaire mais également au cours du développement
[40]. Le site utilisé pour déclencher la transcription varie en
fonction de I’origine feetale ou adulte du tissu. La protéine
SMN exprimée pendant la phase foetal est codée en grande
partie par le géne SMN1 qui est transcrit en un ARN plus long
contenant 1’exon 7. Ce qui explique pourquoi la SMA se ma-
nifeste si précocement chez les patients les plus sévérement
affectés. Les facteurs de transcription capables de se lier a la
région promotrice de SMN1 ou SMN2 varient en nombre et en
nature selon les types cellulaires considérés.

Parmi les ¢léments cis régulateurs de 1’épissage, I’élément 1,
localisé dans I’intron 6, parait responsable de 1’épissage de
I’exon 7 de SMN. Lorsque cet élément 1 est muté, une hausse
de I’inclusion de I’exon 7 est observée [41]. Le déchiffrage des
mécanismes fondamentaux régulant la transcription de SMN
pourrait conduire a la découverte de traitements susceptibles
d’augmenter 1’expression du géne SMN2 et de diminuer par
conséquent la sévérité du phénotype SMA des patients atteints
d’amyotrophie spinale progressive en tenant compte du type
de mutation porté par SMNI.

LA PROTEINE SMN

La protéine SMN est une protéine ubiquitaire de 294 acides ami-
nés, ayant un poids moléculaire de 36 kD. Elle est composée de
plusieurs domaines distincts : une région de liaison aux acides
nucléiques codée par I’exon 2b [42], un domaine Tudor codé par
I’exon 3 important pour I’interaction de la protéine SMN avec
des protéines contenant des motifs riches en arginines-glycines
(RG) [43], un domaine majeur d’oligomérisation de la protéine
qui avec la région constituée par de multiples paires tyrosine-
glycine [44], codée par I’exon 6, sont les régions les plus conser-
vées de la protéine SMN [26] et une région riche en prolines
polyproline codée par les exons 4 et 5 [7,45]. Les polypeptides
qui posseédent ce domaine interviennent dans la polymérisation
de I’actine ou sont des ligands des profilines [PFN] [41]. Le do-
maine polyproline de la protéine SMN normale interagit avec
le site de liaison correspondant des PEN [46]. Il se pourrait que
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I’oligomérisation de SMN serait nécessaire non seulement a
I’expression de sa fonction mais aussi a son transport entre le
cytoplasme et le noyau et qu’elle serait modulée par les PFN et
plus particulierement par la PFN II neuronale. Ce fait permet-
trait d’expliquer, au moins en partie, pourquoi le défaut d’une
protéine ubiquitaire comme 1’est SMN, provoque une dégéné-
rescence spécifique des motoneurones alors que les autres cel-
lules restent intactes, en cas de SMA.

Larégion C -terminale de SMN est la plus hautement conservée
au cours de 1’évolution, elle est requise pour son homo oligo-
mérisation [47]. Sa liaison efficace aux protéines Sm [48]et sa
propre translocation dans le noyau [49] ont démontré qu’une
protéine en doigt de zinc essentielle, appelé ZPR1, est égale-
ment importante pour la localisation nucléaire de la protéine
SMN.

De nombreuses études ont montré qu’il existe deux domaines
indispensables pour ’homodimérisation de la protéine SMN :
un mineur codé par I’exon 2 et un majeur codé par I’exon 6
[47,50]. Les mutations qui interrompent I’homodimérisation
et la formation du complexe multimérique exposent les mono-
meres mutants a la dégradation cellulaire [51].

La protéine SMN est présente a la fois dans le cytoplasme et
dans le noyau des cellules. Dans ce dernier, elle est localisée
dans des structures particuliéres, appellées gems pour « gemini
of coiled bodies » [48]. 1l s’agit de structures nucléaires de 0,1 a
1 um de diametre. Ces gems semblent étre étroitement associées
aux coiled bodies (CB) ou corps spiralés nucléaires. La protéine
SMN appartient a un complexe multiprotéique composé de
SMN sous forme oligomérisée, de Gemines (Gemin 2 a Gemin
8), d’Unrip (Unr-interacting protein) [52,53] et de protéines Sm
(RNA binding proteins). Le complexe SMN intervient dans
I’assemblage des snRNP (small nuclear ribonucleoproteins) du
splicéosome dans le cytoplasme. Il permet la liaison des pro-
téines Sm aux snRNAs du splicéosome dans le cytoplasme. Les
snRNP ainsi formés pourront subir une hyperméthylation de la
coiffe et une maturation de I’extrémité 3’ ensuite sont importés
dans le noyau. Dans le noyau, les snRNP participent a I’épissage
des ARN pré-messagers [14 ,54]. Zhang et al. [S5] ont montré,
dans des modeles murins, que le déficit en protéine SMN est
responsable de défauts d’épissage de divers genes et dans diffé-
rents tissus tels que la moelle épinicre, le cerveau et le rein, sug-
gérant que la SMA est une maladie générale de 1’épissage [55].
Par ailleurs, d’autres études ont suggéré un role spécifique de
la protéine SMN dans les cellules neuronales. Des études, chez
le zebrafish et chez des modéles murins de SMA, ont montré
un roles pécifique de la protéine SMN dans la croissance neuri-
tique, la différenciation neuronale, la maturation des voies axo-
nales et le développement de la jonction neuromusculaire [56].

