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RESUME DE LLA THESE

Etude de suivi longitudinal  ponr la  détermination de  phénomenes

inflammatoires dans les membres inférieurs d'un modéle nmurin de calpainopathie

ous avons signifié que de précédents travaux ont mis en évidence une myosite a éosinophiles ou des

infiltrations inflammatoires riches en macrophages a des stades précoces chez certains patients

souffrant de calpainopathie, avec un réle important des éosinophiles dans les dommages musculaires
observés lié¢ a une déficience en calpaine-3. Il est intéressant de faire remarquer que des phénomenes inflammatoires
ont aussi été observés chez des modeles murins de LGMD2A. C'est pourquoi nous avons décidé de mener une étude
préliminaire de suivi longitudinal de souris déficientes en calpaine-3 dgées de 2 mois a 8,5 mois (souris C57BL6/]J
Capn3-knock out comparées a des souris controle C57BL6/]) ; d'une part, par Imagerie 4 Résonance Magnétique afin
de visualiser 'apparition ou non d’une inflammation et si oui, de pouvoir évaluer sa progression dans les muscles des
membres inférieurs des animaux agés de 2, 4, 6 et 8,5 mois ; d'autre part, d'identifier et de quantifier les sous-
populations leucocytaires par cytométrie en flux, ainsi qu’identifier et comparer les cytokines et/ou chimiokines
exprimées dans un muscle sain et un muscle LGMD2A de ces mémes souris agées de 2 mois et 8,5 mois par une

analyse en PCR quantitative.

Le but de cette étude est d’obtenir une vision générale des phénomenes inflammatoires et de la cinétique des
leucocytes dans notre modéle murin de la calpainopathie afin de déterminer si I'utilisation de ce modele dans des études

immunologiques plus précises est judicieux.

Abnalyse de cohorte de patients 1.GMD2A ; Développement et évaluation

d'outils en thérapie génigue

Nous savons que les différentes mutations du géne CAPN3 peuvent avoir un impact soit sur 'expression de la
protéine calpaine-3, soit sur son activité enzymatique entrainant ainsi des phénotypes plus ou moins séveéres chez les
patients. Du fait que ’hopital la Timone a Marseille posséde une cohorte de plus de 300 patients porteurs de mutations
sur le gene CAPN3, réparties sur la totalité du géne, nous avons décidé de faire des analyses 7 silico de ces mutations,
a savoir leur fréquence, leur pathogénicité, leur impact sur I'épissage, leur impact sur I'expression et I'activité de la
protéine calpaine-3 afin de cibler les outils de thérapie génique les plus appropriés pour restaurer 'expression et/ou les

fonctions d’une calpaine-3 fonctionnelle.

Clest pourquoi, en parallele, nous avons décidé de développer et de tester des approches thérapeutiques sur des
lignées immortalisées de myoblastes issus de biopsie musculaire de patients LGMD2A. Les deux approches que nous

avons sélectionnées sont :

- La compensation intermoléculaire : en utilisant la propriété naturelle de la calpaine-3 de s'autolyser en 2
fragments Cter et Nter pour former des hétérodimeéres capables d’une activité enzymatique pour lyser ses substrats,
nous souhaitons pouvoir restaurer ou améliorer l'activité enzymatique de la calpaine-3 en compensant l'absence ou le
manque d'activité d'un des deux fragments autolytiques selon la mutation présente chez le patient (ici, selon la lignée

cellulaire) a I'aide d’un vecteur d'expression approprié;
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- La technologie SMaRT : pour rétablir I'expression et I'activité d’une calpaine-3 fonctionnelle, nous voulons
faire exprimer un ARNm chimere issu du #rans-épissage ne comportant aucune mutation en déviant le es-épissage grace
al'apport de molécules de trans-épissage contenant les exons 5 a 24 de 'ARNm du géne CAPN3 par transfection des

cellules et évaluer dans un premier temps son expression dans ces lignées de myoblastes humains mutées.



THESIS ABSTRACT

Longitudinal follow-up study to determine inflammatory phenomena in the

lower limbs of a monse model of calpainopathy

revious works highlighted an eosinophilic myositis or inflammatory rich-macrophages infiltrations in
early stages in certain patients suffering from LGMD2A, with an important role of eosinophils in the
observed muscular damage bound to a deficiency of calpain-3. It is interesting to point out that

inflammatory phenomena were also observed in mouse models of LGMD2A.

That is why we decided to lead a preliminary longitudinal follow-up study of calpain-3 deficient mice from 2-
months to 8,5 months of age (mouse C57BL6/] Capn3-knock out compared with mouse C57BLG6/]J as control) ; on
one hand, by Magnetic Resonance Imaging to visualize the appearance or not of an inflammation and if yes, being able
to estimate its progress in lower limbs muscles of animals at 2, 4, 6 and 8,5 months of age; on the other hand, to
identify and quantify subpopulations of leukocytes by flow cytometry, as well as identify and compare cytokines and\or
chemokines expressed in a healthy muscle and a LGMD2A muscle of these same 2-month-old mice and 8,5 month-

old mice by a quantitative PCR analysis.

The purpose of this study is to obtain a general vision of the inflaimmatory phenomena and the kinetics of
leukocytes in our mouse model of calpainopathy to determine if the use of this model in more precise immunological

studies is sensible.

Analysis of LGMD2.A patients' cohort; development and evaluation of tools

in gene therapy

"
Wc know that the various mutations of CAPN3 gene can have an impact cither on the expression of the

calpain-3 protein, or on its enzymatic activity so causing more or less severe phenotypes at patients.

Because Timone hospital in Marseille possesses a cohort of more than 300 patients carrying CAPN3 gene
mutations, distributed on all of gene; we decided to make 7z silico analyses of these mutations, worth knowing their
frequency, their pathogenicity, their impact on splicing, their impact on expression and activity of calpain-3 to target

tools of gene therapy the most suited to restore expression and/or functions of a functional protein.

That is why, in parallel, we decided to develop and to test therapeutic approaches on human immortalized

myoblast lineages stemming from LGMD2A patients' muscular biopsy. Two approach that we selected are:

- Intermolecular complementation: By using the natural property of calpain-3 to autolyse in 2 Cter and Nter
autolytic fragments to form heterodimer capable of an enzymatic activity for lyse its substrata, we wish we can restore
or we improve enzymatic activity of calpain-3 by compensating for the absence or lack of activity of one of the two
autolytic fragments according to mutation carried by patient (here, according to the cellular lineage) by means of an

appropriate vector of expression.
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- SMaRT technology: To restore expression and activity of a functional calpain-3, we want to make express
a chimeric mRNA stemming from #ans-splicing containing no mutation by diverting the cs-splicing thanks to the
contribution of molecules of #rans-splicing containing exons 5 - 24 of mRNA of CAPN3 gene by transfection of the

cells and to estimate at first its expression in these lineages of human myoblast carrying CAPN3 mutations.
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LA
CALPAINOPATHIE, LE GENE CAPNJ ET LA
PROTEINE CALPAINE-3



our commencer cette introduction, il est nécessaire de vous présenter bricvement
Porganisation anatomique du muscle squelettique ainsi que ses caractéristiques fonctionnelles car c’est

cet organe qui est affecté par la dystrophie musculaire des ceintures de type 2A.

A.LE MUSCLE SQUELETTIQUE'

Le muscle squelettique représente environ 35% de la masse totale d’un individu adulte. Cet organe fournit a
'organisme la puissance nécessaire pour réaliser des mouvements, il est un lieu de stockage d’énergie et il est un systeme
de thermorégulation. Le muscle squelettique posséde aussi une capacité remarquable qui lui est caractéristique, a savoir
une capacité de régénération grice a une coordination de divers processus cellulaires qui sont impliqués dans les cycles

de nécrose-régénération afin de restaurer le tissu musculaire. (Wosczyna and Rando, 2018).
1. ANATOMIE DU MUSCLE SQUELETTIQUE

Le muscle squelettique est formé de faisceaux musculaires, eux-mémes formés par des fibres musculaires, et il
est inséré sur 'os par I'intermédiaire des tendons (tissu fibreux élastique et solide). Un groupe de muscles est enveloppé
dans un tissu conjonctif, 'aponévrose, formant ainsi une loge musculaire. Les aponévroses sont extensibles en largeur,

soutiennent les cellules musculaires et leur impose de se contracter dans un axe précis.

Le muscle est parcouru de fibres nerveuses, chaque fibre musculaire étant en contact avec une seule terminaison
nerveuse qui va induire son activité. Les signaux émis sont transmis par les nerfs moteurs via le systeme nerveux
permettant une contraction volontaire (contracter le biceps fait plier le bras) ou involontaire (mouvement du

diaphragme pour maintenir la respiration) du muscle squelettique.

Pour finir, la vasculatisation est indispensable au bon fonctionnement du muscle. Les nutriments et 'oxygene
nourrissant le muscle sont transportés via les artéres, tandis que les veines vont permettre I’élimination des déchets
provenant du travail musculaire (acide lactique, dioxyde de carbone, etc.). Les vaisseaux sanguins vont former un fin

réseau de capillaires qui va irriguer chaque myofibre.

Le muscle étant capable de régénération, des cellules aidant a la réparation vont emprunter ce réseau vasculaire
pour accéder a 'espace interstitiel entre les fibres musculaires et ainsi assurer leur r6le de « nettoyeur ». Ainsi, a la suite
d’une blessure du muscle squelettique, la premiere réponse cellulaire est infiltration de cellules immunitaires comme
les macrophages qui sont majoritairement recrutés sur la zone blessée, ainsi que les éosinophiles puis plus tardivement
un sous-type de cellules T et les neutrophiles (pour plus de détails sur le systéme immunitaire, se référer au chapitre

2.AII) (Wosczyna and Rando, 2018)

! Source : https://www.afm-telethon.fr/sites/default/files /le muscle squelettique 0306.pdf
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II.  CARACTERISTIQUES FONCTIONNELLES

Le muscle squelettique posséde de nombreuses propriétés lui permettant d’assurer ses fonctions.
q que p prop p

11 est excitable : il percoit un stimulus et y répond. Ce stimulus est porté par un médiateur chimique,
P’acétylcholine, libéré par la terminaison nerveuse d’un nerf moteur. En réponse, la myofibre va produire un potentiel
d’action qui va se propager le long de sa membrane entrainant ainsi une contraction musculaire. Plus précisément,
I’événement déclenchant la contraction musculaire est une augmentation d’un facteur 1000 de la concentration
cellulaire en calcium. Le couplage excitation-contraction correspond aux mécanismes permettant cette forte

augmentation.

De plus, le muscle fait preuve d’élasticité. Lors d’une contraction, les myofibres se raccourcissent et lors du
relachement, elles reprennent leur longueur de repos. A linverse, lors d’un étirement, les myofibres vont étre capables
de s’étirer au-dela de la longueur de repos. Ces mécanismes assurent un role d’amortisseur lors des variations brutales

de la contraction.

Pour finir, le muscle fait preuve de plasticité en adaptant sa structure selon le type d’entrainement et le travail

qu’il doit effectuer. Il existe trois types de fibres musculaires :

- Les fibres de type I a contraction lente : sollicitées lors d’un exercice peu puissant et prolongé,
- Les fibres de type II a contraction rapide : utilisées lors d’un exetcice bref et puissant,

- Les fibres de type Ila : varient selon les muscles de 'organisme et I'individu.

Ainsi, le rapport fibres lentes/fibres rapides va évoluer en fonction de Ientrainement et du type d’exercice

pratiqué.

III.  DEVELOPPEMENT DU MUSCLE

Lors du développement embryonnaire, le muscle squelettique trouve son origine dans le mésoderme. Lors de
’enfance et de la puberté, le volume musculaire moyen va augmenter d’environ 20 fois. Cette croissance n’est pas liée
a 'augmentation du nombre de fibres musculaires, mais a 'augmentation de leur diameétre et de leur longueur grace a
la synthése active de nouvelles myofibrilles. Ces modifications sont soumises a des facteurs nerveux, mécaniques et

hormonaux.

ATinverse, avec le vicillissement, les muscles s’amincissent et leur force diminue. Une atrophie musculaire, une
perte de fibres musculaires et une diminution de leur taille peuvent étre occasionnées dans le cas ou le muscle n’est pas
assez sollicité ou inutilisé. Le phénomeéne de régénération ainsi perturbé peut aboutir a une accumulation de graisse, et
un aspect fibrotique. Nous pouvons ajouter que les dystrophies musculaires sont un exemple notable d’une

perturbation du processus de nécrose-régénération aboutissant a ce genre de phénotype musculaire.



IV.  ORGANISATION CELLULAIRE

La fibre musculaire, ou myofibre, est une cellule allongée qui peut mesurer jusqu’a plusieurs centimetres. Elle
posséde plusieurs noyaux (plurinucléée) disposés en périphérie de la cellule. Ces noyaux multiples résultent de la fusion

de cellule mononucléée, soit des myoblastes, soit des cellules satellites.

En effet lors de la myogenése, des cellules fusiformes a noyaux uniques, les myoblastes, vont fusionner entre
cux pour former un myotube ; leurs noyaux vont s’accoler et former une chaine centrale, les myofilaments se placant
en périphérie. Les myotubes vont ensuite se différencier en fibre musculaire mature ; les noyaux prennent une position

périphérique tandis que les myofilaments se localisent au centre de la fibre musculaire.

De plus, la fibre musculaire est entourée d’une membrane protectrice, le sarcolemme. Celui-ci présente des
invaginations tubulaires, les tubules T, réparties réguli¢rement le long de la fibre. Son cytoplasme, nommé sarcoplasme,
contient les organites nécessaires a son fonctionnement (réticulum sarcoplasmique trés développé, mitochondries,

etc.).

Quant au cytosquelette musculaire, il est composé essenticllement de myofibrilles. Chaque myofibrille est

composée d’une chaine d’unités contractiles répétitives responsables de la contraction des myofibres, les sarcomeres.
1. STRUCTURE DU SARCOMERE” (FIGINTRO 1)

La répétition des sarcomeres dessine, tout le long de la myofibrille, une striation régulicre, visible au microscope.
Chaque sarcomere est délimité par deux stries, les disques Z (de I'allemand zwischen « entre »), et est formé, notamment,
par des filaments protéiques : les myofilaments fins d’actine, qui forment la bande I (pour isotropique) et les
myofilaments épais de myosine, qui forment la bande H (de P'allemand heller « péle »), incluant en son centre la mince
ligne M (de Iallemand mittel, « centre »). La superposition des myofilaments d’actine et myosine forment la bande A

(pour anisotropique).
Les principaux constituants du sarcomeére sont :

- Laprotéine géante titine, qui va de la ligne Z a la ligne M, élastique et possédant de nombreux sites de liaison
aux protéines du cytosquelette. Elle joue un role structural majeur au niveau du sarcomeére, pour son
assemblage et le maintien de sa structure.

- L’alpha-actinine qui constitue la ligne Z.

- Les filaments d’actine sont les composantes principales des bandes T et s’étendent jusqu’aux bandes A. Les

molécules d’actine sont liées 2 la titine via 'alpha-actinine au niveau de la ligne Z.

2 Sources : AFM Téléthon, http://faculty.hce-nd.edu/lunfried/WWW(S2008) /B105(S08) /StudentNotes/Chapter-
12(StudNotes).pdf
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- Les filaments de myosines se retrouvent a travers la bande A et se superposent dans la bande H et de la ligne
M, au centre du sarcomére. Les molécules de myosines sont liées a la titine a ce niveau grice aux protéines
myomésines et protéines M.

- Drautres protéines importantes pour la stabilité de la structure du sarcomere se retrouvent dans la ligne Z et

la bande M.

Le muscle contient des faisceaux de fibres musculaires, qui elles-mémes possédent de
nombreuses myofibrilles. Le sarcolemme est une enveloppe protégeant la fibre
musculaire. Le sarcoplasme protége quant a lui la myofibrille. Une myofibrille est divisée
en é és eux-mémes de myofil qui sont les. Au sein de

la fibre, on trouve de nombreuses mitochondries ainsi que de nombreux noyaus.

Faisceau de cellules
musculaices (fibres)

A myofibille

mitochondgies
Une myofibrille

sarcoplasme

ol | . 7 3 - 2 1 Myofilament

Disque Z #——— Un sarcomére

—— Disque Z

Tubule T Réticulum
sarcoplasmique

BandeH DisqueZ

Filament fin d'actine
Filament épais de myosine

Filament fin d'actine — "
Filament élastique g W foem
de titine .

Filament épais de myosine -

e © e S s v 044 20 B Cimrgs

FIG INTRO 1 : Schématisation de la structure du muscle squelettique et d’un sarcomere

2. CONTRACTION ET RELACHEMENT DU SARCOMERE

La contraction du muscle est un mécanisme rendu possible grace a 'interaction entre 'actine et la myosine dans
la bande A, les myofilaments glissant les uns sur les autres. I’actine joue le role de la molécule « tractée » tandis que la
myosine est le « moteur » moléculaire tirant les myofilaments d’actine vers la bande M. Ce mécanisme est réalisé par
des milliers de tétes de myosine et permet de raccourcir un sarcomere de sa forme étirée a sa forme contractée. Pour

plus de détails sur ce mécanisme, vous pouvez vous référer a I’Annexe 2.



ans cette partie de Pintroduction, je vais vous présenter trés brievement la grande famille des
dystrophies musculaires des ceintures avant d’aborder plus en détails la pathologie qui est concernée

par les travaux présentés dans ce mémoire.

B. CALPAINOPATHIE OU LGMD2A (LIMB GIRDLE MUSCULAR

DYSTROPHY TYPE 2A)’
1. LES DYSTROPHIES MUSCULAIRES DES CEINTURES*

1. DESCRIPTION

Les dystrophies musculaires des ceintures font parties d’un groupe de maladies génétiques rares des dystrophies
musculaites, et leurs tableaux cliniques sont tres hétérogenes. Ces maladies vont provoquer une faiblesse et une
atrophie des muscles des bras et des jambes ; les principaux muscles étant affectés sont les muscles proximaux (épaules,

bras supérieur, région pelvienne et cuisse).

I’age d’apparition de la maladie, la sévérité des symptomes et leur appatition varient selon sous-type de la
dystrophie musculaire. Généralement, aux premiers stades de la dystrophie musculaire, les individus atteints peuvent
avoir une démarche inhabituelle ou par exemple, utiliser leurs bras pour se maintenir debout. Comme les symptomes

progressent, les personnes les plus sévérement atteintes peuvent se retrouver en fauteuil roulant pour leur déplacement.

I’atrophie musculaire peut donc causer des modifications de la posture, de 'apparence des épaules ou d’autres
régions du corps. En particulier, les muscles des épaules affaiblis ont tendance a faire se rapprocher les omoplates vers
Parricre, signe caractéristique (décollement des omoplates). Les individus LGMDs peuvent avoir le bas du dos
anormalement courbé. Certains développent une rigidité musculaire pouvant limiter les mouvements des hanches, des
genoux, des chevilles ou des coudes. D’auttes formes peuvent présenter des hypertrophies de certains muscles, comme

pour la LGMD2E (FIG INTRO 2).

Certaines formes de dystrophie musculaire des ceintures vont présenter des cardiomyopathies. Le cceur ne
réalisant plus son travail de pompe efficacement, les poumons ne seront plus correctement transfusés et n’assureront
plus leur fonction de ventilation correctement. De ce fait, les individus affectés vont avoir des troubles respiratoires

séveres pouvant amener a l'utilisation de ventilation mécanique.

3 Soutces principales de cette partie : Corrado Angelini, Marina Fanin. Calpainopathy — GeneReviews® [Internet] - NCBI
Bookshelf ; 2005-2017 ; https://www.afm-telethon.fr/

4 Source : https://ghr.nlm.nih.gov/condition/limb-girdle-muscular-dystrophy
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Pour finir, Pintelligence n’est pas affectée par les dystrophies musculaires mais des patients affectés par de trés

rares formes peuvent présenter des troubles cognitifs.

FIG INTRO 2 : Signes cliniques fréquemment observés chez les patients LGMDs. (a) Signe de Gower dans la
LGMD2A, (b) atrophie du muscle gastrocnémien dans la myopathie distale de Myoshi, () rétraction des tendons
d’Achille dans la LGMD2A, (d) rapprochement des omoplates et atrophie des muscles scapulaires de la LGMD2A,
(e) scoliose dans la LGMD1F, (f) sévére contraction des hanches et des genoux dans la LGMD2C et (g)
hypertrophie du muscle de la langue dans la LGMD2E. (Angelini and Fanin, 2017a)

2. FREQUENCE

Du fait de la variabilité¢ des symptomes et de leur sévérité plus ou moins importante, ainsi que certaines
caractéristiques pouvant se méler a d’autres troubles musculaires, il est difficile de déterminer une valeur exacte de la

prévalence des LGMDs. Toutefois, celle-ci est estimée de 1 pour 14 500 a 1 pour 123 000 individus.