Plusieurs isoformes de la protéine SMN sont produites suite aux
épissages alternatifs de certains exons du géne SMN. La forme
compléte, issue du géne SMNI est majoritaire. Le gene SMN1
code aussi pour I’isoforme axonale des motoneurones, appelée
a-SMN, elle résulte de la rétention de 1’intron 3 [57].

La forme SMNA7 codée par le géne SMN2 est instable et inca-
pable de se lier a d’autres protéines, ni de constituer des homo-
dimeres. Cette forme tronquée possede un signal de dégradation
sur ces 15 derniers acides aminés [30,39].

Dans la SMA, les interactions entre SMN et les protéines Sm
sont perturbées et peu fonctionnelles. En effet, ce sont les exons
6 et 7 du gene, ou siégent la plupart des mutations retrouvées
chez les patients atteints de SMA, qui codent les domaines de
liaison de SMN aux protéines Sm. De plus, il a été constaté que
la mobilité des snRNPs augmentait en absence de SMN, ce qui
altere la formation du splicéosome et ses intéractions avec ses
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différents partenaires [58,59].
LES MUTATIONS DE SMN

La région chromosomique 5 q11.2-13.3 est d’une trés grande
instabilité et elle est propice a ’apparition de mutations sur-
tout a type de délétions. L’importante fréquence de néo-mu-
tations chez 2 % des patients atteints de SMA est secondaire
a des crossing-over inégaux survenant entre unités répétitives
au cours des méioses paternelles a 1’origine de délétions et de
duplications de tailles variables.

Une grande majorité (95-98 %) des patients SMA ont des dé-
I1étions homozygotes des exons 7 et 8 de SMNI1 [7] ou une
conversion de SMN1 en SMN2 et les 2 % -5 % restants sont
hétérozygotes composites pour une délétion de SMNI1 ou une
conversion de SMN1 en SMN2 et une mutation intragénique
[7,60,61], avec une fréquence plus élevée dans le type I que
dans des types II et II1.

De nombreux travaux ont montré que les délétions emportant
tout ou une grande partiec du géne et méme des génes avoisi-
nants sont plus fréquentes dans les formes sévéres [62]. La
plupart des mutations faux-sens sont localisées dans une ré-
gion trés conservée des exons 6 et 7. Il a été démontré que ces
mutations réduisent la capacité d’oligomérisation de la pro-
téine SMIN [41,63].

Les mutations intragéniques de petite taille de SMN1 sont
beaucoup moins fréquentes que des délétions complétes de
SMNI1 et les conversions géniques de SMN1 en SMIN2 [64].
Plus de 40 mutations ont déja été identifiées, parmi lesquelles
des mutations non-sens et faux-sens, des décalages du cadre de
lecture, des délétions, des inversions et des mutations dans un
site d’épissage. La plupart des mutations faux-sens sont loca-
lisées dans une région trés conservée des exons 6 et 7(Y272C,
T2741, G275S et G279C/V). Ces mutations perturbent les
fonctions de la protéine SMN [42]. La mutation E134K est
une autre mutation fréquemment retrouvée. Il semble qu’elle
abolirait I’interaction de la protéine SMN avec certains de ses
partenaires protéiques telles que les protéines Sm [42].

Ogino et Wilson [65,66]ont souligné la persistance du pro-
bléme de la nomenclature des petites mutations intragéniques
de SMNI1, notant que les appellations publiées pour de nom-
breuses mutations étaient en contradiction avec les directives
de la nomenclature standard [67,68]. A titre d’illustration de
cette variance, il a été souligné que la mutation 439delGAAGT
(600.354,0009), qui a été signalée comme 425del5 par Sossi et
al.[69], I’a été comme aux 472del5 par Brahé et Bertini [70].

CORRELATIONS PHENOTYPE ~-GENOTYPE

Les différentes formes cliniques de la SMA sont associées a
une sévérité treés variable. Cette sévérité est corrélée au taux
de la protéine SMN. C’est ainsi que les formes les plus sé-
veres sont associées a des faibles taux de protéine [36]. En
effet, les patients présentant une forme séveére ont un taux
de protéine SMN compris entre 5 et 20 % par rapport a une
population normale et pour environ 50 % des patients atteints
de SMA de type II, ce taux est compris entre 30 et 80 %. Par
ailleurs, ces réductions du niveau d’expression de la protéine
SMN sont corrélées avec le nombre de copies de SMN2 et
I’étendue des altérations des génes NAIP et p44 [71].

LES GENES MODIFICATEURS DANS LA SMA

1. Le nombre de copies de SMIN2
Le nombre de copies de SMN2 influence la sévérité du phéno-
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type. Plus ce nombre est bas, plus le phénotype est sévére pour
un individu présentant une délétion homozygote du géne SMNI.
En effet, en raison de la nature instable de la région contenant
le locus SMA, les patients qui présentent, majoritairement, une
délétion du géne SMNI peuvent porter un nombre variable de
copies du géne SMN2 influengant la sévérité de la maladie [71].
Le nombre de copies de SMN2 dans le génome varie entre 0 et
8. De nombreuse études ont démontré une relation inverse entre
le nombre de copies de SMN?2 et la gravité de la maladie [7, 36,
72, 73].

Les patients présentant une forme modérée de SMA ont un
nombre de copies SMN2 plus élevé que les patients ayant une
forme grave de SMA.

Les patients atteints de SMA de type I et II (96 % et 94 % res-
pectivement) présentent une délétion homozygote du gene
SMNI1 plus fréquemment que chez les patients atteints de SMA
III (86 %). Alors que la majorité des patients SMA de type I sont
porteurs de réelles délétions de SMN1, la majorité des patients
de type SMA 1I et III présentent une absence du géne SMN1
a I’état homozygote en raison de la conversion de SMNI1 en
SMN2. Il y a donc augmentation du nombre de copies du géne
SMN2 [71,74]. Les patients SMA de type II ont une délétion
de SMNI sur un chromosome et une conversion de SMNlen
SMN2 sur I’autre chromosome (trois copies de SMN2). Chez
les patients de type III, il existe une conversion de SMN1 en
SMN2 sur les deux chromosomes homologues (quatre copies).

Cette conversion intéresse soit le géne entier, soit sur une par-
tie de celui-ci. Dans ce dernier cas, des génes SMN hybrides
possedent en général I’exon 7 du géne SMN2 et I’exon § du
gene SMNI.

Une étude du nombre de copies de SMN1 et SMN2 exprimé
par la population générale et par les patients atteints de SMA
a prouvé qu’il peut y avoir conversion de SMN2 en SMNI et
que, dans la population générale, un haut nombre de copies de
SMN1 est associé a un faible nombre de copies de SMN2 [75].
Alors que la relation inverse entre le nombre de copies de
SMN?2 et la gravité de la maladie est généralement vraie dans
les SMA, quelques exemples d’exceptions a la régle ont été
repérés dans certaines familles. Par exemple, certains patients
présentant une SMA de type II et III possedent seulement deux
copies de SMIN2 au lieu des prévisibles trois ou quatre copies.
Le séquengage de SMN2 dans ces cas a révélé la présence
d’une mutation rare (SMN2 ¢.859G> C) dans 1’exon 7 [76,77].

2. La régulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle est un autre mécanisme pro-
posé pour expliquer les différentes sévérités observées chez
les patients atteints de SMA. En effet, il a été démontré que les
copies du géne SMN2 ne sont pas équivalentes d’un patient a
I’autre du point de vue fonctionnel. En effet, les quantités de
protéine complétes issues du géne SMN2 sont trés variables
[78]. Par exemple, la substitution de la base ¢.859G>C dans le
geéne SMN?2 a été identifiée chez différents patients. Ce simple
changement crée une nouvelle séquence ESE qui augmente le
nombre de transcrits complets, diminuant ainsi la sévérité du
phénotype [8,79].

Cette variante peut soit créer un site supplémentaire de liaison
des protéines SF2 / ASF pour promouvoir I’inclusion de exon7
[80] ou perturber un élément silencieux d’épissage dépendant
de hnRNPAT.

De plus, les copies du géne SMN2 différent d’un patient a
I’autre par leur méthylation. Ainsi, les porteurs de groupements
méthyles sur les flots CpG -290 et -296 sont plus atteints par la
maladie que les autres [80].
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3. Le géne NAIP

Le géne NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein) voisin
de SMN, est également dupliqué en miroir, code pour une pro-
téine intervenant [80] dans la différenciation et la survie des cel-
lules [81]. En effet, la protéine NAIP protége les neurones de la
mort induite par le calcium en interagissant avec I’hippocalcine
et peut aussi inhiber directement les caspases 3 et 7 [82].

45-50 % des patients présentant une SMA de type I et 18 % des
SMA de type II [80,83] présentent une délétion du géne NAIP.
L’absence de la protéine NAIP entraine la survenue précoce de
la mort motoneuronale et contribue donc a I’augmentation de
la sévérité clinique de la maladie [84].

Il a été rapporté que le nombre de copies du géne NAIP est
corrélé avec la sévérité clinique de la SMA. Les patients SMA
ayant un faible nombre de copies de NAIP ont des phénotypes
plus sévéres que les patients ayant un plus grand nombre de
copies [85,86]. De plus, le nombre de copies de SMN2 et
NAIP ont été associ¢es a 1’age d’apparition de la maladie et
au risque de déces et de survie des patients SMA [87] mon-
trant par conséquent que le nombre de copies et la structure de
SMN1, SMN2 et NAIP est important pour I’analyse du méca-
nisme moléculaire des SMA [88].

De nombreuse études ont cependant démontré que le géne
NAIP est plus fréquemment muté chez les patients affectés par
la SMA que dans la population générale, avec des délétions
homozygotes dans 45-67 % des cas de SMA de type I et dans
20 a 42 % chez les patients de type 1I/SMA type I1I [89].