3. CAUSES

Les dystrophies musculaires des ceintures sont classées comme des maladies génétiques rares a transmission
autosomique. Les dystrophies de type 1 sont a transmission dominantes. Par exemple, des mutations dans le gene

LMNA (gene codant pour la lamine A/C) cause la LGMD1B.

Tandis que les dystrophies de type 2 sont a transmission récessive. Par exemple, la dysferlinopathie, ou
LGMD2B, est causée par des mutations dans le geéne codant pour la dysferline. Et concernant la pathologie d’intérét
de ces travaux, la calpainopathie, ou dystrophie musculaire des ceintures de type 2A ; elle est la plus commune des

LGMDs comptant environ 30% des cas. Cette pathologie vous est présentée plus en détails ci-apres.

GENE
AXEE MUTE ‘
LGMD1A (myotilinopathie) TTID
LGMD1B (laminopathie) LMNA
LGMDI1C (cavéolinopathie) CAV3
LGMD1D DNAJB6
LGMD1F TNPO3
LGMD1G HNRPDL
Formes Anomalie
autosomiques génétique
dominantes localisée en
2010 dans la
LGMD1H région 3p23
-p25 du
chromosome
3. Gene non
identifié.
LGMD2A (calpainopathie) CAPN3
LGMD2B (dysferlinopathie) DYSF

LGMD2C (y-sarcoglycanopathie) SGCG
LGMD2D (a-sarcoglycanopathie) SGCA

LGMD2E (B-sarcoglycanopathie) SGCB
LGMD2F (8-saroglycanopathie) SGCD
LGMD2G TCAP
LGMD2H TRIM32
LGMD2I FKRP
Formes LGMD2] TTN
autosomiques LGMD2K POMT1
récessives LGMD2L (anoctaminopathie) ANO5
LGMD2M FKTN
LGMD2N POMT2
LGMD20 POMGNT1
LGMD2P DAG1
LGMD2Q PLEC1
LGMD2R DES
LGMD2S TRAPPC11
LGMD2T GMPPB
LGMD2U ISPD
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LGMD2V GAA

Formes LGMD2W PINCH2
autosomiques LGMD2X POPDCI1
récessives LGMD2Y LAP1
LGMD2Z POGLUT1

TABLEAU INTRO 1 : Liste des LGMDs connues et les génes mutés causant ces pathologies

II. LA CALPAINOPATHIE OU LGMD2A

1. TABLEAU CLINIQUE (ANGELINI AND FANIN, 20178B)

La calpainopathie ou dystrophie musculaire des ceintures de type 2A (en anglais, Limb-Girdle Muscular
Dystrophy type 2A LGMD2A) est une pathologie génétique rare, causée par des anomalies du géne CAPN3 codant
pour une protéine spécifique du muscle squelettique, la calpaine-3 (cf. §B pour le géne et §C pour la protéine). Cette
maladie est la plus fréquente des dystrophies musculaires des ceintures représentant 30% des cas et se caractérise par
une faiblesse progressive et symétrique des muscles proximaux des ceintures pelvienne et scapulaire (Fardeau et al.,
1996). I’apparition de ces symptomes s’étend sur une large période de la vie, de 2 ans a 40 ans, et les phénotypes intra-

et interfamiliaux étudiés présentent des atteintes sévéres 2 modérées.

A ce jour, trois phénotypes de la calpainopathie a transmission autosomique récessive (dite calpainopathie
récessive) ont été identifiés et classés selon la répartition de la faiblesse musculaire et 'age d’apparition des premiers

symptomes :

® Calpainopathie pelvifémorale (Leyden-Moébius LGMD) : phénotype le  plus  fréquent se

caractérisant d’abord par une faiblesse des muscles pelviens, puis plus tardivement, par une atteinte des muscles
des épaules. 1. apparition des premiers symptimes concerne soit les enfants de moins de 12 ans dans sa forme la
plus précoce, soit les jeunes adultes entre 12 ans et 30 ans, soit les adultes aprés 30 ans dans sa forme la plus

tardive.

®  Calpainopathie scapulohumérale (Erb LGMD) : phénotype plutit de sévérité modérée ; ['dge

d’apparition des premiers symptimes est trés variable, s’exprimant par une faiblesse musculaire affectant d’abord

les épanles puis, plus tardivement, la région pelvienne.

*  HyperCKémie : I.'hyperCKémie est un taunx plasmatique anormalement élevé de créatine kinase’. Elle est
considérée comme un stade présymptomatique de la calpainopathie car I’hyperCKémie est principalement observée
cheg enfant ou le jeune adulte souffrant de calpainopathie a transmission autosomique récessive sans ancun

autre symptime apparent, le tanx étant 5 a 80 fois supérieur a la normale (Urtasun et al., 1998).

5 Créatine kinase : protéine importante dans le métabolisme énergétique dont le role est de reconstituer les réserves en ATP,
entre autres, lors d’'un effort musculaire. Le taux normal dans le sang est de 15-190 UI/L et "augmentation de ce taux peut indiquer
une atteinte musculaire.



Concernant la calpainopathie a transmission autosomique dominante (dite calpainopathie dominante
LGMDIL), plusicurs phénotypes ont été décrits, s’étendant d’un phénotype asymptomatique a celui entrainant une
dépendance au fauteuil roulant apres 60 ans pour un petit nombre de cas cliniques. Les symptomes dont souffrent ces
derniers sont principalement des douleurs lombaires et une myalgie (ces symptomes sont présents chez 50% des
individus porteurs du variant pathogéne hétérozygote ¢.643_663del21) (Vissing et al., 2016). Dans les autres cas, une
faiblesse musculaire apparait en moyenne a 34 ans et généralement, le phénotype de la calpainopathie dominante est

incontestablement plus modérée que celui de la calpainopathie récessive.

Majoritairement, les études ont montré que la calpainopathie présente aussi d’autres symptomes cliniques variés

affectant :

®  La démarche : marche sur la pointe des pieds, difficulté a courir, démarche chancelante ;
»  Le dos : décollement scapulaire, légere hyperlordose®, scoliose’ ;

= Les muscles et articulations : faiblesse des muscles proximanx plus importante que celle des muscles

distanx au niveau des membres, du tronc et de la région périscapulaire ; reldchement des muscles abdominaux,
racconrcissement des tendons d’Achille, contractures articulaires.
En revanche, les individus atteints de cette pathologie ne souffrent pas d’atteintes cardiaques ou d’incapacités

intellectuelles.

2. DIAGNOSTIC

Le diagnostic de la calpainopathie repose évidemment sur les observations cliniques citées ci-dessus, mais

également sur le dosage plasmatique de la créatine kinase, les analyses génétiques et parfois histologiques.
2 INVESTIGATIONS CLINIQUES

Les consultations des individus réalisées par les cliniciens vont permettre dans un premier temps de déceler les
différents symptomes physiques et motphologiques les affectant et permettre de dresser un premier tableau clinique.

Pour établir un diagnostic initial, les examens cliniques et évaluations suivantes sont recommandés :

= Evaluation clinique compléte comprenant la force musculaire des muscles supérienrs, inférienrs, proximanx et
distanx, ainsi que I'analyse des performances fonctionnelles.

= Examen orthopédique lorsque la posture est sévérement atteinte.

= Qunand la démarche est compromise, évaluation de thérapie physique et orthose, surtout dans les stades tardifs
de la pathologie.

®  BEvaluation de la fonction pulmonaire (dont la capacité vitale) (Okere et al., 2013) et de la fonction cardiagne
(échocardiogramme) (Narayanaswami et al., 2014).

= Consultation avec un généticien clinique et/ ou conseiller en génétique.

6 Hypetlordose : courbure excessive de convexité antérieure au niveau lombaire.
7 Scoliose : Déviation latérale de la colonne vertébrale.
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Pour aller plus loin dans ce diagnostic initial, les cliniciens font aussi appel a des technologies d’imagerie

médicale. Ainsi deux technologies ont fait leur place dans le parcours du diagnostic de la calpainopathie :

»  La tomodensitométrie® va permettre de révéler étendu de la faiblesse musculaire an nivean du compartiment
postérienr des cuisses, des hanches et des quadriceps (Fardean et al., 1996; Urtasun et al., 1998). De plus, la
répartition des muscles atteints entre la calpainopathie et autres LGMDs rend Ianalyse par imagerie trés

importante pour différencier ces pathologies et poser un diagnostic clinique (ten Dam et al., 2012).

= L’imagerie par résonance magnétiqgue (IRM) mettra en évidence des altérations type adématense ainsi que le
degré d’atrophie musculaire traduisant intensité de la sévérité de la pathologie (Degardin et al., 2010; Diaz-
Manera et al., 2015).

il. INVESTIGATIONS GE

Pour approfondir les investigations cliniques, le diagnostic de la calpainopathie s’appuie aussi sur I'identification
d’une ou plusicurs anomalies génétiques présentes sur la séquence du géne CAPN3, qui, comme indiqué plus haut,
code pour une enzyme protéolytique spécifique du muscle squelettique, la calpaine-3 (plus de détails au §C). Ces

modifications génétiques peuvent ¢tre de différentes natures :
= Variants pathogénes homozygotes on hétérozygotes composites (variant unique, insertion, délétion, duplication) ;

= Variant pathogéne hétérogygote avec ¢ffet de dominance pour la délétion de 21 paires de bases (pb)
¢.643_663del21, responsable de la calpainopathie dominante. Des études seront nécessaires pour comprendre le

mécanisme pathologique de cette mutation.

De ce fait, les approches de génétique moléculaire utilisées pour le diagnostic prennent toute leur importance.

A ce jout, les suivantes peuvent étre effectuées :

®  Le test d’un seul géne : ce test est celui historiquement ntilisé, I'analyse de la séquence du gene CAPN3
¢tait effectuée en premiere intention, suivie de celle d’autres génes d’intérét si semlement un ou ancun variant
pathogene n’avait été identifié. 1] est désormais recommandé quand 'analyse par panel de génes on ’analyse
génomique ne sont pas disponibles et que le diagnostic de la calpainopathie parait évident a la suite des

investigations cliniques.

=  L’analyse par panel de génes : ce test inclus le ggne CAPN3 ainsi que d’antres génes d’intérét pouvant

étre impliqués dans d’antres dystrophies musculaires. Ce sont les cliniciens qui vont déterminer ces géne s d’intérét
en s'appuyant sur leurs précédentes investigations afin d’identifier les canses génétiques de la pathologie. Ils vont
y inclure les analyses de séquence et de délétion/ duplication. C’est la méthode d’analyse la plus recommandée

par les experts (Thompson and Straunb, 2016).

8 Tomodensitométrie : appelée aussi scanner dans le langage courant. Cette technologie consiste 2 mesurer I’absorption des
rayons X par les tissus ; puis par traitement informatique, permet d’obtenir des images 2D ou 3D des structures anatomiques.



= L’analyse génomique : ce test consiste a analyser I'exome mais aussi le génome du patient afin d’angmenter

Videntification de la canse de la pathologie musculaire cliniguement proche d’une calpainopathie quand nn

diagnostic précis n’a pas encore é1¢ précédemment bien défini.
iil. INVESTIGATIONS HISTOLOGIQUES ET IMMUNOLOGIQUES

A la demande du clinicien, une biopsie musculaire peut étre pratiquée quand I'analyse génétique n’a pas été
concluante ou pour confirmer le diagnostic de calpainopathie. Effectivement, les analyses histologiques permettent de

mettre en évidence différentes modifications histologiques rapportées dans la littérature scientifique :

= Dans la majorité des cas, un processus dystrophique actif se caractérisant par une augmentation de la variabilité
des tailles des fibres musculaires, de la fibrose et d’un phénoméne de régénération-dégénération des fibres ; ainsi
qu’un processus myopathique se traduisant par une angmentation du nombre de fibres musculaires centro-
nucléées, dn nombre de fibres disjointes et d’aspect lobulé avec une prédominance des fibres de type 1 ont été
décrits (Hermanovd et al., 2006; Keira et al., 2007; Luo et al., 2011; Vainzof et al., 2003).

= Certains cas d’individus présentant une myosite a éosinophiles transitoire an stade précoce de la calpainopathie
ont été rapportés (Brown and Amato, 2006; Krabn et al., 2006, 2011), tout comme un cas de patient
LGDM2A présentant une infiltration du muscle riche en macrophages (Schutz et al., 2017).

= I/ a aussi été rapporté une atrophie notable des fibres musculaires corrélant avec la sévérité de la pathologie et
affectant plus significativement les hommes que les femmes (Fanin et al., 2014).

= Dans le cas de la calpainopathie dominante, les modifications myopathiques sont modérées : augmentation dn
nombre des noyaux internes et de la variabilité de la taille des fibres musculaires ; occasionnellement, présence

de fibres nécrotiques, de fibres en forme d’anneau et de fibrose (Vissing et al., 2016).

En parallele de P"analyse histologique, une analyse de la calpaine-3 par immunomarquage peut étre effectuée
pour appuyer encore plus le diagnostic de la calpainopathie. Des études menées ont rapporté qu’environ 70% a 80%
des individus portant des variants pathogénes dans le géne CAPN3 présentaient une absence totale ou une réduction
importante de 'expression de la calpaine-3, tandis que 20% a 30% avaient un taux normal d’expression mais avec une
perte totale de la fonction protéolytique (Fanin et al., 2004; Groen et al., 2007; Milic et al., 2007; Perez et al., 2010;
Talim et al., 2001).

Toutefois, les résultats de ces analyses par immunomarquage doivent étre interprétées avec précaution car
I’expression de la calpaine-3 peut étre impactée dans d’autres dystrophies musculaires comme la dysferlinopathie ou la
titinopathie ; mais aussi tenir compte que méme si la calpaine-3 est extrémement stable dans le muscle, sa quantité peut
étre partiellement réduite par une dégradation artificielle quand les échantillons de muscle sont conservés sous des
conditions induisant son autolyse. Il est donc important de respecter les conditions de prélevement et de stockage,
ainsi que de procéder a une analyse protéique multiplex pour considérer le contexte pathologique (Anderson et al.,

1998).
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3. CORRELATIONS ENTRE GENOTYPE ET PHENOTYPE

A ce jour, il n’a pas été mis en évidence une corrélation cohérente entre génotype et phénotype pour la
calpainopathie. Néanmoins, les individus porteurs de mutation tronquante homozygote présentent un phénotype

sévere avec une absence totale de la calpaine-3 dans le muscle.
4. PREVALENCE ET FREQUENCE

La calpainopathie est considérée comme la plus fréquente des dystrophies musculaires des ceintures car elle
représente 30% des cas de LGMD:s selon la région géographique (Angelini and Fanin, 2017b). Les études basées sur
des données moléculaires ont permis de déterminer la fréquence® de la calpainopathie selon les régions du globe,

comme indiquée dans le tableau ci-dessous (TABLEAU Intro 2) :

Fréquence de la calpainopathie sur tous les

Régions du globe cas de LGMD (%)

Allemagne, Australie, Corée 6% - 8%
Etats-Unis 4% - 12%

Danemark 13%

Arabie Saoudite 16%
Mexique, Chine (notd) 17% - 18%

Pays-Bas 21%
Japon, Lituanie 21% - 26%

Iran 24%
Allemagne, Angleterre (nord), Italie 25% - 35%

Brésil 32%

République tchéque 33%
Bulgarie, Espagne, France, Inde, Slovénie, Turquie 40% - 50%

Pays Basque, Pologne, Russie 80%

TABLEAU Intro 2 : Fréquence de la calpainopathie sur tous les cas de dystrophies musculaires des ceintures (en
pourcentage) selon les régions du globe.

9 Fréquence : pourcentage de cas d’une pathologie dans une population donnée.



Pour démontrer le lien entre le nombre d’individus souffrant de la calpainopathie et des régions précises dans

le monde, plusieurs études génétiques ont été menées ces trois dernieres décennies.

Par exemple, deux études génétiques épidémiologiques menées en Italie, la premiere au nord-est et la seconde
au sud, ont estimé que la calpainopathie avait une prévalence!’, respectivement de 1/100 000 habitants (soit une

fréquence allélique d’environ 1/160) et de 1/42 700 habitants (soit une fréquence allélique de 1/11).

De plus, des études génétiques menées dans des petites communautés isolées ont démontré que le taux de

prévalence y était plus élevé (TABLEAU Intro 3) :

Régions isolées ou communautés Prévalence (par million)

Ile de la Réunion 48

Pays Basque 69
Communauté Mocheéne dans les Alpes 1900
Village Tlaxcala au Mexique 4300
Population Amish dans 'Indiana 13000

TABLEAU Intro 3 : Prévalence (par million) de la calpainopathie dans des régions ou communautés isolées

11 est intéressant de noter que d’autres études menées sur trois populations d’individus porteurs du variant
pathogene le plus fréquent du gene CAPN3, ¢.550delA, ont estimé une fréquence allélique de 1/175 en Lituanie,
1/133 en Croatie et 1/124 en Pologne.

5. PRISE EN CHARGE MEDICALE DE LA CALPAINOPATHIE

. TRAITEMENT DES MANIFESTATIONS SYMPTOMATIQUES

Une prise en charge thérapeutique appropriée et déterminée pour chaque individu peut améliorer la qualité de
vie et prolonger la survie de chacun. Cette prise en charge se base sur la progression caractéristique de la calpainopathie
de chaque cas clinique (histoire natutelle de la maladie). Selon les recommandations en vigueur dans les pays concernés,

il peut étre instauré :

10 Prévalence : nombre de cas d’une maladie 4 un instant donné ou une période donnée.
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= Un programme de thérapie physique passive (Oygard et al., 2011) et des exercices d’étirements pour promonvoir
la mobilité, prolonger la capacité de marche et ralentir la progression de la pathologie ; intégrer des exercices
doux de renforcement musculaire (Sveen et al., 2013), comme [l'aérobic a faible impact (natation, vélo
stationnaire) qui vont améliorer les performances cardio-vasculaires, lefficacité des muscles et diminuer la fatigne
musculaire.

= D’éviter toute immobilité prolongée.

= L’utilisation d’appareils d’aide a la marche comme les cannes, les déambulatenrs, les orthéses on chaise rounlante.

= Une intervention chirurgicale pour corriger les complications orthopédiques.

®  Une aide respiratoire dans le dernier stade de la calpainopathie on peuvent apparaitre une insuffisance
respiratoire chronique afin de prolonger la survie (Norwood et al., 2007; Richard et al., 2016).

= Un support social et psychologique pour éviter le risque d’isolement social et améliorer la qualité de vie des
patients (Eggers and Zatz, 1998).

= Un contrile du poids pour éviter I'0bésité ou inversement, une perte excessive de poids.

Annuellement, les individus souffrant de calpainopathie devront réaliser des visites afin de controler tous les
parameétres cliniques liés a la pathologie (force musculaire, fonction respiratoire, amplitude des mouvements
articulaires) ainsi qu’un examen cardiaque dans les stades avancés de la maladie afin d’évaluer et anticiper les risques

de comorbidité.
Malheureusement a ce jour, aucun traitement curatif n’est proposé aux patients.
7. ESSAIS CLINIQUES

A ce jour, il n’y a pas d’essais cliniques en cours concernant la calpainopathie.

III. GENETIQUE MOLECULAIRE DE LLA CALPAINOPATHIE

1. STRUCTURE DU GENE CAPN3

Le géne humain CAPN3 est localisé sur le chromosome 15q15.1-q21.1 et couvre une région génomique
d’environ 138kb (Ensembl gene ID ENSG00000092529). Ce gene est exceptionnel dans le fait d’étre composé de
plusieurs petits exons : 10 exons de seulement 58 a 86pb ; les exons 12, 15 et 14 encore plus courts avec respectivement
12bp, 18pb et 37pb. De plus, beaucoup d’introns ont une taille variant de 0,2kb a 2,6kb. De plus, les introns 18 et 20
sont eux aussi exceptionnels par leur taille proche de 100pb. Quant a Iintron 1, il couvre la moitié du géne avec sa

taille importante de 24,3kb (http://www.dmd.nl/ the calpain-3 gene).

Le produit du géne CAPN3 le plus long et majoritaire est composé de 24 exons et couvre une région génomique
de 53kb, correspondant a un transcrit composé de 3316pb. Cet ARNm est principalement exprimé au niveau des fibres
a contraction lente et des fibres a contraction rapide du muscle squelettique adulte et il est nommé CAPN3 p9%4
(Duguez et al., 2006). Une représentation schématique de I'isoforme CAPN3 p94 vous est présenté ci-dessous (FIG

Intro 3).


http://www.dmd.nl/

- O H S HHHEHHHHHHEHH capns gene

Exons 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 112 1

3 14 15 16 17 18192021 22 23 24

FIG Intro 3 : Isoforme majoritaire du gene CAPN?3 retrouvé dans le muscle squelettique adulte

Chez les mammiferes, de nombreux variants ont été décrits, issus d’épissage alternatif aussi bien dans les tissus

de 'Homme, de la souris, du rat et du lapin mais dont le niveau d’expression est 100 fois 2 1000 fois inférieur (cf.

ANNEXE 1) (Duguez et al., 2006). Nous pouvons par exemple

citer le premier isoforme CAPN3 découvert en 1998,

Lp82, exprimé majoritairement dans le cristallin des rongeurs. Il est composé de I'exon 1B (appelé aussi AX1) qui

permet la traduction d’un domaine N-terminal différent de celu

i de la forme du muscle squelettique adulte CAPN3

P94 et ne possede pas les exons 6, 15 et 16 résultant en 'absence des domaines NS, IS1 et IS2 (cf. §C pour plus

d’information sur la protéine calpaine-3). Dans le muscle squeletti

que, il a été montré que le ratio des isoformes CAPN3

par rapport au CAPN3 p94 diminuait lors du processus de développement pour atteindre environ 1%, tandis que la

proportion d’isoformes dans le ceeur, le cerveau, les poumons, la rétine et d’autres tissus se maintenait a 10%-100%

(Ono et al., 2016). La figure 2 ci-dessous vous présente 'expres

(FIG. Intro 4).

sion du géne CAPN3 dans différents tissus humains

Source : https://gtexportal.org/home/gene/ENSGO0DDD092529. 18
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FIG. Intro 4 : Expression du géne CAPN3 dans certains tissu

s humains (source de I'analyse des données : GTEx

Analysis Release V7 ‘dbGaP Accession phs000424.v7.p2’)

2. VARIANTS PATHOGENES

Selon la base de données Leiden Muscular Dystrophy Mutation, 497 variants pathogénes ont été identifiés,

se répartissant sur tout le gene CAPN3 (derni¢re mise a jour du 24 juin 2017) (Angelini and Fanin, 2017b). 11 est

intéressant dans cette introduction d’approfondir I’état des connaissances concernant ces variants pathogenes afin de
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situer par la suite nos travaux réalisés sur 'analyse 7# silico de notre cohorte de patients souffrant de calpainopathie (cf.

Chapitre 3).

Tout d’abord, les mutations ponctuelles représentent la majorité des variants pathogenes : environ 70% des
alléles anormaux portent des mutations faux sens, les 30% restants sont représentés par des variants perte de
fonction comme de petite délétion ou insertion causant des décalages du cadre de lecture et apparition de codon
stop, des mutations non-sens et des variants situés sur les sites d’épissage. De plus, environ 25% de ces variants

pathogenes sont situés au niveau des jonctions exon-intron et causent des aberrations d’épissage.

Pour le diagnostic de la calpainopathie, il est tres intéressant de noter que des variants pathogenes sont situés
dans les régions introniques « profondes » et perturbent Iépissage. Malheureusement, ils sont négligés lors du
séquencage de TADN génomique car leur identification nécessite le séquengage de PADNCc total obtenu a partir de
biopsie musculaire ou de prélevement sanguin. En effet, des études ont rapporté que des variants situés sur une région
intronique profonde causaient une pseudo-exonisation!! d’une séquence intronique ; ainsi que de larges délétions
exoniques, la plus fréquente identifiée est la délétion hors du cadre de lecture de 31 012bp des exons 2 a 8

€.309+4469_c.1116-1204del.

Occasionnellement, des cas de patients porteurs de réarrangements génomiques de séquence Alu'? ont été

décrits, ainsi qu’une délétion compléte du géne CAPN3 (Salem et al., 2012).

Dans le cas d’'une forme dominante de calpainopathie, un seul variant pathogene a été décrit, la mutation en
phase hétérozygote ¢.643_663del21. Pourtant, ce variant a été identifié dans certains cas de mutations hétérozygotes
composites avec d’autres variants pathogenes CAPN3, incluant ¢.2362_2363delinsTCATCT, c.550delA,
p-Alad5Thr et p.Asp419Gly, responsables de forme récessive de la calpainopathie.

Pour finir, de nombreux variants pathogénes ont été retrouvés selon les différentes populations étudiées mais
le variant ¢.550delA se retrouve étre allele le plus répandu parmi les individus des pays Européens. Pour illustrer cette
répartition des variants pathogenes selon les populations, nous vous proposons de consulter le tableau ci-apres faisant
état des variants récurrents chez des populations isolées, expliqués par la consanguinité associée a des facteurs

historique, démographique ou culturel/religieux (cf. TABLEAU Intro 4).

11 Exonisation : recrutement d’'un nouvel exon a partir d’une séquence intronique
12 Séquence Alu: court fragment I’ADN appartenant a la famille des petits éléments nucléaires intercalés ou SINE,
caractérisé par la présence d’un site de restriction de 'endonucléase de restriction Alu (5’AGCT 3’).



Régions isolées ou communautés
Ile de la Réunion, Océan Indien

Ancienne communauté Amish, nord de ’Indiana

(USA)

Russie, Croatie, Turquie, République tchéque,

Bulgarie, Allemagne, Italie et Pologne
Province de Guipuzcoa, Pays Basque espagnol et Brésil
Japon
Village Chioggia, lagune vénitienne (Italie)

Communauté Mocheni, vallée de la riviére Fersina,

Alpes italiennes
Communauté Agarwal, nord de 'Inde

Pays nord-européens incluant Royaume-Uni, Norvége,

Suéde, Danemark

Village Tlaxcala, Mexico

Variants pathogenes CAPN3 récurrents ‘

c.946-1G>A

p-Arg769Gln

¢.550delA

€.2362_2363del AGins TCATCT
c.1795_1796insA

p-Arg490Gln
c.1193+6T>A
p-Asp780His, ¢.2099-1G>T, ¢.2051-1G>T
¢.643_663del21 (transmission dominante)

p.-Alal16Asp

TABLEAU Intro 4 : Variants pathogénes CAPN3 les plus répandus selon les populations et communautés étudiées

a travers le monde

En s’appuyant sur la base de données Leiden Muscular Dystrophy Mutation, nous pouvons dresser un tableau

des dix variants pathogénes les plus rapportés dans la littérature, indépendamment des régions du globe ou des

communautés étudiées (cf. TABLEAU Intro 5).
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Nombre de rapports dans la

Variants pathogénes CAPN3 Modification protéique prédit i

c.550delA p-Thr184Argfs*36 243 fois
€.2362_2363delins TCATCT p.Arg788Serfs*14 85 fois
c.1469G>A p-Arg490Gln 46 fois
c.2242C>T p.Arg748* 40 fois
c.1468C>T p-Arg490Trp 39 fois
c.598_612del p.Phe200_Leu204del 35 fois
c.946-1G>A p-Thr316Glufs*2 31 fois
c.2243G>A p-Arg748Gln 30 fois
c.706G>A p-Ala236Thr 26 fois
c.245C>T p.Pro82Leu 26 fois

TABLEAU Intro 5 : Les dix variants pathogenes C4PN3 les plus rapportés dans la littérature scientifique

Comme nous I'avons indiqué auparavant, le gene CAPN3 codant pour la protéine calpaine-3 et ses différents
isoformes, il est évident que les variants pathogenes CAPN3 vont avoir des impacts sur la traduction de cette protéine
et donc perturber son niveau d’expression et/ou son activité enzymatique (cf. Chapitre 4). Dans les paragraphes qui
suivent, nous allons donc aborder les différentes caractéristiques et propriétés de la calpaine-3, considérée comme une

calpaine malgré ses nombreuses spécificités développées ci-aprés.

IV. LA PROTEINE CALPAINE-3

1. STRUCTURE DE LA CALPAINE-3

La calpaine-3, ou CAPN3 ou p94 selon la nomenclature, est une protéine de la famille des calpaines (calcium-
dependent papain-like protease), des protéases a cystéine calcium-dépendantes. La structure primaire de la sous-unité

catalytique des calpaines est composée d’une structure en multi-domaines (cf. FIG Intro 3) (Ono et al., 2016)'3:

= Domaine CysPc (Calpain-type cysteine Protease conserved) composé des sous-domaines PC1, permettant la
Sixcation dn sodinm, et PC2 (Protease Core 1 et 2),

13 Source : Revue « An eccentric calpain, CAPN3/p94/calpain-3 », ONO Y. et al ; 2016, Biochimie 122 (supplement C) 169-
187.



®  Domaine CBSW (Calpain-type Beta SandWich) qui permet la reconnaissance du substrat ;
®  Domaine PEF (Penta E-F hand), qui permet la fixation du calcinm, la dimérisation et participe anssi a la

reconnaissance du substrat.

La calpaine-3 possede évidemment cette sous-unité catalytique mais elle se démarque des autres calpaines par

la présence au sein de sa structure primaire de régions distinctives :

= Domaine NS en région N-terminale,
= Domaine IS1 situé entre les domaines PC1 et PC2 : responsable des activités autolytique et protéolytique, il est
aussi impliqué dans Pactivation sodium-dépendante ;

®  Domaine 1852 situé entre les domaines CBSW et PEF : responsable de 'antolyse rapide de la protéine, il est

aussi impligué dans Pactivation sodium-dépendante et sa protéolyse entraine inactivation de la calpaine-3.

Structure o p— ——— -
secondaire

FIG. Intro 5 : Structure primaire schématisée de la calpaine-3 (d’aprés (Ono et al., 2016))

La structure en trois dimensions de la calpaine-3 n’a pas été résolue. Toutefois, a partir des connaissances
actuelles, les études ont montré que p94 pouvait fixer quatre ions Ca?* au niveau du domaine PEF, plus précisément
sur EF1, EF2, EF3 mais aussi sur EF5 qui est utilisé chez les autres calpaines pour la dimérisation et non la fixation
du calcium. Mais la calpaine-3 est capable de se dimériser au niveau de sa région PEF avec les régions PEF d’autres
protéines. Dans cette conformation, des études 7n silico placent les deux sites actifs a chaque opposé de la protéine. En
revanche, des interactions entre deux molécules entieres de calpaine-3 n’ont jamais été rapportées dans la littérature

scientifique.

2. LOCALISATION DE LA CALPAINE-3

Comme évoqué précédemment, la calpaine-3 est une protéine spécifique du muscle squelettique des
mammiferes, exptimée en forte quantité, surtout dans les fibres rapides (type II). Mais elle est aussi présente dans
d’autres tissus, et lors du développement humain elle apparait relativement tard comparée a d’autres composants du

muscle comme la titine ou les sarcoglycanes. Ces données sont aussi valables chez la souris.

Dans les myocytes, la calpaine-3 se retrouve dans le cytosol, au niveau des bandes A, des lignes Z et M, autour

du réticulum sarcoplasmique.
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Au niveau des sarcomeres, p94 est liée aux régions N2A et ligne M de la titine!%. Lorsque le sarcomere est étiré,
la calpaine-3 s’accumule au niveau de la région N2A ot un complexe protéique se forme en réponse a une stimulation
mécanique. Il est intéressant de souligner que sa présence dans cette région est dépendante de la longueur du
sarcomere : lorsque ce dernier s’étire, la calpaine-3 se fait plus rare au niveau de la ligne M pour étre plus abondante au

niveau de la région N2A (cf. Annexe 2 pour plus de détails sur la contraction du sarcomere).

En revanche, malgré la séquence signal de translocation nucléaire présente dans le domaine IS2, la localisation

nucléaire de la calpaine-3 dans le muscle squelettique a rarement été observée.

3. ACTIVATION CA*"-INDEPENDANTE ET NA-DEPENDANTE DE LA

CALPAINE-3

La caractéristique la plus marquante de la calpaine-3 est son activité d’autodégradation extrémement rapide,
exhaustive et apparemment indépendante du calcium. Cette autolyse extrémement rapide dépend des domaines IS1 et
IS2 et Pexhaustivité impliquerait d’autres protéases, ainsi que la capacité de la calpaine-3 de subir une complémentation

intermoléculaire (cf. Chapitre 3).

.. INDEPENDANCE AU CALCIUM

Des études ont montré que 'autolyse de la calpaine-3 était apparue indépendante du calcium : un excés ’EDTA

ne Pinhibait pas. En revanche, Pautolyse était activée par le sodium (Na*), propriété unique dans la famille des calpaines.

Toutefois, en présence de concentrations de Na* intracellulaires physiologiques, p94 est activée par des
concentrations intracellulaires physiologiques de Ca?* mais a des niveaux plus faibles que ce qui est connu pour
Pactivation d’autres calpaines. Ce phénomene s’explique par les différences structurelles entre la calpaine-3 et les autres
calpaines. En effet, les calpaines conventionnelles forment des ponts de sel entre les domaines PC2 et CBSW, et un
lien entre CBSW et PEF pour leur stabilité et activation. Les acides aminés correspondant a cette position sont
différents chez p94, ce qui pourrait expliquer le faible niveau de Ca?* nécessaire pour son activation. De plus, la stabilité
et la sensibilité au calcium des calpaines-2 sont aussi régulées par leur région N qui interagit avec le domaine PEF ;
mais encore une fois, cette région N est trés différente chez la calpaine-3 et contribuerait plutét a augmenter la

constante d’association Ka de la calpaine-3 pour le calcium.

14 Titine : protéine élastique impliquée dans le contréle de 'assemblage des protéines sarcomériques et qui régule I’élasticité
du sarcomére. Dans le muscle, elle est liée aux filaments de myosine, et s'étend de la ligne Z de la bande I a 1a ligne M dans la bande
H.



7. DEPENDANCE AU SODIUM

Des études ont montré que la calpaine-3 était activée i vitro par du sodium. Toutefois, nous pouvons noter
qu’en I'absence d’autres ions, une concentration de Na* a 100mM et une concentration de Ca** a 0,1mM sont
nécessaires pour provoquer I'autolyse de p94. La calpaine-3 s’avere donc étre la premicre, et pour Iinstant la seule,
enzyme intracellulaire dépendante du sodium et a des niveaux physiologiques intracellulaires de Na* indispensables
pour son activation. D’aprés des analyses mutationnelles, la capacité de la calpaine-3 2 fixer le sodium impliquerait un
site Ca?*-Binding Site(s) (CBS-1) situé¢ dans le domaine PC1, mais non retrouvé au niveau du domaine PC2 (CBS-2) ;
ainsi que les domaines IS1 et IS2. On peut donc en déduire que I'activité Na*-dépendante de la calpaine-3 nécessite la

coopération entre CBS-1, IS1 et IS2.

Lorsque la calpaine-3 est activée par le sodium, les substrats potentiels découverts sont la tropomyosine's, la
LIM-domain-binding protein 3 (LDB3)'¢ et 'a-actinine-3!7 ; ces trois protéines étant localisées sur la ligne Z du muscle.
De plus, la calpaine-3 localisée sur la ligne Z en se liant a P'a-actinine-2 indiquerait que la dépendance de p94 au Na*

jouerait un r6le essentiel pour ses fonctions au niveau de cette région.

4. CARACTERISTIQUES UNIQUES

Hormis les caractéristiques que nous avons abordées ci-dessus, la calpaine-3 possédent d’autres particularités

atypiques, qui ne sont pas complétement résolues a ce jour. Nous pouvons citer ici les plus notables :

= Sa capacité a se « réactiver » apres inactivation grdace an phénomeéne de complémentation intermoléculaire entre
deux fragments antolytiques de la calpaine-3 pour reconstituer un domaine protéase actif (cf. Chapitre 3).

= Sa possibilité a étre phosphorylée sur les résidus S629 et S636 situés dans le domaine 1S2. La forme
phosphorylée de la calpaine-3 (P-p94) est majoritairement présente dans les myofibrilles, capacité qui pent étre

15 Tropomyosine : protéine fibreuse dimérique s’enroulant autour du microfilament d'actine pour le stabiliser et jouant un
role de régulation en masquant les sites de liaison actifs entre la téte de la myosine et l'actine.

16 LDB3 : protéine impliquée dans le maintien et Iintégrité structurale des sarcoméres durant la contraction musculaire.

17 a-actinine-3 : protéine de liaison aux multiples roles, exprimée spécifiquement dans le muscle squelettique, et aide a
Pancrage des filaments d’actine myofibrillaires.
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reliée avec une mécano-transduction du signal avec la titine. Ainsi, P-p94 aurait une meillenre affinité pour les

myofibrilles et s’y accumulerait (F1G. Intro 6, d’aprés Ono et al.).
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FIG Intro 6 : Mécanismes possibles de I'ancrage de p94 sur les myofibrilles. En (A), P-p94 est recrutée sur les
myofibrilles par augmentation de son affinité pour ces mémes myofibrilles. En (B), p94 est recrutée et phosphorylée
par une kinase, qui peut ou non augmenter I'affinité de la molécule pour les myofibrilles. Dans les deux cas, P-p94
dissociée est rapidement déphosphorylée par des phosphatases dans le cytosol, augmentant I'accumulation de P-p94
dans la fraction des myofibrilles.

= Une fonction non-protéolytique qui est indépendante de ses fonctions protéolytiques. La calpaine-3 interagit avec
des protéines localisées prés du réticulum sarcoplasmique sans pour antant les protéolyser. Cette fonction permet
la régulation du largage de calcium an nivean du réticulum sarcoplasmique. Ce double caractére pourrait
expliquer le large panel de symptimes des personnes souffrant de LGMD2A (Ojima et al., 2011).

Son rile essentiel dans le remodelage des sarcomeres apres un exercice a été démontré. La calpaine-3 s’active
durant et immédiatement apreés Pexercice qui déclenche une transduction mécanique, son activité de protéase
ayant encore été détectée jusqu’a six jours aprés lexercice. De plus, une déficience en calpaine-3 conduit a des
sarcoméres anormanx, une insuffisance de la capacité contractile du muscle et la mort des fibres muscul aires

(Duguez et al., 2006).

5. ACTIVITES PROTEOLYTIQUES ET NON-PROTEOLYTIQUES DE LA CALPAINE-3

7. FONCTIONS PROTEOLYTIQUES

A ce jour, les diverses fonctions protéolytiques de la calpaine-3 n’ont pas encore été élucidées. Toutefois, des

études menées 7n vitro ont pu mettre en évidence certains roles de p94.

Nous pouvons citer ici qu'une étude a démontré que la calpaine-3 avait un réle dans le cycle cellulaire en

inhibant I'expression de p53, ainsi que 'expression des genes médiée par p53 (Tao et al., 2013).

Une autre étude a pu mettre en avant un role de la calpaine-3 et sa localisation nucléaire possible comme étant
liée au métabolisme des ARN, sachant que la transcription des ARN ribosomaux et la construction des ribosomes se

réalisent a intérieur du noyau (Ono et al., 2013).



Pour finir, une autre étude remarquable réalisée i vivo a mis en évidence que p94 était colocalisée avec certains
de ses substrats sur des sites variés le long du cytosquelette. La calpaine-3 agirait comme un régulateur du cytosquelette
musculaire en clivant ces protéines qui permettraient ainsi une réponse adaptative des cellules musculaires a un stimuli

externe et/ou interne (Taveau et al., 2003)

7. MOLECULES EN INTERACTION AVEC I.A CALPAINE-3

Etant donné sa rapide autolyse et sa stabilité trés faible en dehors d’une structure musculaire, la calpaine-3 reste
difficile a étudier au niveau de sa structure mais aussi de ses interactions avec ses partenaires et ses différents substrats.
Beaucoup d’études sont donc menées i vitro afin d’identifier les potentiels partenaires de p94 et certaines études par

mutation permettent d’en identifier malgré tout 7 vivo.

Ainsi, comme nous 'avons brievement décrit auparavant, la calpaine-3 est liée 4 la titine. La titine fut le premier
partenaire identifié de p94. En effet, la titine posséde au moins trois sites de liaison a p94 dont au moins un au niveau
de sa région N2A, cette configuration inhibant I'autolyse rapide de la calpaine-3 (Hayashi et al., 2008). De plus, i vitro,

la calpaine-3 pourrait cliver la titine au niveau de sa région M10 mais aussi au niveau extréme de la région C-terminale.

Toutefois, d’autres protéases peuvent effectuer ces clivages, comme la calpaine-2, ce qui rend difficile d’en faire

la preuve in vivo (Charton et al., 2015).

Au niveau de la ligne M, une protéine nommée myospryne (CMYAD) lic a la fois p94 et la région C-terminale
de la titine. In vitro, cette protéine semble pouvoir étre protéolysée par la calpaine-3 et sa liaison a cette derniére

diminuerait légerement 'autolyse de la calpaine-3.