3.1. Le géne P44

Le géne P44 situ¢ a proximité de la région critique SMA [10]
est voisin du géne NAIP en position télomérique. Il code pour
I’une des sous unités du complexe de transcription TFIIH [15].
I1 est impliqué dans la transcription, le contréle du cycle cel-
lulaire et la réparation de ’ADN [90]. Le géne p44 pourrait
étre a ’origine dans les grands réarrangements génomiques
présents chez les patients présentant une SMA de type I [91].
Des délétions homozygotes de P44 ont été observées chez des
témoins. De plus, prés de 27 % des patients atteints de forme
sévere présentent des délétions de petite taille emportant uni-
quement le géne SMN, ou bien encore uniquement des muta-
tions intragéniques. Ce qui suggere que les délétions de NAIP
et de P44 seules ne sont pas impliquées dans la survenue d’une
SMA, mais que leur association avec une mutation du géne
SMN pourrait aggraver la maladie [91].

4. Le géne de la plastine 3 ou PLS3

En 2008, Oprea et al., [92] ont étudié six familles de SMA
dans lesquelles était observée une variabilité phénotypique.
Ces familles possédaient des femmes asymptomatiques por-
teuses d’une délétion homozygote du géne SMN1. Ces femmes
étaient porteuses du méme nombre de copies (3 ou 4 copies)
du géne SMN2 que leurs fréres ou soeurs malades. Cela sug-
gere qu’il existe d’autres modificateurs de la sévérité de la
maladie indépendants de SMN2. A partir d’analyses de trans-
criptomes, les auteurs ont mis en évidence, chez ces femmes,
une surexpression du géne PLS3 en comparaison avec leurs
apparentés malades.

Le geéne PSL3 est localisé sur le chromosome X et code pour
la plastine 3, une protéine se liant & I’actine impliquée dans
la dynamique du cytosquelette. Elle joue un rdle important
dans I’axonogenese. L’équipe d’Oprea et al., a montré qu’une
surexpression de PSL3 dans des modéles animaux (souris et
zebrafish) corrigeait le défaut de croissance des axones associé
a la dégénérescence des neurones moteurs dans la SMA [92].
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Il est cependant possible que la propriété de modulation du phé-
notype par la PLS3 est age et sexe-dépendante alternativement,
la PLS3 ne peut pas en fait étre un modificateur majeur du phé-
notype de la SMA. D’autres facteurs moléculaires modificateurs
de gravité de la maladie dans le SMA indépendant de SMN2
doivent exister. Il est important d’identifier et de caractériser ces
nouveaux facteurs modificateurs pour le développement de nou-
veaux biomarqueurs de la SMA et des cibles pour le développe-
ment de stratégies thérapeutiques pour le SMA [93].

LE CONSEIL GENETIQUE DANS
LE CADRE DE L’ AMYOTROPHIE SPINALE

Le conseil génétique joue un rdle primordial pour prévenir
la récurrence de la SMA dans la famille, dont le diagnostic
préimplantatoire (DPI) reste la meilleure approche vu notre
contexte socioculturel.

La SMA est une maladie grave avec une fréquence relative-
ment élevée de porteurs hétérozygotes dans la population, et
un diagnostic génétique de cette maladie, un diagnostic préna-
tal et un conseil génétique sont disponibles [94].

Il est important de souligner qu’un diagnostic nosologique
peut étre posé rapidement, mais seule la confirmation géné-
tique permettra de donner un conseil génétique fiable. Dans
une affection autosomique récessive, chaque parent d’un en-
fant atteint est hétérozygote pour une anomalie du geéne en
cause. Pour un couple ayant un premier enfant atteint, le risque
de récurrence est de 25 % a chaque grossesse [94].

Dans DI’amyotrophie spinale, la fréquence d’hétérozygotie
est estimée a 1/50 environ. Ceci justifie que 1’on propose le
conseil génétique pour les apparentés du couple et la fratrie
d’un enfant atteint [95]. Lorsque la mutation est identifiée dans
la famille, le conseil génétique est aisé et il est possible de re-
chercher la mutation chez les apparentés a risque.

Mais, dans certains cas, la mise en évidence de la mutation
causale n’est pas toujours possible, avec les techniques ac-
tuelles. Dans ce cas, le conseil génétique est plus difficile. 11
est possible, si la famille est informative, de réaliser des études
indirectes, par I’analyse de microsatellites par exemple. Mais
le risque de recombinaison, non négligeable dans cette région,
rend cette méthode parfois peu fiable, en particulier si un dia-
gnostic prénatal est envisagé.

Dans certains cas, il existe des populations ou le risque d’étre
hétérozygote sera plus élevé. Une analyse génétique pourra
alors étre proposée au conjoint, soit pour une étude compléte
du géne ou alors, plus fréquemment, pour la recherche de cer-
taines mutations spécifiques de la région d’origine [95].

Un conseil génétique doit étre mis a la disposition de toute per-
sonne le demandant (ayant des antécédents de SMA ou porteur
hétérozygote) [65]. Il est donc volontaire et nécessite un consen-
tement éclairé. Il est important que tous les individus soumis a
ce test comprennent que le porteur hétérozygote est un individu
sain, qui n’a aucun risque de développer la maladie, mais plutot
de la transmettre a sa progéniture. Un couple hétérozygote pour
la maladie doit étre clairement informé sur les risques d’avoir un
enfant malade suite a des grossesses actuelle ou future et sur la
possibilité d’un diagnostic prénatal ou préimplantatoire.

Le conseil génétique doit également inclure les informations
sur les limites du dépistage des porteurs hétérozygotes. Les
couples doivent aussi comprendre que le test ne peut pas prédire
la sévérité de la maladie (SMA type 1 ou de type II III) [95].
Une des délétions du gene SMNI peut étre apparue de novo
chez I’enfant ce qui modifie le risque de récurrence, qui n’est
plus celui d’une affection autosomique récessive classique.
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Il peut exister une mutation ponctuelle dans le géne SMN1, qui
sera a rechercher si le phénotype de I’enfant est évocateur, en
I’absence de délétion a I’état homozygote.

Une duplication en cis du gene SMNI : certaines personnes
dans la population générale présentent sur un all¢le une dupli-
cation du géne SMIN1 qui peut masquer une délétion sur I’autre
allele [1,96]. Cette particularité est surtout importante lorsque
des tests sont réalisés chez les apparentés asymptomatiques,
qui peuvent se retrouver avec un résultat faussement rassurant.
Certaines personnes portent une délétion homozygote du géne
SMNI1 et ont peu ou pas de signes de la maladie (indépendam-
ment du nombre de copies SMN2) ceci pourrait étre expliqué
par le role des génes modificateurs.

De ce fait, il est nécessaire d’étre prudent dans le conseil géné-
tique, méme quand celui-ci semble simple, et de discuter avec
le laboratoire effectuant 1’analyse en cas de doute [95,96].

La transmission des délétions du géne SMNI1 est autosomique
récessive. Environ 2 % des cas sont dus a des mutations de
novo [96]. Un conseil génétique doit étre proposé aux patients
et a leurs familles. Le diagnostic anténatal est possible par
I’analyse moléculaire des prélevements de choriocenthese ou
d’amniocenthése.

LES MODELES ANIMAUX DANS LA SMA

1. Les modéles murins

Pour comprendre le réle fonctionnel de SMN1 dans la SMA,
la production de mod¢les murins a été entreprise car aucune
mutation spontanée du géne SMN murin n’était disponible.
Plusieurs modéles murins de SMA ont été générés ces dix der-
nicres années. Ainsi, des souris déficientes en Smn (Smn-/-) ont
¢été obtenues par recombinaison homologue [97]. L’embryon de
ces souris se développe normalement au début mais présente,
ensuite, des altérations morphologiques et des dégénérescences
qui conduisent a la mort, indiquant que le géne SMN est essen-
tiel au développement embryonnaire et a la survie chez la souris.
Comme les souris invalidées pour le géne Smn ne peuvent pas
étre sauvées partiellement car le géne orthologue murin n’est
pas dupliqué, il est devenu indispensable de construire des mo-
deles transgéniques sophistiqués mimant la SMA.

Plusieurs stratégies ont permis de produire des modeles mi-
mant le phénotype des patients atteints de SMA. Monani
et al. [97] ont obtenu un modé¢le présentant des symptomes
identiques a ceux des malades atteints de SMA de type I, par
introduction du géene SMN2 humain entier dans des souris
Smn-/- [97]. Le géne SMN2 est donc capable de compenser
le phénotype de 1étalité embryonnaire de ces souris. De plus,
chez la souris, comme chez ’homme, une augmentation du
nombre de copies du géne SMN2 diminue la sévérité de la
maladie. Ainsi, I’introduction de 8 copies du gene SMN2 em-
péche le développement de la maladie [98].

Un autre modele murin de SMA a été obtenu par délétion
conditionnelle de 1’exon 7 du géne SMN murin en utilisant le
systéme de recombinaison Cre-loxP du bactériophage P1 [99].
Le géne de la recombinase Cre, exprimé sous le contrdle
d’un promoteur spécifique des neurones, permet d’induire la
délétion de I’exon 7 du géne SMN spécifiquement dans les
neurones.Ces souris développent des déficits moteurs séveéres,
des tremblements et une paralysie aprés quelques semaines et
meurent 3 a 5 semaines apres leur naissance [99].

Le méme systéme Cre/lox a aussi été utilisé pour cibler, spé-
cifiquement, le muscle et les souris mutantes ont présenté une
paralysie musculaire et une nécrose musculaire évoluant rapi-
dement vers la mort [100].

Jam vol. XXVI, N°4 Juillet/Aoiit 2016



SIFI K. et Coll.

2. La drosophile (Drosophila melanogaster)

Deux mode¢les de drosophile présentant des mutations ponc-
tuelles différentes sont été générés (Smn73Ao et SmnB ou
G202S et S201F respectivement) [101]. Ces mutations cor-
respondent a des mutations identifiées dans le géne SMNI de
nombreux patients atteints de SMA (Y272C, T2741 et G275S)
a I’origine d’une anomalie dans la dimérisation de la protéine
SMN. Les embryons qui ont présenté ces mutations ponc-
tuelles ont survécu jusqu’au stade larvaire mais ont présenté
des défauts de mobilité [101].