Une diminution du taux de la calpaine-3 a été rapportée dans les cas de patients souffrant de LGMD2B
(dysferlinopathie), pathologie causée par des mutations du géne DYSF codant pour la dysferline's. De plus, des études
biochimiques ont montré que p94 interagit directement avec la dysferline, ainsi qu’avec un partenaire de cette dernicre,

la desmoyokine! (Huang et al., 2008).

La calpaine-3 est capable d’hydrolyser la desmoyokine et ainsi réguler le complexe dysferline (Sarparanta et
al.,, 2010).

Dr’autres études d’interactions protéomiques ont mis en évidence une molécule nommée PLEIAD, pour
PLatform Element for Inhibition of Autolytic Degradation of CAPN3, qui modére a la fois P'activité protéase et
autolytique de la calpaine-3. La localisation cellulaire de PLEIAD est surtout cytosolique mais parfois localisée au
niveau des bandes I du sarcomére. De plus, la région N-terminale de PLEIAD interagit aussi avec un régulateur de
transcription, CTPB1 (C-Terminal Binding Protein 1) qui est un bon substrat pour les calpaines, y compris la calpaine-

3.

18 Dysfetline : protéine localisée dans la membrane de la fibre musculaire, impliquée dans le bon fonctionnement des cellules
musculaires, et notamment dans des processus de réparation de la membrane de la cellule musculaire.

19 Desmoyokine : protéine géante ubiquitaire de 5890 résidus amino-acides. Elle se disttibue au niveau de la membrane des
cellules et participe a I'architecture de la membrane cellulaire en régulant 'organisation du réseau d’actine.
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iil. FONCTIONS NON PROTEOLYTIQUES

Les fonctions non-protéolytiques de la calpaine-3 sont totalement indépendantes de ses fonctions
protéolytiques décrites ci-dessus. Ces fonctions non-protéolytiques ont été mises en évidence en comparant des souris

knock-out pour le gene Capn3 avec des souris controle.

Ainsi, une étude a démontré que la calpaine-3 avait un réle important dans le maintien des cellules musculaires
matures. En effet, a partir de biopsie musculaite de souris déficientes en calpaine-3, des modifications ultra-structurelles
ont été observées. Les sarcomeéres étalent désorganisés et avaient une mauvaise incorporation de la MHC (myosin
heavy chain) adulte ; les disques Z étaient immatures et la distribution de 'x-actinine étaient diffuse dans les myotubes.
(Kramerova et al., 2004). Ces résultats indiquent donc que p94 est indispensable au maintien de architecture des
sarcomeres car son absence aboutit donc 4 des sarcoméres anormaux qui pourraient causer une diminution de la force

des fibres musculaires liée a un défaut de la contraction de ces fibres.

Une autre étude a mis en évidence que la calpaine-3 était essentielle pour la localisation de I’aldolase A au niveau
des triades, ot ce complexe protéique interagit avec le récepteur ryanodine (RyR) dans le réticulum sarcoplasmique
(RS) (Kramerova et al., 2008). Plus précisément, c’est le domaine IS2 de la calpaine-3 qui interagit avec RyR, le réticulum
sarco/endoplasmique Ca?*-ATPase, la calsequestrine-1 et la triadine ; toutes localisées a proximité du RS (Ojima et al.,
2011). Il est intéressant de noter que la calpaine-3 ne protéolyse pas ces protéines 7n vitro. De plus, il a été constaté chez
les souris déficiente en calpaine-3 que les myotubes présentaient une diminution de leur réponse a la caféine, un
agoniste de RyR ; tandis que le largage de calcium depuis le RS des fibres musculaires étaient réduit alors que
’absorption de Ca?* vers le RS n’est pas affecté.(Kramerova et al., 2008). En revanche, chez les souris exprimant le
mutant inactif de la calpaine-3 CAPN3:C129S, la localisation du RyR et I'aldolase A ainsi que les flux de calcium
demeurent intactes (Ojima et al., 2011). Grace a ces observations, nous pouvons affirmer que la calpaine-3 possedent

une propriété structurale responsable de la régulation du largage du calcium du RS.

6. EFFETS DES MUTATIONS PATHOGENES SUR L’ACTIVITE DE LA CALPAINE-3

Nous savons que les mutations responsables de I'inactivation de la calpaine-3 sont a P'origine de la dystrophie

musculaite des ceintures de type 2A. Mais tous les mutants CAPN3 associés 4 la LGMD2A ne perdent pas leur activité

protéolytique. De ce fait, cinq états déficients de la calpaine-3 ont été catégorisés, présentés ci-apres (Ono et al., 2016).

7. MUTATIONS

INTRAINANT UNE INACTIVATION TOTALE

Les mutations qui vont affecter les acides aminés du domaine CysPc hautement conservés dans I’évolution sont
les plus susceptibles d’inactiver la calpaine-3. Cette inactivation permet de stabiliser la protéine quand elle est exprimée
de maniére ectopique dans des cellules en culture 7z vitro. En revanche, ce phénomene n’est pas toujours retrouvé 7
vivo car la calpaine-3 V354G est perdue. Cela suggere donc Iexistence d’une ou plusicurs protéases dégradant les
mutants p94 qui sont présents dans le muscle squelettique mais pas dans des cellules non musculaires. Il s’avere que
C’est aussi le cas pour certaines mutations retrouvées en dehors du domaine CysPc : par exemple, 'acide aminé D607

du domaine IS2 est tres conservé du poisson a PTHomme et la mutation D607A attenue activité de la calpaine-3. De



plus, des études de criblage par capture de p94 ont permis de détecter des mutants a I'activité atténuée comme 1603T,

F604L/S, V605A et D607N ; ainsi qu'une mutation proche S606L responsable de LGMD2A.
il. MUTATIONS PERTURBANT L’ACTIVATION EXTRAMOLECULAIRE

Quelques mutations identifiées dans le domaine IS1, comme Y274A, sont responsables du défaut de coupure
de ce domaine entrainant des désordres de I'activation extramoléculaire de la calpaine-3. Par exemple, le domaine IS1

comporte une hélice « qui est interrompue par la mutation L286P.
117, MUTATIONS ACCELERANT 1.’ AUTOLYSE

Lorsque I'autolyse de la calpaine-3 est accélérée, celle-ci n’aura pas le temps d’accomplir ses fonctions. Ce sont
certaines mutations affectant le domaine PEF qui vont étre responsables de cette rapide autolyse, comme les mutations
S744G et R769Q). En effet, certaines mutations responsables de calpainopathies ont été identifiées comme accélérant

'autolyse de la protéine : T417M, D419E, E435K, R490W et G496R.

Des études sur des souris Capn3-KO avec une expression transgénique de p94 ou de ces mutants ont
démontrées que les mutations R448H et D705G se dégradaient plus rapidement dans les extraits musculaires que les

formes sauvages de p94, probablement due a leur incapacité a se lier a la titine (Ermolova et al., 2011).
iv. MUTATIONS PERTURBANT 1.4 RECONNAISSANCE DU SUBSTRAT

Chez les calpaines conventionnelles, les domaines CBSW et PEF sont tres importants pour la reconnaissance
du substrat. Les acides aminés en position P3, P5 a P10 du domaine CBSW sont responsables de cette interaction avec
les substrats, tandis que le domaine PEF aide 2 la reconnaissance des protéines liant la calmoduline (CaM-binding
protéines) comme substrat. De ce fait, les mutations qui vont interrompre ou modifier la conformation de ces domaines
vont compromettre la capacité propre de la capaine-3 a reconnaitre ses substrats. Par exemple, nous pouvons citer les
mutations R490W et R572Q qui peuvent a peine entrainer la protéolyse de la calpastatine ou le mutant p94:C129S

inactif mais protéolysable qui est un bon substrat pour les calpaines-3 non mutées.

v. MUTATIONS INTERFERANT DANS LES FONCTIONS NON

PROTEOLYTIQUES

Les études sur le modéle murin p94:C129S-KI ont montré que son phénotype se situait entre celui d’un modele
murin sauvage et du modele murin Capn3-KO, menant a la reconnaissance de deux fonctions indépendantes de la
calpaine-3 : protéolytique et non-protéolytique. Par exemple, le mutant C129S n’a pas d’activité protéolytique mais ses
fonctions non protéolytiques restent intactes. De plus, certaines mutations situées dans des régions non impliquées
dans des fonctions protéolytiques peuvent compromettre les fonctions non-protéolytiques sans impact sur les
premiéres. Nous pouvons citer la mutation A702V identifiée chez un patient homozygote ayant des fonctions et niveau

d’expression normaux de la calpaine-3.
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MODELES MURINS

1l existe plusieurs modeles murins de calpainopathie :

= Souris knock-out pour le gene Capn3 (Capn3-KO) ;
= Souris transgéniques exprimant un mutant inactif de la calpaine-3, le mutant CAPN3:C1298-Tg oa la cystéine
129, un des trois acides aminés de la triade formant le site actif de la protéine est remplacé par une sérine ;
= Souris transgéniques exprimant un variant d’épissage, le variant Capn3:Adex6-Tg et Capn3:Aex15-Tg oi les
exons 6 et 15 codant respectivement pour 181 et 1S2 ont ét¢ supprimés ;
= Sowris transgénigunes exprimant le mutant CAPN3:C1298 an lien de la forme sauvage de la calpaine-3
(Capn3-knock in).
Tous ces modeles présentent un phénotype de myopathie mais avec des atteintes de sévérité différentes, du
plus bénin au plus sévere comme suit : CAPN3:C1298-Tg < CAPN3:C129SKI < Capn3-KO < Capn3:Aex15-Tg <
Capn3:Aex6-Tg ; ce qui implique que la calpaine-3 et ses variants d’épissage possédent des fonctions complexes dans

le muscle.

Dans le cadre de nos travaux, nous avons décidé de travailler avec le modéle murin Capn3-KO qui a été
parfaitement caractériser dans la littérature scientifique (Bartoli et al., 2006; Fougerousse et al., 2003a; Richard et al.,

2000) et que nous avons pu obtenir dans le cadre d’une collaboration.



CHAPITRE 2 : ETUDE DE SUIVI
LONGITUDINAL POUR LA
DETERMINATION DE PHENOMENES
INFLAMMATOIRES DANS LES
MEMBRES INFERIEURS D’UN
MODELE MURIN DE
CALPAINOPATHIRE
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A. GENERALITES

vant de vous présenter les données et les résultats qui seront décrits dans ce chapitre, je tenais a
vous présenter d’une part, les principes fondamentaux de Iimagerie par résonance magnétique

nucléaire, et d’autre part, quelques notions fondamentales en immunologie.

1. PRINCIPES DE I IMAGERIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE®

1. DEFINITION ET HISTORIQUE

L’Imagerie 2 Résonance Magnétique nucléaire (IRM) est une technologie dont le phénomene physique a
été conceptualisé en 1946 par Bloch et Purcell, prix Nobel de physique en 1952. Son utilisation s’est largement répandue
chez les chimistes puis chez les biologistes. En constant développement depuis environ cinquante ans, les réelles
prémices de PIRM datent de 1973, mais c’est en 1979 que les premicres images ont été réalisées chez PHomme. De
nos jours, et cela aprés quinze ans d’intenses évolutions, 'TRM a su se faire une place majeure dans le diagnostic médical

et elle est encore appelée a évoluer de nos jours.

Ainsi, FIRM est définie comme une méthode de diagnostic médical puissante avec laquelle on obtient des
images tridimensionnelles et en coupe de grande précision anatomique. C’est une technique non invasive et sans effets

secondaites connus, basée sur le phénomene physique de la résonance magnétique nucléaire (RMN) décrit ci-apres.

2. MAGNETISME ET ATOME

Un atome est composé d’un noyau et d’un ou plusieurs électrons, particules chargées négativement qui gravitent
autour de ce noyau. Le noyau lui-méme est constitué de protons, particules chargées positivement, et de neutrons,

particules neutres.

Les protons ont cette patticularité de posséder leur propre champ magnétique avec un péle sud et un pole nord
et de tourner autour de leur propre axe comme le fait la Terre. Ce dipdle magnétique s’exprime par une grandeur
nommée moment magnétique de spin p. En absence de champ magnétique, les moments magnétiques ne sont pas

orientés (FIG Principe IRM1).

20 Sources : http://chimie.sup.pagesperso-orange.fr/IRM.html# ftn1 ;

http://www.cea.fr/comprendre /Publishinglmages/Pages/sante-sciences-du-vivant/essentiel-sur-imagerie-medicale /irm-

anat180413def.jpg ; http://www.arcagy.org/infocancer/en-savoir-plus /imagerie-medicale/l-imagerie-en-resonnance-

magnetique.html



http://chimie.sup.pagesperso-orange.fr/IRM.html#_ftn1
http://www.cea.fr/comprendre/PublishingImages/Pages/sante-sciences-du-vivant/essentiel-sur-imagerie-medicale/irm-anat180413def.jpg
http://www.cea.fr/comprendre/PublishingImages/Pages/sante-sciences-du-vivant/essentiel-sur-imagerie-medicale/irm-anat180413def.jpg
http://www.arcagy.org/infocancer/en-savoir-plus/imagerie-medicale/l-imagerie-en-resonnance-magnetique.html
http://www.arcagy.org/infocancer/en-savoir-plus/imagerie-medicale/l-imagerie-en-resonnance-magnetique.html

FIG. Principe IRM1 : Moment magnétique de spin p et son otientation en I’absence de champ magnétique.

Le corps humain étant composé de 65% d’eau (soit 45L pour une personne de 70kg)?!, le proton 'H est
naturellement abondant. Cette particule est trés sensible a la RMN et P'IRM est une technique qui va permettre
d’observer la RMN des protons de I'eau contenue dans les tissus, c’est-a-dire la réponse des noyaux soumis a un champ

magnétique extérieur et a une excitation électromagnétique.

Dans un premier temps, les atomes d’hydrogene du corps humain (ou animal) vont étre placés dans un champ
magnétique statique intense Bo. Les moments magnétiques de spin u vont alors prendre deux orientations
correspondantes a deux états d’énergie différents en s’alignant avec Bo. Les moments magnétiques associés a ces deux
états d’énergie se mettent en mouvement et décrivent deux cones de précession. C’est la somme de ces moments

magnétiques qui donne une aimantation mesurable. (FIG Principe IRM2).

‘ |
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Aimantation

FIG. Principe IRM2 : Polarisation ou « alignement » des moments magnétiques de spin . avec le champ
magnétique Bo

3. RESONANCE ET SIGNAL

Dans un second temps, pour observer une résonance, un champ magnétique radiofréquence (RF) B1
d’intensité 100 fois plus faible que le champ magnétique Bo est appliqué a I'aide d’une antenne excitatrice. Ce champ
magnétique Bi est perpendiculaire 2 Bo, tournant autour de celui-ci 2 une vitesse angulaire variable. Ce nouveau champ
magnétique RF va fournir une énergie suffisante pour que les noyaux passent de leur état fondamental Eq vers un

état excité Ea.

21 hetp://www.cars.fr/cw/dossiers/doseau/decouv/usages/eauOrga.html
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Au moment ou la fréquence de rotation de B1 est égale a la fréquence de précession de spin, il y a un phénomene
de résonance entrainant le passage du spin vers un niveau d’énergie supérieur. On représente les protons alignés dans
le champ magnétique par un vecteur de magnétisation M qui a deux composantes : la magnétisation longitudinale

M. ct la magnétisation transversale Mxy (FIG Principe IRM3).

Mz
*7 E2
RF ~rans j ﬂi‘a
E1l

X

FIG Principe IRM3 : Excitation des protons de I’état fondamental E1 vers I’état excité Ez et représentation des
protons alignés dans le champ magnétique par le vecteur de magnétisation M aux deux composantes M, et Myy

Aprés un temps déterminé lors du paramétrage de 'appareil IRM, le champ magnétique RF B1 est interrompu.
Le vecteur de magnétisation M va revenir a sa position initiale pour se retrouver colinéaire a I'axe z. Les deux
composantes My et Mx vont se déphaser et tendre vers une valeur égale a 0, tandis que M. va croitre. La décroissance
exponentielle My va induire un courant situé sur I'axe y. C’est ainsi que nous obtenons un signal qui va ¢tre amplifié¢ et
capté par une bobine de détection située dans I'antenne émettrice/réceptrice, appelé signal de précession libre ou
plus communément, signal Free Induction Decay (FID). Ce signal se présentant sous la forme de plusicurs
sinusoides amorties en fonction du temps est rendu compréhensible en le transformant en signal fonction de la

fréquence qui correspondra au spectre RMN final (FIG Principe IRM4).
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FIG Principe IRM4 : Signaux FID temporel et spectre RMN final fréquentiel



4. LES RELAXATIONS LONGITUDINALE ET TRANSVERSALE

vi. [.A RELAXATION LONGITUDINALE

Nous venons de voir que le vecteur de magnétisation M est constitué de deux composantes vectorielles Mxy et
M.. A Tétat d’équilibre (état fondamental E1), la composante M. est égale au vecteur Mo (situé sur I'axe z). I’application
du champ magnétique RF Bi1 va exciter les protons qui vont se retrouver dans un état excité E2, entrainant le
basculement de Mz qui sera égal a 0. Quand la stimulation par le champ magnétique RF B1 est interrompue, la
composante M, revient a sa valeur de départ Mo de fagcon exponentielle, qui s’écrit mathématiquement par la formule

M, (t) = Mo (1 — e¥/T1).

Ce phénomeéne de basculement vers un retour a un équilibre du systéme aprés excitation est appelé relaxation
longitudinale, ou encore la relaxation spin-réseau. Plus couramment, on la nomme relaxation T1. Du fait que le
phénomene soit exponentiel, il a été déterminé que la constante T1 correspondrait au temps nécessaire pour que

les protons atteignent les deux tiers de leur aimantation (FIG Principe IRMS5).

L
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FIG Principe IRMS5 : Mesure de la constante T'1

Cette constante de relaxation T1 va dépendre de la mobilité des atomes d’hydrogene ou de celle des molécules
dans lesquelles ils sont engagés, ainsi que de la densité de protons au sein du tissu. Les substances ayant naturellement
un T1 court (soit un hypersignal en T1) sont celles qui contiennent une quantité importante de graisse ou de protéines.
En revanche, I'eau libre ou ’eau extracellulaire possede une constante T1 longue (hyposignal) avec une valeur de
2500ms a 1,5 Tesla. D’autres valeurs de constante T1 pour certains tissus ou substances du corps humain sont

présentées ci-dessous? (FIG Principe IRMG).

22 « Interprétation du signal et du contraste en IRM », E. de Kerviler et A. Leroy-Willig.
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Intensité du signal de la constante T1 Valeur T1 (ms) a

Hypo Hyper anatomiques 1Tesla
Graisse 240
Longue Courte Substance blanche 680
Relwation T Substance grise 809

FIG Principe IRM6 : Hypo et hyper signal T1 et valeur T1 de certains tissus dans un champ magnétique de 1 Tesla.

vii. RELAXATION TRANSVERSALE

A contrario, nous avons vu qu’a I'état d’équilibre, la composante My du vecteur de magnétisation M est égale a
0. Apres apport d’énergie par le champ magnétique RF By, la composante Mxy bascule pour s’aligner sur le vecteur Mo.
Quand la stimulation est interrompue, la composante Mxy va revenir a sa valeur de 0 de manicre exponentielle, qui

s’écrit mathématiquement par la formule My (t) = Mo ¢¥/T2,

Ce phénomene de décroissance de la composante transversale Myy est appelée relaxation transversale ou
relaxation spin-spin, mais plus coutramment nommée relaxation T2. Cette relaxation T2 se fait généralement plus
rapidement que la relaxation T1. Le phénomeéne étant exponentiel, il a été déterminé que le signal T2 est égal a la

valeur d’intensité qui aura atteint un tiers de la valeur initiale (FIG Principe IRM 7).

Signal

2/3

FIG Principe IRM 7 : Mesure de la valeur T2

Du fait que la relaxation T2 se fasse plus rapidement que la relaxation T1, sa valeur sera toujours inférieure a la
constante de relaxation T1. La valeur T2 va elle aussi dépendre de la mobilité des atomes d’hydrogéne des molécules

dans lesquelles ils sont engagés, ainsi que de la densité des protons dans le tissu.

Les substances ayant naturellement un signal T2 long (hypersignal) sont I’eau libre et I'eau extracellulaire avec
une valeur T2 de 150 ms3. Nous pouvons aussi citer les tissus et substances suivant leur valeur de T2 (FIG Principe

IRM ).