Un autre modele de drosophile a été généré a partir de mutations
hypomorphiques du géne SMN ayant entrainé des défauts dans
le vol et une désorganisation neuromusculaire sévere [102].

3. Le poisson zébre (Danariorerio)

In vivo, le poisson zebre est un modele exceptionnel d’observa-
tion du développement des motoneurones et des prolongements
axonaux. Il a été utilisé afin de montrer le réle de la protéine
SMN dans le développement embryonnaire des motoneurones
principalement par la technique d’ARN interférent basée sur
I’emploi des morpholinos [103]. Cette méthode permet de di-
minuer le taux de protéine SMN au début du développement
comme c’est le cas pour les patients atteints de SMA [103].
Cette diminution cause d’importants défauts dans la croissance
des motoneurones. Par contre, la diminution du taux de protéine
SMN ne semble avoir aucun effet sur les muscles, contrairement
a ce qui a été observé chez la drosophile [104].

4. Les autres modéles

La levure Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) a été le pre-
mier modele uni cellulaire utilisé chez les eucaryotes [105].
La levure S.pombe posséde un géne SMN : ySMN essentiel
a sa viabilité [106]. La surexpression de ySMN est délétére
pour S. pombe, mais n’est pas 1étale et conduit a des retards de
croissance contrairement a la surexpression de hSMN chez S.
pombe qui est 1étale [106].

Caenorhabitis elegans est un modele d’étude qui combine
les avantages des organismes complexes (pluricellulaires) a
des caractéristiques physiologiques qui en font un organisme
particulierement bien adapté a la neurobiologie. En effet,
C. elegans possede un systéme nerveux simple avec moins de
100 motoneurones chez I’adulte [107]. Il posséde également
un gene SMN : CeSMN essentiel a la viabilité embryonnaire.
L’extinction de CeSMN, par la technique d’ARN interférence,
conduit & de nombreux défauts neuronaux, des mouvements
non coordonnés et a la stérilité [108]. Sa surexpression conduit
a la stérilité et a la étalité embryonnaire [108].

STRATEGIES THERAPEUTIQUES

Malgres les avancées thérapeutiques, les patients atteints de
SMA ne bénéficient d’aucun traitement curatif permettant une
guérison. Plusieurs stratégies, en cours d’étude, ont consisté a
augmenter le taux de protéine SMN pleine longueur en testant
des molécules candidates dans des cultures cellulaires. Par la
suite, ces composés ont été testés sur des modéles animaux
mimant la SMA visant ’activation de 1’expression du géne
SMN2, la modification de 1’épissage des transcrits SMN2 par
I’augmentation du taux d’inclusion de I’exon 7 dans le trans-
critSMN?2 ou la stabilisation de la protéine SMN.

D’autres stratégies impliquent 1’identification de molécules
ayant un role protecteur des motoneurones présentant des
taux faibles de protéine SMN tels le remplacement du gene
SMNI par thérapie génique et I’introduction de motoneurones
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ou des cellules musculaires par ’emploi de cellules souches
embryonnaires [109].

ACTIVATION DU GENE SMN2 PAR L’UTILISATION
DES INHIBITEURS D’HISTONES DEACETYLASES

Plusieurs études ont montré que des composés capables d’in-
hiber les histones déacétylases (HDAC), enzymes qui déacéty-
lent et limitent la transcription des génes [110,111], pouvaient
augmenter la synthése de la protéine SMN. Certains de ces in-
hibiteurs sont capables d’activer le promoteur du géne SMN2
par la modification du taux d’acétylation des histones de ce
dernier [112,113].

Parmi ces composés, nous avons 1’acide valproique, le bu-
tyrate de sodium , le phénylbutyrate, le benzamide M344, la
trichostatine et le SAHA (suberoyl anilidehydroxamic acid).
Ces ¢études ont montré que ces composés sont capables d’aug-
menter le taux d’ARNm de la protéine SMN, dans des lignées
dérivant de cellules de patients atteints de SMA, en activant le
promoteur du géne et dans certains cas en favorisant I’inclu-
sion de I’exon 7 dans le transcrit du gene SMN2.

L’acide valproique atténuerait la mort des motoneurones, aug-
menterait les fonctions motrices des souris SMA [114] ainsi
que le niveau de la protéine SMN dans des cultures de fibro-
blastes de patients atteints de SMA [115]. Ce qui déclenche
une atténuation de la perte des motoneurones et une correction
partielle des fonctions motrices [114]. La trichostatine A est un
inhibiteur des HDAC plus puissant et plus spécifique que les
autres composés utilisés jusqu’alors [115]. L’acide valproique
(USA) [113] et le phénylbutyrate (Italie) en phase d’étude cli-
nique chez I’homme ont montré une augmentation de la force
musculaire chez les patients atteints de SMA de types III et
IV. Le phénylbutyrate semble étre bien tolérée par les patients
mais n’a pas montré d’efficacité [113].