Intensité du signal T2 Substances Valeur T2 (ms) a

Hyper Hypo anatomiques 1Tesla
Graisse 84
(eau) - (graisse) Muscle 47
Long Court Substance blanche 92
Relaxation T2
Substance grise 101

FIG Principe IRM 8 : Hypo et hyper signal T2 et valeur T2 de certains tissus dans un champ magnétique de 1 Tesla

5. INTERPRETATION ET APPLICATIONS

Linterprétation des images IRM obtenues pourra se faire en utilisant les mémes images pondérées en T1
et/ou pondérées en T2 sclon ce qui est recherché pour poser le diagnostic médical. 11 est donc important de garder
en téte que les temps de relaxation T'1 et T2 des tissus vont dépendre de la mobilité des noyaux d’hydrogéne composant
le tissu dans lequel ils sont présents. Les temps de relaxation vont donc augmenter ou diminuer selon Iétat

d’hydratation de ces tissus.

Dans une revue de 2016, Carlier et collaborateurs ont fait I’état de I'utilisation de 'TRM en clinique, mais aussi
en préclinique, comme indicateur de résultats dans le muscle squelettique (Carlier et al., 2016). Une étude similaire
réalisée sur notre campus a montré I'utilité de la RMN en tant que biomarqueur (Fatehi et al., 2017) Ainsi, pour nos
investigations en imagerie du petit animal, il a été intéressant de noter que les progrés de la technologie IRM et les
études menées précédemment offrent des possibilités considérables pour la caractétisation de la composition du muscle
squelettique, de ses fonctions et métabolisme. Actuellement, trois indicateurs de mesure en IRM sont fréquemment

utilisés :

= Bvaluer la trophicité mwm/ﬂl’rew en mesurant la surface et/ ou le volume dn muscle ;

= BEvaluer lamplenr des modifications dégénératives chroniques dans les muscles par le pourcentage du signale de
la graisse infiltrée dans le muscle ;

= Estimer Pactivité de la maladie avec le temps de relaxation T2 de 'ean dn muscle comme un indice dans des

pathologies connnes pour étre progressive.

En prenant en compte tous ces éléments, les bénéfices de I'imagerie quantitative en IRM pour les troubles
musculaires sont multiples : une meilleure appréciation de la sévérité de la maladie, la possibilité de suivre I’évolution

des modifications dans le temps et surtout, évaluer les réponses du muscle squelettique a un traitement thérapeutique.

Chez I'animal, les études ont identifié que le tissu musculaire des modéles animaux de dystrophie musculaire
avait un signal T2 élevé : pour le modele de soutis mdx, la moyenne du signal T2 était significativement plus élevé que

celui du groupe controle mais aussi un pic était atteint lorsque les soutis mdx étaient agées de 4 mois et 8 mois (Vohra

23 Trophicité musculaire : ensemble des mécanismes et des processus qui participent a la nutrition et au développement
complet et harmonieux du muscle.
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ctal., 2016). De plus, une autre étude ayant pour but de caractériser une inflammation aigue dans le muscle squelettique

de souris a aussi montré une augmentation du signal T2 dans le muscle inflammé (Bryant et al., 2014).

Nous avons vu que la quantification du signal T2 de I'eau du muscle comme indicateur de l'activité d’une
maladie s’avérait étre une variable trés pertinente, aussi bien chez 'Homme que chez Panimal. Récemment, il a été
montré que le signal T2 de 'eau du muscle était anormalement élevé chez des patients souffrant de la dystrophie de
Duchenne mais pas chez des patients souffrants de la dystrophie de Becker (Wokke et al., 2016). De plus, en 2010,
Lebel et Wilman ont proposé un modele de signal multi-coupe multi-écho (en anglais, multi-slice multi-echo MSME)
qui permet de préciser plus finement la relaxométrie T2, permettant ainsi de tirer avantage d’une large différence entre
’eau et la graisse en séparant les deux composantes (Lebel and Wilman, 2010). Ce que nous avons appliqué lors des

sessions IRM sur notre modele animal (voir Matériels et méthodes).

Pour conclure, les dystrophies musculaires présentent un mécanisme pathologique complexe qui résulte en une
désorganisation progressive du tissu musculaire. Cette perte de la structure normale du muscle semble étre reflétée par
les anomalies de dispersion de l'intensité du signal RMN du muscle squelettique. Ainsi, le suivi longitudinal de notre
modele animal de LGMD2A par IRMN prend tout son sens pour suivre ’évolution de la pathologie, en utilisant les

indicateurs cités plus haut nécessaires pour nos investigations.

1I. NOTIONS FONDAMENTALES EN IMMUNOLOGIE*

1. DEFINITIONS ET GENERALITES

7. HEMATOPOIESE

L’hématopoiese est I'ensemble des mécanismes qui permet de produire tout au long d’une vie des cellules
spécialisées en quantité trés importante pour assurer le renouvellement, d’une part des cellules lymphoides :
lymphocytes, cellules Natural Killer (NK) et certaines sous-catégories de cellules dendritiques ; et d’autre part, les
cellules myéloides : érythrocytes, mastocytes (production de plaquettes sanguines), polynucléaires et monocytes, ainsi

qu’une sous-catégorie de cellules dendritiques.

24 Soutces : « Immunologie », J. Kuby, 7éme édition 2014, Editions Dunod. « Hématologie », Société francaise
d’hématologie, 2éme édition, 2014, Editions Elsevier Masson.



A Torigine de tous ces éléments figurés du sang se trouvent les cellules souches hématopoiétiques (CSH)
qui assurent deux fonctions : leur autorenouvellement et la production des cellules myéloides progénitrices (CMP)
ct des cellules lymphoides progénitrices (CLP). La cascade hématopoiétique comprend trois compartiments : les
progéniteurs hématopoiétiques, les précurseurs ct les cellules différenciées. Ces différentes cellules vont
exprimer 2 leur surface des antigénes et/ou des récepteurs qui sont spécifiques de leur stade de différenciation, de

maturation et d’activation (FIG Principe IMM 1).
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FIG Principe IMM 1 : Schéma simplifié¢ de I’hématopoiése (modifié d’apres « Immunologie », J. Kuby)

Les CSH sont une sous-population trés minoritaire de progéniteurs immatures multipotents capables de
reconstituer a long terme une hématopoiese complete (lymphoide et myéloide) et sont peu sujettes a la mitose, étant

majoritairement dans un état quiescent.

Les progéniteurs hématopoiétiques expriment a leur surface la sialomucine CD34 et représentent 1% des
cellules mononuclées médullaires. L’absence de CD38 caractérise la fraction des progéniteurs les plus immatures
(cellules CD34+ CD38-). Les progéniteurs ne sont pas identifiables morphologiquement et leur quantification
nécessite des techniques spécialisées de culture cellulaire, dont les caractéristiques morphologiques des colonies

obtenues iz vitro a partir de ces progéniteurs vont permettre de les caractériser.

Au terme de leur différenciation, les précurseurs deviennent des cellules matutes spécialisées qui quittent le

compartiment médullaire et rejoignent la circulation sanguine et les tissus périphériques.

La production médullaire est trés finement régulée pour permettre une adaptation de chaque lignée en fonction
de ses besoins propres. Cette régulation trés complexe fait intervenir principalement des facteurs cellulaires (interaction

avec les cellules stromales) et moléculaires (facteurs de croissance hématopoiétiques).
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7. L IMMUNITE

Généralement, Pimmunité est définie comme DPétat de protection d’un organisme contre d’autres
organismes ou substances étrangéres, nommés des antigenes. En biologie, 'immunité fait référence a une notion
d’état d’équilibre : posséder toutes les défenses biologiques adéquates pour lutter contre une infection, une maladie ou
autre invasion biologique indésirable, tout en maintenant une tolérance adéquate pour éviter Iallergie ou la maladie

auto-immune.

Nous pouvons distinguer deux types d’immunité selon les agents de défense immunitaire engagés pour lutter

contre les 4 catégories de pathogenes référencés (virus, champignons, parasites et bactéries) :



= L’immunité humorale (aussi appelée réponse immune Th2) qui permet de combattre les pathogeénes

via les anticorps et le systéme du complément (FIG Principe IMM 2) ;
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Equipe Neuromyologie Translationnelle (U1251)

51



immunitaire sont les lymphocytes spécifiques d’antigenes et les cellules capables d’induire la réponse Th1 afin

d’éradiquer les pathogénes (F1G Principe IMM 3).
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Pour finir, afin de lutter contre les maladies auto-immunes, le processus de tolérance du soi a pour r6le d’éviter

le systéme immunitaire de détruire les propres tissus de 'hote.

2.

LES LEUCOCYTES ET LEUR ROLE DANS LIMMUNITE

La sous-population hématopoiétique qui nous intéresse ici sont les leucocytes, appelés vulgairement « globules

blancs ». Ce sont les cellules nucléées du sang qui jouent un réle essentiel dans 'immunité. Morphologiquement, on
g qui] P 21q s

distingue les granulocytes (ou polynucléaires) sur les caractéristiques de leur noyau (bi- ou pluri-segmenté) et de leur

cytoplasme contenant de nombreuses granulations ; et les cellules dites mononuclées (monocytes et lymphocytes)

dont le noyau est arrondi ou peu segmenté. Tous les leucocytes expriment l'antigéne de surface CD45 (cellules

CD45+) et sont divisés en plusieurs sous-populations selon leur différenciation caractérisée par les antigénes et/ou

récepteurs de surface qu’ils vont exprimer lors de ces différents stades jusqu’a leur maturation (Tableau Principe IMM

1).

MORPHOLOGIE - PARTICULARITES

IMMUNITE — ROLE ET

Polynucléaires

neutrophiles

Polynucléaires

éosinophiles

Diameétre 12-15pm. .
Noyau polylobé (2 a 5 segments).
Cytoplasme a fines granulations : ®
granules primaires azurophiles et
granules secondaires neutrophiles.
50.10° cellules fabriquées/jour chez
PHomme.

Durée de vie : 24h dans le sang.

Diametre 12-14um. .
Noyau bi- ou trilobé.

Cytoplasme  rempli de  grosses
granulations possédant une structure
cristalline interne (un seul type de
granules). °

Expression de protéines contenues

dans les granulations : Major Basic

Protein (MBP), Eosinophil
Peroxidase (EPX), Eosinophil
Cationic Protein (ECP), ®

Eosinophile-Detived Neurotoxin

(EDN).
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CARACTERISTIQUES
Fonction essentielle de défense
antibactérienne.

Combattre les infections apres
pénétration dans les tissus et requérant
des propriétés de mobilité par
chimiotactisme, de phagocytose, de
bactéricidie et de digestion.

Ne survivent pas apres phagocytose.

Migration vers les tissus cibles sous
influence de facteurs chimiotactiques
spécifiques  (éotaxines) ou non
spécifiques  (leucotrienes, C5a, C3a,
cytokines).

Fonction principale de phagocytose
des ceufs de parasites (helminthes) et
neutralisation des réactions
d’hypersensibilité immédiate
(allergie) par libération d’histaminase.
Libérer plusieurs types de médiateurs

inflammatoires altérant les cellules

endothéliales, augmentant la
perméabilité vasculaire et de
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Polynucléaires

basophiles

Monocytes

Lymphocytes

Trois cytokines essentielles 2
I’éosinophilopoiese : I'Interleukine-5
(IL5), IInterleukine-3 (IL3) et le
GM-CSF.

Diametre 12um. .

Noyau généralement bilobé.

Nombreuses granulations basophiles
abondantes et volumineuses.
Granules contenant des médiateurs
de Pinflammation (dont histamine ®
et 5-hydroxytryptamine).

Production intramédullaire
contrélée par IL3 et GM-CSF.

Le SCF a un réle clé pour la
différenciation, prolifération,
activation et survie des basophiles

tissulaires.

Diametre 15-40pm. .
Noyau encoché non polylobé.
Cytoplasme dit « gris ciel d’orage» ®
contenant fines granulations
azurophiles.

Circulent dans le sang avant de
pénétrer les tissus pour devenir des
cellules

macrophages ou

dendritiques.

Morphologie quelque peu variable :
petites cellules avec noyau arrondi et o
quantité variable de cytoplasme avec
patfois quelques granules azurophiles.
Distinction cellules B et cellules T
par leur immunophénotype car

phénotype proche.

contractions des fibres musculaires

lisses.

Expression des récepteurs pour les
fragments Fc des IgE et des IgG.
Réle important dans les réactions
inflammatoires locales et
hypersensibilité immédiate.
Dégranulation provoquée par le
contact des IgE présentes sur leur
membrane avec des allergenes, libérant
histamine, 5-hydroxytryptamine,
attirant  les

mais aussi IL5

éosinophiles.

Macrophages capables de
phagocytose, capables d’y survivre.
Cellules dendritiques sont des cellules
présentatrices  d’antigénes  aux
lymphocytes T, surtout au niveau des
organes lymphoides et sont a la phase
initiale de la réponse immunitaire. Elles
séeretent de  nombreuses  cytokines
impliquées dans Pinflaimmation et la
réponse immunitaire

Monocytes capables d’éliminer les
bactéries par phagocytose grice a des

granulations lysosomales.

Eléments essentiels de 'immunité.

Lymphocytes T et B matures
«naifs» (aucun contact avec un
antigéne) quittent la moelle osseuse pour
circuler dans le sang a la recherche
d’antigene :  développer la réponse
immune appropriée a Pantigéne en

cause.



Cellules B

Cellules T

Prolifération des CLP a Porigine des
lymphocytes B et T selon différents
stades de différenciations caractérisés

par expression d’antigénes spécifiques.

(]
Lymphopoicse B dans la moelle
osseuse :  cellules pro-B (CD34+

L]

CD19+ CD10+) — pré-B (CD19+
CD10+, chaine y intracytoplasmique)
— cellules B immatures (CD19+
CD20+ avec IgM de surface) —
cellules B matures (CD19+ CD20+
avec IgM et IgD de surface).

Lymphopoiese T dans le thymus :
prothymocytes (CD2+ CD7+ CD4- ®
CD8-) —  thymocytes corticaux
(CD4+ CD8+) et thymocytes
médullaires (CD3+ CD4+ CD8- ou e
CD3+ CD4- CDS8+). Toutes ces
cellules expriment le récepteur T
(TCR) dont il existe 2 variétés : une o
majoritaire, Taf, et 'autre minoritaire,
Tys. Les lymphocytes Tof
comprennent lymphocytes CD3+
CD4- CD8+ et CD3+ CD4+ CDS8-.
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10% de lymphocytes B « naifs »
circulant.

Contact des lymphocytes B naifs avec
un antigéne : phase de prolifération
avec modification d’expression des
génes d’Ig puis maturation, soit sous
forme de lymphocytes mémoire
(réponse plus rapide a une nouvelle
stimulation), soit sous forme de cellules
préplasmocytaires qui migrent dans la
moelle osseuse et se différencient en
plasmocytes  (sécrétion des Ig
spécifiques de P’antigéne en cause,
avec des caractéristiques adaptées a cet
antigéne : IgG opsonisantes pour la lutte
antibactérienne, IgA sécrétoires, IgE
pour la lutte antiparasitaire ou I'allergie,

etc.)

70-80% de lymphocytes T circulants.
Les lymphocytes CD3+ CD4- CD8+
reconnaissent les antigénes associés aux
molécules HLA de classe I.

Les lymphocytes CD3+ CD4+ CDS8-
reconnaissent les antigénes associés aux
molécules HLA de classe II.

Réle majeur des lymphocytes T dans la
modulation de la réponse
immunitaire. Les TCD4+ coopérent
avec les cellules B pour la synthése
d’anticorps, tandis que les TCD8+ sont

cytotoxiques.
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e Implication des NK dans Pélimination

des cellules étrangeéres a Porganisme

e  Environ 10% de grands lymphocytes de maniére indépendante de

NI (Nl 1560Hs5) evige erou toras Pantigéne et sans activation préalable.

Natural Killer

azurophiles présents dans le sang.

e Les NKsont CD3- CD16+ CD56+.

TABLEAU Principe IMM 1 : Description des différentes sous-populations leucocytaires présentes dans

Iorganisme.

3. REPONSE IMMUNITAIRE INNEE ET REPONSE IMMUNITAIRE ADAPTATIVE

Nous avons pu voir dans le tableau ci-dessus que les leucocytes étaient impliqués soit dans une réponse rapide
de immunité par I'intermédiaire des granulocytes, NK et certaines catégories de cellules B et T avec majoritairement
un phénomeéne de phagocytose ; soit dans une réponse extrémement adaptée a un antigéne déja connu par
Pintermédiaire d’autres catégories de cellules B et T avec libération d’anticorps. L’organisme des vertébrés est donc
capable de « répondre rapidement » ou bien de « s’adapter » a une agression extérieure par deux types de réponses
immunitaires interconnectées entre elles mais aussi avec les immunités humorale et cellulaire : la réponse
immunitaire innée ct la réponse immunitaire adaptative, détaillées dans le tableau ci-dessous (TABLEAU Principe

MM 2).



REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

Prévenir les infections ou éliminer rapidement les

envahisseurs courants.

REPONSE IMM

'AIRE ADAPTATIVE

Lutter plus efficacement et spécifiquement a des

« petites » différences moléculaires de pathogenes.

Réponse en quelques minutes a plusieurs heures. Réponse dans les 5 a 6 jours.

. . ) ) Réponse plus rapide et efficace a chaque nouvelle
Réponse identique a des infections répétées. »
exposition (cellules mémoires).

Spécificité élevée, s’adaptant sans cesse lors du
Spécificité limitée ct fixée.
déroulement de la réponse.

Composants majeurs :

e Barricres physiques et chimiques (ex. peau) ; .
Composants majeurs :

e Cellules myéloides (granulocytes, macrophages et
e Cellules lymphoides (lymphocytes T et B) ;

cellules dendritiques) ;
e Récepteurs spécifiques ;
e Phagocytose ;
e Anticorps.
o Molécules de reconnaissance de motifs ;

e  Systéme du complément.

Aide 4 diriger le développement de la réponse Seconde ligne de défense plus exhaustive,

adaptative. informée par les luttes engagées par le systeme innée.

Tableau Principe IMM 2 : Distinction entre réponse immunitaire innée et réponse immunitaire adaptative

Du fait de leur interconnexion, la communication entre réponse immunitaire innée et réponse immunitaire
adaptative est trés importante et se réalise par contacts cellulaires ct par messagers solubles (abordés dans le
TABLEAU Principe IMM 1) : les cytokines qui sont des facteurs de croissance, les chimiokines et d’autres facteurs
solubles produits par les cellules immunitaires elles-mémes. Cette communication va permettre le recrutement des
cellules sur le site de I'infection et/ou de leur donner des instructions précises via des protéines solubles importantes.

Ainsi, I’éradication du pathogene se fera depuis I'intérieur du site infectieux.

Les cellules qui ont un réle central pour la communication entre les deux réponses sont les cellules

présentatrices d’antigénes (CPA) professionnelles myéloides (FIG Principe IMM 4).
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FIG Principe IMM 4 : Schématisation de la communication entre réponse immunitaire innée et réponse
immunitaire adaptative et les cellules/agents immunitaires engagés

4. LE RESEAU IMMUNOLOGIQUE

Comme décrit dans les paragraphes précédents, le réseau immunologique est trés complexe du fait des
nombreuses types de réponses immunitaires (Th1, Th2, innée et adaptative et d’autres non citées), nous ne pourrons
rentrer dans tous les détails. Nous vous invitons donc a consulter les annexes 3 et 4 représentant le réseau
immunologique dans son ensemble (Annexe 3) et un schéma récapitulatif du réseau des cytokines avec leurs cellules
cibles (Annexe 4) afin de vous aider dans la compréhension des choix effectués pour nos investigations

immunologiques (leucocytes ciblés et cytokines/chimiokines analysées en qPCR).

5. IIMMUNITE CHEZ L’HOMME ET LA SOURIS

Toutes les explications apportées jusqu’a présent concernent 'Homme mais notre modele de recherche est le
modeéle murin. Il est important de connaitre les différences immunologiques entre la souris et 'Homme avant de
réaliser des investigations poussées en immunologie et de les prendre en compte. Globalement, le  systeme immunitaire
de la souris est équivalent a celui de ’Homme mais quelques différences existent, notamment la numération de la
formule sanguine variant quelque peu entre Homme et souris ; les lymphocytes étant plus majoritairement présents

chez cette derniére (TABLEAU Principe IMM 3).



SouRrIs C57BL/6 (M)/(F)

Erythrocytes (105/pL) 5,0 9,48 / 9,24
Plaquettes (105/pL) 2,5 13,5/ 11,6
Leucocytes (103/pL) 7,3 8,90 / 8,44

3,7-51 0,53 - 3,09 / 0,42 - 2,55
Neutrophiles
(50% —70%)  (7,3% -28,6%) / (7,4% - 22,7%)
1,5-3,0 3,2-11,2 / 2,9-10,9
Lymphocytes
(20% - 40%)  (61,3% - 87,2% / (70,2% - 87,8%)
1-44 0,2-09/02-0,7
Monocytes
1% — 6%) (2,2% - 11,0%) / (2,2% - 7,1%)
1-22 0,01 - 0,42 / 0,01 - 0,5
Eosinophiles
(1% - 3%) (0,1% - 4,4%) / (0,2% - 4,5%)
<0,13 0,03 /0,03
Basophiles
<1% (0,38%) / (0,38%)

TABLEAU Principe IMM 3 : Numération de la formule sanguine chez ’Homme et la souris C57BL/6

Nous intéressant principalement aux ¢osinophiles dans ce projet de recherche, nous nous sommes
particuliérement attachés aux différences existantes entre ’'Homme et la souris concernant cette sous-population
leucocytaire, et a leurs potentiels impacts sur nos investigations. Malgré quelques différences minimes rapportées dans
diverses études, les nombreuses et importantes similitudes entre les éosinophiles humain et murin permettent d’obtenir
des éclaircissements importants quant a leur réle dans la santé et les maladies, et ainsi démontrer P'utilité des études sur
le modéle murin avec une possible extrapolation valable a la compréhension et au traitement de patients (Lee et al.,
2012). Et en considérant notre objectif d’avoir une premiere vision globale de la cinétique des leucocytes dans notre
modeéle murin de la calpainopathie, nous pouvons considérer que ces différences n’impacteront pas les données et

résultats obtenus.
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B. HYPOTHESE DE TRAVAIL

Pour rappel de certains éléments clés abordés dans le chapitre 1 de ce mémoire, il est important de retenir ici

que la calpainopathie est la plus commune des dystrophies musculaires des ceintures a transmission autosomique
récessive, causée par des anomalies dans le géne CAPN3 qui code pour la calpaine-3, une protéine spécifiquement

exprimée dans le muscle squelettique.

Le diagnostic de cette pathologie est basé sur des manifestations cliniques telles qu’une atrophie symétrique des
muscles de la région pelvienne et scapulaire, une dégénérescence progressive de ces mémes muscles occasionnant une
diminution de la force musculaire, une augmentation de la concentration sérique de créatine kinase et un aspect de
nécrose-régénération des fibres musculaires observées sur des biopsies de muscles. De plus, nous avons pu signaler
que des phénomeénes inflammatoires, myosites a éosinophiles (ME) et infiltration de macrophages, avaient été

rapportées chez des cas de patients souffrant de calpainopathie.

La ME constitue une entité pathologique rare caractérisée par une infiltration d’¢éosinophiles dans le muscle
squelettique. Elle est parfois associée a une hyperéosinophilie du sang périphérique ou de la moelle osseuse. Son
diagnostic est basé sur une analyse histologique pour observer I'aspect des fibres musculaires : noyaux centraux et
infiltration d’éosinophiles en sont les caractétistiques principales. Habituellement, la ME est associée a des infections
parasitaires, des désordres systémiques ou la prise de certains médicaments ou de L-tryptophane. Mais I'exclusion de

toutes ces causes définit le spectre de la ME idiopathique (Selva-O’Callaghan et al., 2014).

En 2006, de précédents travaux au sein de 'unité ont rapporté pour la premicre fois des ME idiopathiques
causées par des mutations du géne CAPN3 chez six patients enfants et adultes, sans aucun lien de parenté (Krahn et
al., 20006). Ce lien entre des mutations de CAPN3 et la ME a été confirmé par une étude rétrospective incluant cinq
nouveaux cas pédiatriques et adultes sans lien de parenté. Ces découvertes ont suggéré que Iinfiltration a éosinophiles
est un stade « précoce » de la calpainopathie (Krahn et al., 2006, 2011). Par ailleurs, d’autres leucocytes jouent un role
clé lors du phénomene d’infiltration a éosinophiles comme les lymphocytes-T et les macrophages, composants majeurs
des lésions inflammatoires proches des fibres musculaires (Brown and Amato, 20006). Il est intéressant de noter que
deux autres cas de ME causées par des mutations génétiques ont été rapportés : en 2009, le premier cas était lié a une
mutation homozygote du géne codant pour la y-sarcoglycane (Baumeister et al., 2009) et en 2015, le second cas rapporté

était celui d’un patient souffrant de dystrophie myotonique de type 2 (Meyer et al., 2015).

Et récemment, le diagnostic d’un patient LGMD2A avec une myosite riche en macrophages a été rapporté,

suggérant une évolution du phénotype inflammatoire (Schutz et al., 2017).

En prenant ensemble toutes ces observations et données, nous pouvons suggérer que la ME et le phénotype
inflammatoire sont des stades présymptomatiques de LGMD2A, apparaissant a la petite enfance et disparaissant a I’age
adulte. En plus de cela, ce phénomeéne inflammatoire peut causer des dommages aux fibres musculaires parce que les
¢osinophiles sont connus pour larguer des granules cristalloides et des vésicules sécrétrices contenant plusieurs
médiateurs avec des effets toxiques (Davoine and Lacy, 2014). Il est donc possible que cet environnement délétere

jouerait un r6le dans le phénomeéne de nécrose-régénération des fibres musculaires chez les patients LGMD2A.



Nous estimons des lors qu’apporter un traitement thérapeutique durant cette phase présymptomatique
inhiberait et/ou diminuerait le phénotype inflammatoire des muscles des patients souffrant de calpainopathie,
I’évolution de la maladie pourrait ainsi ¢tre ralentie et la sévérité des symptomes pourrait étre réduite. Mais, dans un
premier temps, nous avons besoin de déterminer si le modele murin déficient en calpaine-3 est un modele pertinent
pour étudier les mémes désordres inflammatoires dans les muscles avant d’évaluer cette hypothése dans une large étude

préclinique.

Dans le cadre de mes travaux de thése et de cette étude, nous avons suivi ’évolution du stade présymptomatique
de la calpainopathie chez des souris déficientes en calpaine-3. En effet, des observations concernant des infiltrations
de cellules inflammatoires ont été rapportées chez des modéles murins avec des mutations du géne Capn3 (Bartoli et
al., 2006; Kramerova et al., 2004). D’une part, nous avons congu une étude de suivi longitudinal utilisant 'imagerie par
résonance magnétique nucléaire afin d’observer les muscles des membres inférieurs de deux groupes de souris (controle
et Capn3-knock out) a différents ages (2, 4, 6 et 8,5 mois). Nous avons vu que I'TRM est un outil trés sensible pour

révéler de probables modifications de la structure musculaire et I'apparition ou non d’infiltration inflammatoire.

Drautre part, nous avons voulu déterminer si les troubles immunologiques apparaissaient durant ce stade
présymptomatique dans les muscles quadriceps et psoas, ainsi que dans le sang, de ces mémes modeles de souris aux
mémes ages. Pour se faire, nous avons décidé de réaliser une analyse en cytométrie en flux a chaque temps de mesure
apres extraction et isolation des leucocytes a partir des muscles. Pour compléter notre exploration, nous voulions savoir
si des modifications d’expression des cytokines et/ou chimiokines inflammatoires pouvaient étre observées dans ces

mémes muscles de souris agés de 2 mois et 8,5 mois.

C. RESULTATS

Dans les paragraphes qui vont suivte, je vais exposer les résultats obtenus a la suite de nos investigations

histologiques et en imagerie du petit animal. Notre choix s’est porté sur ces deux méthodes, car d’une part, elles sont
complémentaires et d’autre part, la premicre (histologie) peut permettre de visualiser des cellules inflammatoires, en
particulier les ¢osinophiles, au sein d’un tissu grace a une coloration May-Griinwald Giemsa (MGG), tres utilisée en
routine et diagnostic de pathologies a ¢osinophiles ; et la seconde (imagerie du petit animal), permet de visualiser des
désordres anatomiques a I’échelle macro- voir microscopiques selon la sensibilité de la technique d’imagerie choisie.
Ici, nous avons opté pour I'imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) permettant de visualiser des
phénomenes inflammatoires ou modifications anatomiques minimes grace a sa grande sensibilité, et étant non invasive
et sans effets secondaires, elle nous a permis de réaliser une étude longitudinale sur les mémes animaux. De plus, nous
avons eu la possibilité de réaliser les sessions ’IRM dans un scanner 7 Tesla équipé d’une cryosonde qui multiplie la

sensibilité par 2,5 et permet d’effectuer une IRM pour des pathologies avec des lésions microscopiques.
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I.  OBSERVATIONS HISTOLOGIQUES ET ANALYSES PAR IMAGERIE A

RESONNANCE MAGNETIQUE

1. ABSENCE D’INFILTRATION D’EOSINOPHILES OU DE CELLULES
INFLAMMATOIRES DANS LES MUSCLES DES SOURIS DEFICIENTE EN

CALPAINE-3

Tout d’abord, nous avons procédé a des observations histologiques des muscles psoas. Nous les avons prélevés
sur les souris controle et les souris Capn3-knock out agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois. Ensuite, des cryosections transversales
de ces muscles ont été réalisées et colorées par la méthode MGG. Puis, les images des coupes ont été obtenues grice
a un scanner de lames. Aprés quoi, nous avons balayé les images a la recherche de cellules inflammatoires et/ou
d’éosinophiles pour les deux groupes de souris a chaque temps de mesure. Finalement, aucune infiltration visible de
cellules inflammatoires ou bien d’éosinophiles entre les myofibres n’a été constatée pour le groupe des souris Capn3-

knock out, comparé au contr6le comme le montre les images représentatives de la figure FIG RESULTATS Histo
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FIG RESULTATS Histo : Coupes histologiques représentatives colorées en MGG de muscle posas de soutis
controle (A, C, E et G) et de souris Capn3-knock out (B, D, F et H) dgées de 2, 4, 6 et 8,5 mois.

En parallele, grace a une collaboration avec le docteur Benoit GIANNESINI au CRMBM (Centre de
Résonance Magnétique Biologique et Médicale) nous avons mené une étude exploratoire longitudinale 7 vivo grace a
Pimagerie du petit animal, plus spécifiquement en faisant appel a 'FIRM. Cette étude longitudinale a été réalisée sur les
deux mémes groupes : un groupe controle de 12 souris C57BL/6 et un groupe pathologique de 12 souris déficientes
en calpaine-3. Le suivi a été réalisé entre 2 mois et 8,5 mois d’age et les sessions d’IRM ont été menées lorsque les

soutis étaient agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois.

2. IETUDE LONGITUDINALE PAR IRM N’A PAS MIS EN EVIDENCE DE

PHENOMENE INFLAMMATOIRE

Apreés les différentes sessions d’TRM réalisées a 2, 4, 6 et 8,5 mois d’age, nous avons obtenu des images brutes
en signal T2 issues des régions supérieure, médiane et inférieure des membres inférieurs (au-dessus et en-dessous du

genou) des souris controle et des souris Capn3-knock out. Ci-aprés, nous vous présentons une illustration des images
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en signal T2 obtenues pour chaque temps de mesure, chaque groupe et chaque positionnement de la coupe transversale

en ne sélectionnant qu’un animal par point (FIG RESULTATS IRM 1).

Controle Capn3-K

Supérieur  Milieu Inferieur Supérieur  Milieu Inférieur

]
o
£
©

8,5 mois

FIG RESULTATS IRM 1 : Images IRM brutes représentatives en signal T2 des membres inférieurs aux niveaux
supérieur, milieu et inférieur de la région cuisse/genou/mollet de souris controle et Caprn3-knock out agées de 2, 4, 6
et 8,5 mois.

Avant de pouvoir exploiter nos données en IRM, chaque lot d’images brutes en signal T2 a été traitées
informatiquement pour obtenir des images pondérées en T2. Pour se faire, nous avons délimité manuellement les
régions anatomiques d’intérét sur ces coupes axiales de muscle, ce qu’on appelle la segmentation, avant de procéder
au traitement informatique. Nous avons donc « segmenté » les muscles comme suit : muscle entier (ME), compartiment
musculaite antérieur (CMA) (incluant le tibialis antérieur, Pextensor digitorum longus, le flexor hallucis et le flexor
digitorum), le tibia (T) et la graisse sous-cutanée (GSC). Vous pouvez voir une illustration de cette procédure dans la

figure FIG RESULTATS IRM 2 ci-aptés.



Contréle Capn3-KO T2 (ms)

FIG RESULTATS IRM 2 : Illustration de la segmentation (B) a partir de 'image IRM pondérée en T2 d’une
coupe axiale brute obtenue a 8,5 mois d’dge (A) et de 'obtention des cartes T2 calculées apres traitement
informatique en niveau d’intensité de signal T2 (C) d’une soutis controle et d'une souris Capr3-knock out.

Apres avoir réalisé les segmentations et le traitement de ces images segmentées, nous avons obtenu des cartes
en niveau d’intensité de signal T2 que nous avons exploitées. De vis, nous n’avons pas observé de différence
anatomique entre nos deux groupes de souris. D’ou I'importance de réaliser des analyses informatiques plus précises

sur ces images dans le but de comparer I’évolution de ces valeurs du signal T2 des régions d’intérét sélectionnées.

Ala suite d’une analyse informatique réalisée sur les zones d’intérét a 'aide d’un script congu pour ce projet par
Arnaud LETROTER, nous avons obtenu les valeurs T2 des zones d’intérét délimitées auparavant pixel par pixel et
avons réalisé des analyses statistiques sur deux régions qui nous intéressaient plus particulierement : le muscle entier

(ME) et le compartiment musculaire antérieur (CMA). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure FIG

RESULTATS IRM 3 ci-dessous.
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FIG RESULTAS IRM 3 : Evolution du signal T2 (en ms) dans le temps des régions segmentées muscle entier
(ME) et compartiment musculaire antérieur (CMA) pour les niveaux supérieur (A), médian (B) et inférieur (C) des
membres inférieurs région cuisse/genou/mollet des souris controle (CxM) et Capn3-knock out (KOxM) agées de 2,
4, 6 et 8,5 mois.

Dans le détail, pour le niveau supérieur, les résultats n’ont pas mis en évidence de différence entre les valeurs
de T2 de ces deux régions pour les deux groupes de souris (FIG RESULTATS IRM 3A). En revanche, concernant le
niveau milieu des membres inférieurs des souris, nous avons observé une diminution significative pour le CMA chez
les soutis Capn3-knock out comparé aux souris controle lorsqu’elles étaient agées de 6 mois, avec respectivement, des
valeurs T2 de 43,3 ms et 50,2 ms (P = 0,0204). Mais aucune différence significative n’a été relevée pour le compartiment
ME (FIG RESULTATS IRM 3B). Concernant le niveau inférieur des membres inférieurs, nous avons constaté les
mémes résultats : une baisse significative des valeurs du signal T2 du CMA pour les souris déficientes en calpaine-3
comparées au groupe controle lorsqu’elles étaient agées de 2 mois, avec respectivement 60,5 ms et 64,1 ms (P = 0,03206),

et aucune différence pour la région ME (FIG RESULTATS IRM 3C).



Pour aller plus loin dans nos analyses statistiques, nous avons jugé pertinent de calculer le rapport des surfaces
(en UA) entre le muscle entier et la graisse sous-cutanée (ME/GSC), ainsi que le rapport entre le compartiment
musculaite antérieur et le muscle entier (CMA/ME) car ce sont des régions anatomiques qui sont particuliérement

impactées par la pathologie dans le temps.
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FIG RESULTATS IRM4 : Evolution dans le temps du (A, B et C) rapport des surfaces entre le compartiment
musculaire antérieur et le muscle entier (CMA/ME) et du (D, E et F) rapport des surfaces entre le muscle entier et la
graisse sous-cutanée (ME/GSC) dans les membres inférieurs des animaux controle (CTL) et Capn3-knock out (KO)

agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois.

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure FIG RESULTATS IRM4 ci-dessus. Ainsi, nous avons
comparé I’évolution du rapport CMA/ME dans le temps pour les niveaux (A) supérieur, (B) médian et (C) inféricur
des membres inférieurs niveau cuisse/genou/mollet des deux groupes de souris controle (noté CTL) et Capn3-knock
out (noté KO) a 2, 4, 6 et 8,5 mois d’age ; ainsi que ’évolution dans le temps du rapport des surfaces ME/GSC pour
les niveaux (D) supérieur, (E) médian et (F) inféricur des membres inférieurs niveau cuisse/genou/mollet au méme

temps de mesure. Les résultats n’ont montré aucune différence significative.
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11. ANALYSES IMMUNOLOGIQUES EN CYTOMETRIE EN FLUX ET PCR

QUANTITATIVE

Les observations histologiques et les analyses effectuées a partir des images traitées pondérées en T2 obtenues
en IRM nous ont donné des indications sur la présence ou I'absence de modifications anatomiques au niveau des
muscles des membres inférieurs des souris dgées de 2 a 8,5 mois ; mais 4 aucun cas nous n’autions pu procéder a des
analyses cellulaires et moléculaires grice a ces deux méthodes. C’est pourquoi il nous a paru évident de procéder a des
investigations immunologiques a ’échelle cellulaire et moléculaire dans le tissu musculaire, ainsi que dans le sang. Nous
avons donc décidé de réaliser des analyses immunologiques en cytométrie en flux afin d’identifier et de quantifier
certaines sous-populations leucocytaires (cellules CD45+) dans le muscle et le sang de nos deux groupes de souris aux
mémes 4ges que ceux atteints lors des sessions d’IRM ; et aussi d’effectuer des analyses moléculaires par PCR
quantitative pour identifier certaines chimiokines et cytokines impliquées dans les réponses immunitaires innée et
adaptative. Pour le choix des antigénes de surface ciblés selon nos sous-populations leucocytaires d’intérét, ainsi que

les cytokines/chimiokines recherchées, vous pouvez vous référer aux annexes 6 et 7 respectivement.

1. PAS DE DIFFERENCE IMMUNOLOGIQUE DANS LES MUSCLES ENTRE SOURIS

CONTROLE ET SOURIS DEFICIENTE EN CALPAINE-3

La premiére étape de nos investigations a I’échelle cellulaire et moléculaire fut I’analyse immunologique en
cytométrie de flux. Pour nous aider dans cette partie de 'étude, nous avons collaboré avec Sandrine HENRI du CIML
(Centre d’Immunologie de Marseille Luminy, France) qui possedent toutes les compétences techniques et scientifiques
pour le bon déroulement des expériences. Nous avons donc planifié les différentes sessions selon I'age des animaux
pour réaliser les prélevements et analyses des muscles psoas et quadriceps de nos deux groupes de souris, controle et

Capn3-knock out agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois.

Tout d’abord, chez les souris dgées de 2 mois, les leucocytes ont été isolés a partir du tissu musculaire et les
sous-populations cibles ont été identifiées par une analyse en FACS. A ce moment-la, nous avions décidé de n’identifier
et ne quantifier que les éosinophiles, les monocytes et les neutrophiles ; en nous basant sur notre hypothese de travail
qui était que la phase présymptomatique débutait avec une infiltration des éosinophiles dans le muscle. Mais les résultats
obtenus apres cette premiére analyse n’ont montré aucune différence significative entre les souris contréle et les soutis
déficientes en calpaine-3 a cet age. Par conséquent, nous avons décidé dans un second temps d’¢élargir nos explorations
a d’autres sous-populations leucocytaires incluant les natural killer (NK), les cellules T (cellules T CD4+ et CD8+) et
les cellules B pour les temps de mesure a 4, 6 et 8,5 mois. Les résultats obtenus sont présentés sur I’histogramme ci-

dessous de la figure FIG RESULTATS IMM 1.
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FIG RESULTATS IMM 1 : Evolution dans le temps de la proportion (en %) de sous-populations leucocytaires par
rapport au nombre total de cellules vivantes dans les muscles psoas et quadriceps de souris controle (CTLxM) et de
souris Capn3-knock out (C3KOxM) dgées de 2, 4, 6 et 8,5 mois.