D’autres molécules, différentes des HDAC, auraient la capacité
d’activer I’expression du gene SMN2. L’hydroxyurée augmente
le taux d’expression du transcrit SMN2, de la protéine SMN et
des Gems dans des cultures de cellules provenant de patients
atteints de SMA. Cette augmentation varie en fonction de la
concentration d’hydroxyurée et de la durée de traitement des
cellules. Cependant, des essais thérapeutiques de phases II/I11 de
I’hydroxyurée, randomisés, en double aveugle, contre placebo
réalisés au Japon [115] et aux USA, n’ont pas mis en évidence
les effets cliniques bénéfiques de ce médicament [115].

Deux composés : la quinazoline et 1’indole augmenteraient
également le taux de protéine SMN et le nombre de Gems dans
des cellules provenant de patients atteints de SMA. De plus,
il semble que les effets de ces deux molécules s’additionnent
lorsqu’elles sont utilisées conjointement [116].

INCLUSION DE I’EXON 7 DANS LE TRANSCRIT
ISSU DU GENE SMN2

Une augmentation du taux de protéines pleine longueur peut
aussi &tre obtenue par I’utilisation de molécules entrainant
I’inclusion de I’exon 7 dans les transcrits SMN2. L’aclarubi-
cine favoriserait I’inclusion de 1’exon 7 dans I’ARNm de SMN
dans des fibroblastes de patients présentant une SMA ou du
modele de souris SMA [117]. Cependant, la toxicité élevée de
cette molécule ne permet pas de I’utiliser comme traitement.

Le salbutamol (albuterol) a permis une augmentation rapide et
significative des transcrits SMN2 pleine longueur dans des fi-
broblastes de patients atteints de SMA, en favorisant I’inclusion
de I’exon 7[118]. Au cours d’un essai pilote, le salbutamol avait
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déja montré des effets bénéfiques chez des patients atteints de
SMA sans causer trop d’effets indésirables [119], cette molécule
pourrait donc étre adaptée a un traitement clinique. D’autres
composés présentent des effets similaires: le 5-(Nethyl-N-
isopropyl)-amiloride (EIPA) [120] et certains polyphénols.

De nombreuses stratégies non pharmacologiques, utilisant des
oligonucléotides et des oligoribonucléotides antisens, ont éga-
lement été utilisées pour favoriser I’inclusion de 1’exon 7 dans
les transcrits SMN2 : I'utilisation d’oligonucléotides antisens
réduisant la reconnaissance du site 3’ d’épissage de I’exon 8
augmente 1’incorporation de I’exon 7 dans les transcrits SMN2
[121]. L'utilisation d’oligonucléotides antisens contenant des
groupement 2’-O-methylphosphorotioate ou des petits ARN U7
modifiés portant des séquences anti-sens spécifiques a I’ARNm
SMN?2, dans des réactions d’épissage in vitro ou introduits dans
des cellules en culture, bloquent I’acces a la jonction intron7-
exon 8 ou dirigés contre des éléments silencieux d’épissage
(ISS) [122] conduisent a une augmentation de 1’inclusion de
I’exon 7.

Des oligonucléotides antisens hybrides ont également été
¢étudiés. Ces oligonucléotides, complémentaires a 1’exon 7,
contiennent des ¢léments reconnus par des facteurs activateurs
de I’¢épissage de I’exon (ESE). Ils restaurent I’incorporation de
I’exon 7 dans les transcrits SMN2 de fibroblastes de patients
atteints de SMA.

Des oligonucléotides, complémentaires a I’exon 7, ont égale-
ment été couplés a des effecteurs synthétiques mimant les fonc-
tions des protéines SR, activatrices d’épissage. Ces molécules,
nommées ESSENCE (Exon-Specific Splicing Enhancement by
Chimeric Effectors), sont capables de stimuler 1’inclusion de
I’exon 7 dans les transcrits SMN2 au cours de réactions d’épis-
sage in vitro et dans des fibroblastes de patients SMA [123].
L’épissage en trans est un processus naturel mais rare chez
les mammifeéres. Il implique un épissage entre deux transcrits
produits séparément. L'utilisation de ce procédé offre la pos-
sibilité de corriger une mutation dans I’ARN pré-messager
et de produire un ARNm sauvage. En effet, un ARN en trans
contenant une région antisens a I’ARN pré-messager, des sites
d’épissage et les exons nécessaires a la réparation de ’ARN
pré-messager permet, par remplacement des exons, 1’élimina-
tion de la région mutée de I’ARN pré-messager défectueux et
la production d’'un ARNm sauvage. Cette technique permet
I’épissage en trans du transcrit SMN2 dans des fibroblastes
issus de patients grace a des ARN produits a partir de vecteurs
viraux dérivés des adénovirus [124].