De fagon a pouvoir comparer les résultats entre les différentes analyses en FACS, nous avons standardisé les données
en calculant le rapport moyen de chaque sous-population sur le nombre total de cellules vivantes isolées a partir des
muscles pour les deux groupes de souris. En parallele, nous avons aussi calculé le rapport du nombre total de leucocytes
vivants (cellules CD45+) sur le nombre total de cellules vivantes pour comparer la proportion de leucocytes présente

dans les muscles entre chaque groupe et pour chaque temps de mesure. Les résultats sont présentés dans la figure FIG
RESULTATS IMM 2 ci-apreés.
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FIG RESULTATS IMM 2 : Evolution dans le temps de la proportion (en %) de leucocytes vivants (cellules
CDA45+) par rapport au nombre total de cellules vivantes dans les muscles psoas et quadriceps de souris controle
(CTL) et de souris Capn3-knock out (C3KO) agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois.
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La méme standardisation et les mémes calculs ont été effectués pour les diverses sous-populations de leucocytes
dans le sang, a la différence que I'analyse en FACS ici nous a directement indiqué le nombre de cellules CD45+ vivantes
car les autres cellules non leucocytaires ont été éliminés lors du traitement du sang avec le kit fournisseur (voir Matériels
et Méthodes). De ce fait, nous avons calculé la proportion des sous-populations leucocytaires selon le nombre total de
cellules CD45+ vivantes dans 30uL de sang et le nombre total de cellules CD45+ vivantes dans 30uL. de sang (résultats

présentés respectivement dans les figures FIG RESULTATS IMM 3 et FIG RESULTATS IMM 4 ci-aprés).
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FIG RESULTATS IMM 3 : Evolution dans le temps de la proportion (en %) de sous-populations leucocytaires par
rapport au nombre total de cellules CD45+ vivantes dans le sang de souris controle (CTLxM) et de souris Caprn3-
knock out (C3KOxM) agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois
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FIG RESULTATS IMM 4 : Evolution dans le temps du nombre de leucocytes vivants (cellules CD45+) dans le
sang de souris controle (CTL) et de souris Capn3-knock out (C3KO) agées de 2, 4, 6 et 8,5 mois

Pour revenir aux résultats obtenus lors de ces différentes analyses, nous avons pu constater que la proportion

de cellules CD45+ augmentaient graduellement dans les muscles des soutis contrdle et Capn3-knock out entre 2 et 8,5



mois d’age (de 0,0060% a 0,20% en moyenne) et que la proportion de leucocytes restait tres faible (FIG RESULTATS

IMM 2). Nous n’avons pas noté de différence significative.

Concernant les analyses du sang, nous avons observé un pic d’augmentation du nombre de cellules CD45+
vivantes pour les souris dgées de 4 mois, environ 80 000 leucocytes pour les souris controle et environ 100 000
leucocytes pour les souris déficientes en calpaine-3. Pour les autres temps de mesure, le nombre de leucocytes présents
se maintenait aux alentours de 30 000 cellules vivantes, et aucune différence significative n’a été relevée a 2, 4, 6 et 8,5

mois d’age (FIG RESULTATS IMM 4).

Pour entrer plus dans les détails de nos résultats présentés dans la figure FIG RESULTATS IMM 1, nous
avons pu observer une augmentation générale de toutes les sous-populations leucocytaires pour les deux groupes de
souris agées de 2 a 8,5 mois, excepté pour les NK et les cellules B ; tout en maintenant une proportion tres faible de
ces sous-populations sur le nombre total de cellules vivantes dans les muscles (moins de 0,025%). En ne considérant
que les éosinophiles, nous n’avons pas observé de différence significative entre le groupe de souris contréle et celui
des souris Capn3-knock out et cela pour tous les dges ; nous avons observé le méme constat pour les neutrophiles et

les cellules T.

A T'opposé, en ce qui concerne les monocytes nous avons pu noter une augmentation significative chez les
soutis Capn3-knock out comparées aux souris controle lorsqu’elles étaient agées de 4 mois, avec respectivement
0,00065% et 0,00020% (P = 0,010). Pour les autres temps de mesure, aucune différence n’a été découverte.
Etonnement, nous avons souligné une augmentation quasiment significative pour les NK chez les souris agées de 8,5
mois avec une valeur de 0,0891% pout les souris controle comparées aux souris déficientes en calpaine-3, avec une
valeur de 0,0486% (P = 0,058). En outre, malgré ’écart notable de la proportion des NK a 6 mois entre souris controle
(0,0490%) et souris Capn3-knock out (0,01328%), nous n’avons pas relevé de significativité (P>0,05). Nous pouvons
expliquer cela par le fait que le nombre de cellules NK ou de monocytes comptés était faible comparé au nombre total

de cellules vivantes et que les variations intra-groupes pouvaient étre importantes dans les muscles des souris.

Pour finir avec les résultats concernant les muscles, il était aussi intéressant de noter que les cellules B étaient

vraiment tres rares dans les muscles (0% a 0,0024%) pour chaque temps de mesure.

Inversement, les résultats observés pour le sang (FIG RESULTATS IMM 3) nous ont montré que les cellules
B étaient la sous-population leucocytaire majoritairement présente a chaque temps de mesure (environ 0,50%), sans
toutefois relever de différence significative. Et a la différence de ce que nous avons observé dans les muscles, la
proportion des monocytes était maintenue dans le temps (environ 0,03%, P>0,05) et la proportion des NK augmentait

légerement chez les souris dgées de 2 a 8,5 mois (respectivement 0,025% a 0,12%, P>0,05).

Concernant les cellules T, nous avons pu relever une différence significative 2 6 mois d’age (P = 0,001), la
proportion de ces cellules étant plus faible chez les souris déficientes en calpaine-3 (0,1462%) comparées aux souris
controle (0,2325%) ; qui concernaient plus exactement les cellules CD4+ (contréle = 0,1176% et Capn3-knock out =

0,0690% ; P = 0,0008).

En portant notre attention sur les neutrophiles, nous avons pu constater une augmentation entre 2 et 6 mois

d’age (controéle de 0,085% a 0,15% et Capn3-knock out de 0,083% a 0,23%) suivi d’une baisse a 8,5 mois d’age (contréle
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= 0,18% et Capn3-knock out = 0,12%). Nous avons noté¢ une différence significative a 2 mois d’age (P = 0,024), la
proportion de neutrophiles étant légérement plus faible chez les souris déficientes en calpaine-3 (0,08339%) que chez
les souris controle (0,08529%) et inversement, la proportion des neutrophiles étant plus élevée chez les souris Capn3-
knock out (0,1268%) que chez les souris controle (0,0960%) agées de 4 mois, avec une différence significative (P =

0,042).

In fine, nous avons observé la rare présence des éosinophiles dans le sang 4 chaque temps de mesure, aussi bien

chez les souris controle que les souris Capn3-knock out (environ 0,001%), sans différence significative.

2. LES CYTOKINES EXPRIMEES DANS LES MUSCLES QUADRICEPS DE SOURIS

CONTROLE ET CAPN3-KNOCK OUT

La seconde partie de nos investigations immunologiques a concerné I'analyse de 'expression de certaines
molécules impliquées dans les réponses immunitaires en tant que messager, les cytokines et chimiokines, dans les
muscles quadriceps des souris controle et souris Capr3-knock out. Nous avons décidé de cibler 14
cytokines/chimiokines différentes, jouant des roles dans la réponse immunitaire innée et/ou adaptative et ciblant les

sous-populations que nous avons étudié lors des analyses en FACS (se référer a "annexe 5 pour plus de détails).

De la sorte, apres avoir extrait PARN total a partir des quadriceps des souris et procéder a une PCR apres
trasncription inverse, nous avons regroupé les ADNc de trois soutis controle et trois souris déficientes en calpaine-3,
un pool pour celles dgées de 2 mois et un pool pour celles agées de 8,5 mois. Ensuite, nous avons effectué une PCR
quantitative ciblant les 14 cytokines/chimiokines d’intérét (voir Matériels et Méthodes) et nous avons reproduit cette

expérience trois fois. Les résultats sont présentés ci-dessous (FIG RESULTATS QPCR).
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1,00
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Expression relative (en nombre de fois)
w
o
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FIG RESULTATS QPCR : Expression relative (en nombre de fois) des transcrits de cytokines (IL5 et 11.12a) et
de chimiokines (CCL11 et CCL3) exprimées dans les muscles quadriceps de souris controle (CTLxM) et Capn3-
knock out (C3KOxM).

Nous avons pu constater que deux cytokines et deux chimiokines sur les quatorze ciblées étaient exprimées
dans le muscle quadriceps pour les deux groupes de souris : Pinterleukine 5 (IL-5), Iinterleukine 12a (IL-12a), C-C

motif chemokine 11, connue sous le nom éotaxine 1 (CCL11/¢éotaxine 1) et la macrophage inflammatory protein 1ot



(MIP1a/CCL3). Toutefois, les expressions de ces messagers ne différaient pas significativement entre les deux groupes

de souris (0,5<RQ<2,0).

D. DISCUSSION

v
Chez Homme, quelques études ont rapporté des cas de phénomenes inflaimmatoires chez des patients

souffrant de myopathies héréditaires (Baumeister et al., 2009), (Krahn et al., 2011) (Schutz et al., 2017)) : comme
Pinfiltration d’éosinophiles se manifestant par des myosites a éosinophiles ou Pinfiltration de macrophages dans le tissu
musculaire. Dans notre étude, nous avons voulu savoir si le modele murin déficient en calpaine-3 était un bon sujet
d’étude pour des analyses immunologiques et ainsi, comprendre les mécanismes pouvant étre impliqués dans ces
troubles inflammatoires. Cela dans le but de déterminer si les myosites a éosinophiles ou bien les infiltrations a
macrophages sont un stade présymptomatique de la calpainopathie en étudiant potentiellement ce phénomene chez la

soutis Capn3-knock out.

Dans un premier temps, nos observations histologiques n’ont pas montré de différence macroscopique entre
les muscles psoas de souris controle et ceux de souris déficientes en calpaine-3, qu’elles soient agées de 2, 4, 6 ou 8,5

mois ; aucune infiltration de cellules inflammatoires n’a été constatée entre les myofibres.

Puis dans un second temps, nous avons approfondi nos explorations anatomiques en réalisant une étude
longitudinale par imagerie a résonance magnétique. Cette fois encore, nos résultats n’ont révélé aucune zone
inflammatoire dans les muscles des membres inférieurs des souris déficientes en calpaine-3 comparées aux souris
contrdle pour chaque dge de mesure (2, 4, 6 et 8,5 mois). Toutefois, il est intéressant de souligner que nous avons
observé une diminution significative de la valeur du signal T2 dans le compattiment musculaire antérieur des membres
inférieurs des soutis Capn3-knock out au niveau de la coupe « inférieure » lorsqu’elles étaient dgées de 2 mois et au
niveau de la coupe « milieu » lorsqu’elles étaient dgées de 6 mois. Il est bien connu que les muscles sont des organes
riches en protéines et en fibre de collagenes, ce qui se traduit en IRM par un signal T2 assez court. Nous pouvons donc
supposer qu’une modification de I'architecture musculaire se produit en défaveur des souris déficientes en calpaine-3
avec le temps, de la région distale vers la région proximale au niveau des membres inférieurs, affectant potentiellement
la composition en protéines. Pour les souris, cette propagation distale vers proximale pourrait s’expliquer par une
posture de quadrupede et non de bipede comme chez ’'Homme. De plus, un réle majeur de la calpaine-3 a été démontré
dans la régulation des sarcomeres (Duguez et al., 2006); appuyant ainsi notre hypothése sur ces possibles modifications
de la composition en protéines qui se traduirait par une augmentation de la surface du compartiment musculaire
antérieur. Néanmoins, nous ne pouvons savoir quelles sont exactement les protéines concernées et si cela affecte aussi
les protéines de la matrice extracellulaire comme les fibres de collagéne. C’est pourquoi une étude sur la composition
ct la localisation des protéines musculaires pourrait étre nécessaire pour une meilleure compréhension des désordres

architecturaux constatés chez les patients souffrant de LGMD2A.

Maintenant, considérons aussi les résultats que nous avons observés lors de nos investigations
immunologiques. Lidentification et la quantification de sous-populations de leucocytes (cellules CD45+) impliquées

dans la réponse immunitaire innée (éosinophiles, neutrophiles, natural killer, monocytes et certain immunophénotype
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de cellules T) ou bien dans la réponse immunitaire adaptative (monocytes, cellules B et cellules T) ne nous ont révélé
aucune différence significative en termes de proportion de leucocytes dans le muscle ou de leur nombre total dans le

sang entre les souris controle et les souris Capn3-knock out.

Cependant, il est intéressant d’attirer P'attention sur le fait que la cinétique du nombre de cellules CD45+ est
différente dans le muscle et dans le sang : la proportion de leucocytes augmentait dans les muscles psoas et quadriceps
en méme temps que les soutis vieillissaient ; tandis que dans le sang, le nombre de leucocytes atteignait un pic maximal
lorsque les souris étaient dgées de 4 mois puis diminuaient avec ’age. Nous pouvons supposer que 'augmentation
constante des leucocytes dans le muscle est liée au mécanisme de stress des fibres musculaires qui se fait de plus en
plus intense, a la suite de activité physique et la croissance des soutis entre 2 mois et 8,5 mois ; imposant ainsi un
phénomeéne important de nécrose-régénération des myofibres. Le systeme immunitaire doit donc jouer son role de
« nettoyeur » plus efficacement pour permettre le renouvellement du tissu musculaire. En effet, nos investigations ont
montré que les monocytes étaient la sous-population la plus présente dans le tissu musculaire, tout comme les
¢osinophiles, 2 compter de 6 mois. Ces résultats n’étaient prévisibles au début de notre étude, nous attendant a constater
des infiltrations a éosinophiles ou autres cellules inflammatoires. Mais ils évoquaient quand méme une implication
active du systeme immunitaire dans le tissu musculaire. Et nos résultats obtenus a I’échelle moléculaire concernant
certaines cytokines et chimiokines ont montré que seulement 2 cytokines et 2 chimiokines étaient exprimées chez les

souris controle et les souris Capn3-knock out a 2 et 8,5 mois :

= Llinterlenkine 5 qui est impliguée dans la croissance et la différenciation des cellules B, ainsi que dans le maintien
de la survie et des fonctions des éosinophiles chez la souris (Takatsu, 2011) ;

= Llinterlenkine 12 qui induit la différenciation des cellules T CD4+ naives en cellules Thi, et jone aussi un rile
dans Pactivation des natural killer et des cellules dendritiques (Sun et al., 2015) ;

= L’otaxine 1 (CCL11) qui permet le recrutement spécifique des éosinophiles par chimiotactisme sur les sites
inflammatoires (Davoine and Lacy, 2014) ;

®  MIPla (CCL3) qui est impliquée dans 'inflammation aigue en permettant le recrutement et lactivation des

granulocytes, mais anssi attraction des macrophages, monocytes et neutrophiles (Alam, 1992; Wolpe, 1988).

Une fois de plus, ces résultats consolident le fait que seule la réponse immunitaire innée est engagée, plus

précisément la réponse inflammatoire et les cellules jouant un réle de « nettoyage ».

En extrapolant ces résultats 2 ’Homme et en supposant que la cinétique des leucocytes est similaire ; 'Homme
étant aussi sujet a activité physique et a la croissance entre la petite enfance et I’dge adulte ; nous pouvons suggérer
que la présence majoritaire des éosinophiles et des monocytes dans le muscle pourrait expliquer I'appatition des
myosites a éosinophiles ou des infiltrations riches en macrophages qui ont été observées chez des patients souffrant
de LGMD2A durant leur petite enfance. De plus, nous pouvons préciser que le role majeur de la calpaine-3 dans la
régénération musculaire a été prouvé par des investigations menées chez 22 patients souffrant de LGMD2A (Hauerslev
etal,, 2012). En considérant ce réle clé, nous pouvons supposet qu’un événement intrinséque ou externe, associé a un
déficit en calpaine-3, pourrait causer d’importants désordres des mécanismes de la réponse immunologique et un
emballement de la production et de I'activation de ces deux sous-populations leucocytaires, éosinophiles et monocytes,
dans le tissu musculaire. Nous devons aussi rappeler que les éosinophiles sont connus pour larguer des composants

cytotoxiques comme les protéines EPX ou MBP1, et que les monocytes sont connus pour jouer un role clé dans la



réparation tissulaire, la régénération et la fibrose (Wynn and Vannella, 2016). Ces phénomenes d’infiltration
inflammatoire pourraient donc ne pas étre une phase présymptomatique mais plutot une conséquence indirecte de la
calpainopathie, plus précisément, une altération des mécanismes de la réponse immunologique liée au déficit de la
calpaine-3. 1l serait donc intéressant de rechercher ces protéines dans le muscle, murin ou humain. Cependant, les
soutis ne sont pas sujettes aux myosites a éosinophiles idiopathiques (MEI) comme les Hommes et ne peuvent donc
reproduire spontanément ce phénomene observé chez certains patients souffrant de LGMD2A. En outre, il n’y a, a ce

jour, aucun modele murin de MEIL

Pour conclure, notre étude a montré que le modéle murin déficient en calpaine-3 ne reproduisait pas
spontanément les mémes désordres immunologiques dans le muscle que ceux décrits chez certains patients atteint de
calpainopathie et ce modele ne semble donc pas approprié pour des investigations plus élaborer afin de clarifier et
comprendre exactement les mécanismes immunologiques impliqués dans ces phénomenes inflammatoires. Finalement,
il serait nécessaire de considérer un autre modele animal plus pertinent pour explorer cette hypothese. Désormais, les
avancées technologiques portées par les outils de modification génique disponibles nous permettent d’imaginer
d’obtenir ces animaux modéles dans un futur proche. Nous pourrions également réaliser une étude de cohorte dans le

but d’analyser des biopsies musculaires de jeunes patients et d’adultes souffrant de LGMD2A.

E. MATERIELS ET METHODES

I.  MODELE ANIMAL ET GENOTYPAGE

Lies souris controle sont de souches C57BL6/] commandées chez Chatles River Laboratories (Ies Oncins,

France). La construction et la caractérisation du modéle murin déficient en calpaine-3 (groupe Capn3-knock out) a été
décrit précédemment ((Richard et al., 2000), (Fougerousse et al., 2003b)). Toutes les souris ont été hébergées selon les
recommandations européennes pour la protection des manipulateurs et P'utilisation des animaux en expérimentation

animale.

Le génotypage des souris Capn3-knock out a été réalisé comme décrit précédemment (Richard et al., 2000).
II. INVESTIGATIONS PAR IMAGERIE A RESONANCE MAGNETIQUE (IRM)

Les explorations des animaux ont été conduites dans le scanner préclinique 70/16 Pharmascan possédant un
aimant A résonnance horizontal de 7 Tesla (Bruker Biospin, Ettlingen, Germany) et équipé d’une cryosonde a

hydrogene ('H-IRM) refroidie en permanence par du nitrogene (CryoProbe, Bruker Biospin).
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1. PREPARATION DES ANIMAUX

Chaque soutis a été préalablement anesthésiée en chambre d’induction grace a un flux constant d’un mélange
air 2 31./min et isoflurane 4 3%. Aprés cela, les cornées des animaux ont été protégées de la sécheresse avec une créme
ophtalmique et 'animal anesthésié a été placé en décubitus dorsal sur un berceau a IRM intégrant un masque relié a
une unité d’anesthésie (Univentor 400, UNO, Zevenaar, The Netherlands), qui est maintenue a 1,7-2,2% d’isoflurane
dans 100% d’air (0.3 L/min). Le berceau est ensuite inséré dans le scanner a aimant en veillant 4 ce que les membres
inférieurs soient localisés sous la cryosonde. Durant toute la durée de I'expérience, la température corporelle est
maintenue a un niveau physiologique en réchauffant I'animal grace a un circuit d’eau chaude intégré au berceau et la
fréquence respiratoire est controlée en permanence en utilisant un systéme commercial de monitorage (SA
Instruments, Inc., New York, USA) et maintenue entre 70 et 90 cycles respiratoires par minute en modifiant

manuellement la dose d’isoflurane.

2. ACQUISITION ET TRAITEMENT DES IMAGES BRUTES IRM

Dix coupes axiales consécutives non contigiies (Imm d’épaisseur, Imm d’espacement) ont été sélectionnées au
niveau des membres inférieurs incluant le pelvis. Les images pondérées en T2 en multi-coupes multi-échos (en anglais,
T2-weighted multi-slice multi-echo (MSME)) de ces coupes axiales ont été acquises avec les paramétres suivants : 16
échos, un temps d’écho de 7,29ms, un temps de répétition de 2000ms, une cumulation, un champ de 20x30mm?, une

taille matricielle de 256x256 et une résolution spatiale de 78x117um?.

3. TRAITEMENT DES IMAGES PONDEREES EN T,

Les images pondérées en T2 ont été traitées informatiquement dans leur ordre d’acquisition pour générer une
carte T2 sur une base pixel par pixel en ajustant les données "H-IRM grace a un programme d’analyses intégrant une
fonction exponentielle unique développée sur mesure via 'environnement IDL (Interactive Data Language, Exelis
Visual Information Solutions, Boulder, CO, USA). Les régions d’intérét (ROI, Regions Of Interest) ont été dessinées

sous le logiciel FSLView (FMRIB, Oxford University, UK ; http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl) pour chaque coupe axiale

en tragant a main levée les délimitations des aires anatomiques des compartiments antérieurs et postérieurs. La surface,

les moyenne et écart type ont été déterminés pour chaque ROT en utilisant un script Python déterminé pour cela.