STABILISATION DE LA PROTEINE SMN
ET AUGMENTATION DE SA TRADUCTION
A PARTIR DU GENE SMN2

L’indoprofen est un composé qui permet I’augmentation de la
production de la protéine SMN a partir du géne SMN2. Ce com-
posé n’agirait pas au stade transcriptionnel mais augmenterait
plutdt efficacité de la traduction des transcrits SMN2 [125].
Les aminoglycosides auraient également la capacité d’aug-
menter le taux de protéine SMN et de Gems dans des fibro-
blastes dérivés de patients atteints de SMA [126]. Ces compo-
sés seraient capables d’induire le franchissement des codons
stop par les ribosomes et donc de permettre la synthése d’une
protéine entiére. Malheureusement, I’indoprofen comme les
aminoglycosides ont une faible capacité de pénétration dans
le systéme nerveux central, les rendant pour I’instant inutili-
sables pour traiter des patients atteints de SMA.
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NEUROPROTECTION

Pour protéger les motoneurones, des substances pharmaco-
logiques ont été sélectionnées pour leur effet connu dans des
maladies neuro-dégénératives ou a partir de criblages de mo-
lécules augmentant la survie des motoneurones en culture ou
stabilisant la pathologie sur un modéle animal. Les trois subs-
tances neurotrophiques, le riluzole, le TRO19622 et la cardio-
trophine-1 ont révélé un faible bénéfice sur la survie des souris
et sur la protection de la jonction neuro- musculaire [127,128].

THERAPIE GENIQUE ET REMPLACEMENT
CELLULAIRE

En 2004, L’injection de vecteurs lentiviraux (virus EIAV) por-
tant le gene SMN1 dans le muscle d’une souris SMA a permis
d’obtenir une expression durable du transgene et de prolonger la
survie de I’animal [129]. En 2010, un mod¢le murin mimant la
SMA sévere a été sauvé en utilisant un vecteur viral adéno-as-
socié auto-complémentaire, le sérotype 9 (scAAV9 ). Les souris
traitées ont survécues environ 400 jours, comparativement a 16
jours pour les animaux non traités. De plus, le SCAAVY a en-
trainé une diminution de la bradycardie et la dilatation associée
a une baisse de contractilité du coeur chez ces souris [130].
D’autres groupes ont reproduit cette approche en utilisant a la
fois les sérotypes 8 et 9. Ces deux virus adéno-associés ont été
construit pour apporter SMN1 aux 46motoneurones [131, 132,
133]. Cependant, les injections faites chez les souris ont donné
un effet maximal lorsqu’elles ont été réalisées le premier jour
apres la naissance puis cet effet a diminué rapidement avec
I’age. Les injections réalisées le cinquiéme jour n’ont donné
qu’un effet partiel et celles réalisées le dixiéme ont donné aucun
effet. Ceci implique que les thérapies géniques visant a augmen-
ter ’expression de SMN chez les humains devront étre coordon-
nées avec un dépistage clinique précoce.

La thérapie cellulaire pourrait étre obtenue par la transplantation
de cellules souches qui ont subi une maturation in vitro ou par
’activation des cellules souches endogénes du systéme nerveux
central. Les greffes de moelle osseuse et la transplantation de
cellules mésenchymateuses sont les seules thérapies cellulaires
actuellement en usage. Des progres significatifs ont été obtenus
chez des souris mimant la SMA suite a une transplantation de
cellules souches neurales primaires dérivées de la moelle épi-
nicre ou une transplantation de cellules souches embryonnaires
dérivées de précurseurs neuronaux [134].

Le nombre de copies des génes SMN1 et SMN2 peut moduler
la sévérité de la SMA ainsi que celle d’autres maladies du moto-
neurone. Il est actuellement bien établi que le nombre de copies
de SMN2 est inversement corrélé a la sévérité de la maladie
chez SMA. En raison de cette relation, SMN2 est une cible pri-
maire pour le développement de thérapies pour les SMA.
Toutes les approches, développées précédemment, ont porté sur
I’activation du promoteur de SMN2, I’augmentation de 1I’inclu-
sion de I’exon 7 et la stabilisation des protéines pour augmenter
I’expression de SMN2 [93]. Cependant, il est actuellement dif-
ficile de savoir si I’augmentation de 1’expression SMN1 ou de
SMN2 serait bénéfique ou nuisible. D une part, I’augmentation
de I’expression de SMIN fournit des bénéfices neuro-protecteurs
ades cellules en culture et a des modéles de souris transgéniques
présentant une sclérose latéral amyotrophique (SLA). D’autre
part certaines études génétiques ont suggéré que la duplica-
tion des SMNI augmente le risque de SLA sporadique. Des
études futures sont nécessaires afin d’évaluer la relation entre le
nombre de copies de SMN1 et SMN2, le risque et I’évolution de
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la SLA, de I’atrophie musculaire progressive (PMA) ainsi que
celle d’autres maladies affectant le motoneurone [93].

CONCLUSION

Les amyotrophies spinales sont d’une grande hétérogénéité cli-
nique et pronostique. Le diagnostic de certitude repose sur la
découverte d’une délétion du gene SMN1 dans 95 a 98 % des
cas. Le conseil génétique joue un role primordial pour prévenir
la récurrence de cette maladie dans la famille, dont le DPI reste
la meilleure approche vu notre contexte socioculturel.
Actuellement, il n’existe pas de traitement curatif permettant
de guérir I’amyotrophie spinale. La connaissance de la pa-
thogénie de cette affection a permis de dégager des stratégies
thérapeutiques rationnelles qui pourront étre testées sur les
modeles développés. Les recherches dans les domaines phy-
siopathologique et thérapeutique sont tres étroitement liées et
trés prometteuses.
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