1I1. OBSERVATIONS HISTOLOGIQUES

Des cryosections transversales de 8-10um d’épaisseur ont été préparées a partir des muscles psoas et quadriceps
et ont été colorées par la méthode May Griinwald-Giemsa (MGG), qui est une méthode de coloration tout a fait
appropriée et utilisée en routine de diagnostic pour visualiser les leucocytes, plus particulierement les éosinophiles,
dans les tissus ((Jankowski et al., 2000), (Besancon-Watelet et al., 2002), (Schréder et al., 2013)). Les sections de muscle
ont été observées avec le scanner de lames Axio Scan.Z1 (Zeiss) et acquisition des images a été réalisée sous un

objectif Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 et une caméra Hitachi HV-F202SCL dont les paramétres étaient : temps


http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl

d’exposition de 200us et taille de 'image 95251x19574 pixels. Les analyses d’images ont été effectuées sous le logiciel

Zen (Zeiss).

IV. ANALYSES PAR PCR QUANTITATIVE

Les ARN totaux ont été extraits et purifiés a partir des muscles quadriceps prélevés sur les souris controle et
les souris Capn3 knock-out en respectant les étapes décrites dans le guide utilisateur du TriZol™ Reagent (réf.
15596026, Invitrogen). 200ng d’ARN total ont subi une transcription inverse avec le kit High Capacity cDNA Reverse
Kit (réf. 4368814, Ambion) en utilisant des hexameéres aléatoires selon le protocole du fournisseur. Les ADNc obtenus
de 3 souris controle ou de 3 souris Capr3-knock out ont été regroupés par groupe et par temps de mesure a 2 mois et

8,5 mois d’age.

Une analyse par PCR quantitative (q-PCR) a été réalisée sur P'appareil LightCycler 480® Real Time PCR System
(Roche) selon les recommandations et le protocole du fournisseur du kit LightCycler 480® SYBER Green I Master
(réf. 04707516001, Roche). Les conditions de la q-PCR ont été les suivantes : 95°C 5min, 45 cycles de (95°C 10sec,
55°C 10sec, 72°C 20sec). Les amorces ont été congues pour chaque géne d’expression d’intérét (voir tableau ci-dessous)
et ont été ajoutées au tube réactionnel a une concentration finale de 100uM pour une concentration finale I’ADNc a
100ng. Les échantillons ont été déposés en triplicata dans une plaque 96 puits et Pexpérience compléete a été reproduite
trois fois avant de procéder aux analyses statistiques. L’expression relative des geénes (notée RQ) a été calculée en
utilisant la méthode standard basée sur les courbes Ct obtenues lors de la q-PCR en temps réel et en s’appuyant sur
Pexpression relative de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) comme contréle interne de

standardisation.
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ADNC CIBLES OLIGONUCLEOTIDES (AMORCES SENS S ET AMORCES TAILLE DE L’AMPLICON

(SOURIS) ANTISENS A + POSITION NUCLEOTIDIQUE) (BP)

o $1268: ATGCCAGTTGAGTAGGATAAAG 86
a
A1330: GAGGTAGGAAAGATGTAGCTATTG

L2 S464: AGTGCCAATTCGATGATGAG 00
A534: GAGGGCTTGTTGAGATGATG

o S$51: GAGCTATTGATGGGTCTCAAC -5
A105: GATATGGCTCCTGGTACATTC

L5 $193: GCTTCCTGTCCCTACTCATA 00
A263: CCACGGACAGTTTGATICTT

o S$423: TGGTCTTCTGGAGTACCATAG 50
A483: GGACTCTGGCTTTGTCTTTC

IL10 S607: CACCTGCAGTGTGTATIGAG o7
A683: CCAAGGAGTTGTTTCCGTTAG

T §$527: CTATGAGGACTTGAAGATGTACC 04
a
A600: GCCCTTGTCTAGAATGATCTG

L3 $264: TTCTGTGTAGCCCTGGATTC -
A329: GTTACAGAGGCCATGCAATATC

$319: TTGGAGATGAGCTAGGATAGAG
CCL5 (RANTES) 75
A374 GGACTAGAGCAAGCAATGAC

CCL11 (EOTAXIN- 595: GCTGAGATCCAAGCAGTAAC
1) A154: GTGAGCAGCAGGAATAGAAG

79

$383: CATGTAGAGGCCATCAAAGAA
CSF2 (GM-CSF) 78
A439: GACGACTTCTACCTCTTCATTC

INF 5269: CCTCTTCTCATTCCTGCTTG 03
A342: GGGAACTTCTCATCCCTTTG

TN S258: TCTTGGATATCTGGAGGAACT -
g A322: CAAAGAGTCTGAGGTAGAAAGAG

$3020: TAACATCTGGAGCCTTTGTG
CCL 3 (MIPla) 95
A3093: GTTCTGTGAGTAGACGGAATAG

$200: TGACCTCAACTACATGGTCTA
GAPDH 93
A273: ATGACAAGCTTCCCATTCTC



V. ANALYSES EN CYTOMETRIE EN FLUX

1. ISOLEMENT DES LEUCOCYTES A PARTIR DE TISSU MUSCULAIRE

Pour isoler les leucocytes a partir du tissu musculaire, les muscles psoas et quadriceps ont été découpés en petits
morceaux et ensuite placés dans un milieu de digestion composé de milieu RPMI supplémenté a 5% de sérum de veau
feetal et additionné de collagénase 1I (Worthington) 2 1mg/ml et de DNAse a 0,25mg/ml (Sigma). Deux incubations
de 30 minutes chacune sous agitation 2 37°C ont été effectuées. Le tissu digéré a été homogénéisé apres chaque période
d’incubation en utilisant un tube C et 'appareil Gentle Macs Dissociator (Miltenyi Biotec). Les cellules a faible densité

ont ensuite été purifiées par centrifugation dans un gradient de 40% a 70% de Percoll (GE Healthcare).

2. ANALYSES DES CELLULES SANGUINES

Le sang a été collecté dans un tube EDTA et les érythrocytes ont été lysés avec la BD FACS Lysing Solution

(Becton Dickinson).

3. CYTOMETRIE EN FLUX

Lacquisition des cellules issues des muscles et du sang marquées par fluorescence a été réalisé sur les cytometres
en flux (ou dans le langage courant, en FACS pour Fluorescence-activated cell sorting) LSRII et CANTO
respectivement et I'analyse effectuée sur le logiciel FlowJo (Tree Star). La viabilité des cellules a été évaluée en utilisant
le Sytox (Invitrogen) selon les recommandations du fournisseur. Les stratégies de sélection des leucocytes dans le

muscle et dans le sang sous le logiciel FlowJo sont présentées en Annexe 6.

4. ANTICORPS

6elyFITC-couplé anti-Ly6C (Clone AL-21, BD Pharmingen), PE-couplé anti-CD3e (Clone 145-2C11, BD
Horizon), PE-CF594-couplé anti-SiglecF (E50-2440, BD Biosciences), PE-Cy5.5-couplé anti-CD8a (Clone 53-6.7,
Invitrogen) PE-Cy7-couplé anti-Ly6G (Clone 1A8, BD Horizon), allophycocyanin A647-couplé anti-CD64 (Clone
X54-5/7.1, Pharmingen ), Alexa 700-couplé anti-MHCII (I-A/I-E) (M5/114.15.2, eBioscience), allophycocyanin Cy7-
couplé anti-NK1.1 (PK136, Biolegend), BV421-couplé anti-CD45R/B220 (Clone RA3-6B2, BD Pharmingen), BV-
650-couplé anti-CD4 (Clone RM4-5, Pharmingen) , BV786-couplé anti-CD45 (clone 30-F11, BD Horizon),
allophycocyanin Cy7-couplé anti-CD19 (6D5, Biolegend), BV711-couplé anti-CD11b (M1/70, BD Pharmingen),
BV610/605-couplé anti-CD1lc (N418, eBioscience), PE-Cy5.5-couplé anti-CD45.2 (104, eBioscience),
allophycocyanin Cy7-couplé anti-CD19 (6D5, Biolegend), allophycocyanin Cy7-couplé anti-CD3 (17A2, Biolegend),
BV650- couplé anti-CD24 (Clone M1/69, BD Pharmingen).
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VI.  STATISTIQUES

La significativité des différences entre les données des groupes d’animaux controle et Capn3 knock-out a été
déterminée en utilisant le test Mann-Whitney ou le test-t de Student aprés une analyse de la distribution des données

par le test de Shapiro-Wilk. Une significativité statistique a été définie pour une valeur p < 0,05.



CHAPITRE 3 : ANALYSE D’UNE
COHORTE DE PATIENTS ATTEINTS DE
DYSTROPHIE MUSCULAIRE DES CEINTURES
DE TYPE 2A
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ans le chapitre 1 de ce mémoire, nous avons abordé les différents types de mutations pouvant affecter

le géne CAPN3 : soit des mutations impactant 'épissage du géne et aboutissant 4 une protéine non

fonctionnelle ou exprimée insuffisamment ou absente ; soit des mutations modifiant la séquence en
acides aminés de la calpaine-3, aboutissant 4 une protéine inactive ou faisant défaut dans I'un de ses roles principaux
(activités autolytique et protéolytique ou activité non protéolytique comme I'aide au maintien de P'architecture du
muscle, régénération musculaire, etc.). L’analyse d’une cohorte de patients souffrant de dystrophie musculaire des
ceintures de type 2A (cf. chapitre 3) et ces notions importantes citées ci-dessus ont été a la base de notre réflexion pour
un projet paralléle a notre projet principal concernant uniquement un aspect physiologique de la calpainopathie (cf.
Chapitre 2). Ainsi, dans ce chapitre 3, nous vous présentons les résultats de ’analyse d’une cohorte de 336 patients
LGMD2A de ’'Hépital la Timone a4 Marseille. Cette analyse a pour but de faire un bilan des variants exoniques et
introniques identifiés affectant le gene CAPN3, leurs distribution, pathogénicité et impact(s) sur I'épissage des transcrits

ou sur la traduction en protéine calpaine-3.

A. ANALYSE D’'UNE COHORTE DE PATIENTS LGMD2A

& I’hopital de la Timone a Marseille, plus de 500 patients sont venus en consultation, soit pour un diagnostic

initial, soit pour une consultation de suivi. Ainsi, nous avons pu étudier cette cohorte (en préservant "anonymat des
patients dont I'identité ne nous a pas été dévoilée) et en extraire des données intéressantes concernant les patients
porteurs de vatiants du gene CAPN3 pour lesquels le diagnostic de dystrophie musculaire des ceintures de type 2A a
bien été établi. Aprés un premier tri pour ne conserver que ces derniers patients confirmés LGMD2A, nous avons pu

exploiter les données de 336 patients.

Nous vous présentons ci-apres les démarches effectuées et les résultats obtenus a la suite de Panalyse in silico

des variants identifiés sur le gene CAPN3.
1. ANALYSE DU PROFIL DES PATIENTS LGMD2A

Pour commencer, nous avons effectué une analyse sur 'dge des patients en 2018, I’age des patients lors de
’apparition des premiers symptomes de la calpainopathie ainsi que leur sexe afin de réaliser la répartition des cas selon
ces criteres. Sur les 336 patients initiaux, nous avons eu connaissance de la date de naissance pour 245 d’entre eux.

Concernant I’age d’apparition des premiers symptomes, celui-ci a été renseigné pour 82 d’entre eux.



| sexe |
Classification des cas actuels selon leur dge
Femme Homme

127 128
Cas Cas Cas Jeunes <
s pédiatriques adolescents Adultes CasAdultes:  Cas séniors
245 3 13 13 143 47
REPARTITION DES PATIENTS SELON AT 7 16 25 47 73
LEUR SEXE
CLASSIFICATION DES CAS ACTUELS SELON LEUR AGE

W Femme
W Homme m Cas pédiatriques

® Cas adolescents
M Cas Jeunes Adultes
W Cas Adultes

M Cas séniors

ToT Enfance Adolescence Jeune adulte Adulte Sénior
82 29 17 20 14 2

CLASSIFICATION DES CAS SELON L'AGE
D'APPARITION DES 1ERS SYMPTOMES

m Enfance

m Adolescence
® jeune adulte
uAdulte

W Sénior

FIG COHORTE 1: Age moyen et dge moyen d’appatition des premiers symptomes des patients LGMD2A, ainsi
que leur répartition par sexe et age en 2018,

Comme rapporté dans différentes études, nous avons constaté que la dystrophie musculaire des ceintures de
type 2A touchait indifféremment les hommes et les femmes (50% et 50%). L’dge moyen des patients regus a ’hopital

était de 46 ans en 2018 et I'4ge moyen d’apparition des premiers symptomes était de 21 ans.

Les 245 patients dont I’4ge était connu ont ensuite été répartis selon ce dernier afin de classifier et dénombrer
les cas pédiatriques (moins de 12 ans inclus), les cas adolescents (entre 13 ans et 19 ans inclus), les cas jeunes adultes
(entre 20 ans et 30 ans inclus), les cas adultes (entre 31 ans et 60 ans inclus) et les cas séniors (plus de 61 ans). Ainsi,
nous avons observé que les cas adultes représentaient la majorité des patients LGMD2A (66% des cas) pour un age
moyen de 47 ans, suivi par les cas séniors d’age moyen de 73 ans (47%) et les adolescents (dge moyen 16 ans) et les
jeunes adultes (dge moyen 25 ans) représentant chacun 6% des cas. En revanche, les cas pédiatriques étaient peu

fréquents, seulement 1% des cas, avec un age moyen de 7 ans.
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En revanche, sur les 82 patients dont I’age d’apparition des premiers symptomes était connu, les analyses ont

montré que celui-ci se situait lors de la petite enfance (moins de 12 ans), représentant 35% des cas.

Ces proportions entre les différents stades de la maladie s’expliquent par le fait que la calpainopathie n’affecte
pas Pespérance de vie des patients et que le profil type d’'un patient LGMD2A est un cas d’apparition des premiers
symptomes apres dge de 10 ans avec une évolution progressive durant 20 ans a 30 ans vers une sévérité plus

importante de la pathologie.

Concernant les variants identifiés et présents chez ces 336 patients, nous avons regroupé quelques données

dans le tableau ci-dessous (TABLEAU 1 COHORTE) :

Nombre total de variants identifiés 644
Nombre total de variants différents identifiés 211
Nombre moyen de variants par patient 1,9
Nombre de variants a I'état homozygote 96
Nombre de variants a I’état hétérozygote 548

TABLEAU 1 COHORTE : Bilan des variants identifiés dans la cohorte de 336 patients LGMD2A.

Dans cette cohorte comptant un total de 336 patients LGMD2A, un total de 644 variants sur le gene CAPN3
ont été identifiés, pathogenes ou non, sachant que 211 variants différents ont été retrouvés. Cela signifiait donc qu’un
méme variant a été retrouvé plusieurs fois parmi les patients. Nous avons constaté qu’un patient était porteur en
moyenne de 1,9 variants affectant le gene CAPN3. En effet, chez certains patients un seul variant pathogene était

detecté.

Majoritairement les patients étaient porteurs de variants a état hétérozygote composite, dénombrés 548 fois
contre 96 variants portés a I'état homozygote. Nous pouvions donc en déduire que I'association de plusieurs variants
pathogenes était plus fréquemment responsable de la dystrophie musculaire des ceintures de type 2A que la présence

d’un unique variant pathogéne retrouvé sur les deux alleles.



II.  ANALYSES DE L’IMPACT DES VARIANTS PATHOGENES SUR LA CALPAINE-3

1. ANALYSE DE L’IMPACT DES VARIANTS PATHOGENES SUR L’EXPRESSION DE

LA CALPAINE-3

Au sein de cette cohorte, une analyse de expression de la calpaine-3, plus particulicrement de 'expression de
la protéine enticre p94 et de ses deux fragments autolytiques N31k et C58k, a été effectuée pour 111 patients. Ainsi,
nous avons pu déterminer le nombre de patients présentant une déficience ou non dans la quantité de calpaine-3 et
rapporter ce résultat au(x) variant(s) pathogene(s) associé(s). Les résultats sont présentés ci-apres (FIG COHORTE
2).

NB total patients m

I ct ! v du fr t autolyti I ct I i d I
Il b ETne e impact sur les niveaux du fragment autolytique Impact sur les niveaux du fragment autolytique

N31k C58k
Normale Diminuée Absente Doublée  Traces Normale Diminuée Absente ND Traces  Normale Diminuée Absente ND Traces
23 43 40 1 4 21 39 39 8 4 27 47 34 1 2
IMPACT DES VARIANTS PATHOGENES IMPACT DES VARIANTS PATHOGENES IMPACT DES VARIANTS PATHOGENES
CAPN3 SUR LES NIVEAUX DE P94 CHEZ 111 CAPN3 SUR LES NIVEAUX DE N31K CHEZ CAPN3 SUR LES NIVEAUX DE C58K CHEZ

PATIENTS 111 PATIENTS 111 PATIENTS

W Normale
o W Normale M Normale

W Diminuée

H Diminuée W Diminuée
® Absente

W Absente W Absente
W Doublée

mNo mND
W Traces W Traces W Traces

FIG COHORTE 2 : Analyse de 'impact des variants pathogenes sur la protéine calpaine-3 enticre (ou p94) et ses
deux fragments autolytiques N31k et C58k chez 111 patients.

Plusieurs profils de la calpaine-3 ont été observés, avec des conséquences soit uniquement sur les niveaux de
P94 ou un des deux fragments autolytiques, soit sur la protéine enticre et ses deux fragments, soit aucune conséquence

sur les niveaux de la protéine et ses fragments autolytiques.

Premierement, nous avons constaté que p94 était retrouvée a des niveaux normaux pour 21% des patients, le
fragment autolytique N31k était retrouvé a des niveaux normaux pour 19% d’entre eux et le fragment C58k pour 24%

des patients.

Majoritairement, nous avons observé que 'impact des variants pathogénes sur les niveaux de p94 et du fragment
autolytique C58k était une diminution de la quantité de ce fragment (respectivement a 39% et a 42%). Concernant le
fragment autolytique N31k, Pimpact sut la quantité de protéine était a équivalence avec une diminution a 35% et une
absence a 35%. Nous avons aussi noté que I’absence de p94 concernée 36% des patients et I'absence du fragment

autolytique C58k concernée 31% des patients.
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En revanche, nous avons observé pour quelques cas : que soit p94, soit le fragment autolytique N31k, soit le
fragment autolytique C58k étaient retrouvés a I’état de traces (respectivement 3%, 4% et 2%) ; le fragment autolytique

N31k étant le plus affecté.

Pour finit, il était intéressant de noter que pour 1 patient, la calpaine-3 entiére a montré une quantité doublée,

le patient étant porteur de mutations hétérozygotes composites ¢.1465C>T et ¢.1801-1G>A.

2. ANALYSE DE L’IMPACT DES VARIANTS PATHOGENES CAPN3 SUR

L’ACTIVITE DE LA CALPAINE-3

Dans le but de faire un parallele avec 'impact des variants pathogenes CAPN3 non pas uniquement sur

Pexpression de la calpaine-3 et ses fragments autolytiques, mais aussi sur ses activités protéolytique et non
g yuques, ytq

protéolytique, nous avons retrouvé certaines mutations décrites dans le chapitre 1 §C.6. chez quelques patients de notre

cohorte.
7 INACTIVATION DE 1.A CALPAINE-3

Dans le chapitre 1, nous avons cité plusieurs mutations qui sont responsables de I'inactivation de "autolyse de
la calpaine-3 car elles sont situées dans le domaine CysPc, perturbant ainsi son activité protéolytique. Nous pouvons

supposer que les niveaux protéiques de la calpaine-3 ne sont pas forcément impactés par ce type de mutation.

e La mutation p.Val354Gly a été retrouvée chez un patient au sein de notre cohorte, portée a I'état
hétérozygote (HE). Le profil protéique de ce patient présentait une diminution de la quantité de p94.

e  Lamutation p.Val605Leu a été retrouvée une fois mais I’analyse de la calpaine-3 n’avait pas été effectuée,
nous n’avons donc pas d’information sur son expression.

e La mutation p.Ser606Leu a été retrouvée 3 fois : une seule analyse de la calpaine-3 a été réalisée qui
présentait un niveau normal de p94 dans le cas de ce patient porteur de la mutation a I’état hétérozygote

composite.
i1 ACTIVATION EXTRAMOLECULAIRE : DOMAINE IS7.
Aucune mutation de ce genre décrite dans le chapitre 1 n’a été identifiée au sein de notre cohorte.
i1l ACCELERATION DE L’AUTOLYSE

Dans le chapitre 1, nous avons cité plusieurs mutations qui sont responsables de I"accélération de 'autolyse de
la calpaine-3, perturbant probablement son activité protéolytique et supposant que ses niveaux en sont diminués lors
des analyses en laboratoire.

e La mutation p.Ser744Gly, décrite comme accélérant l'autolyse, a été identifiée 5 fois. Chez un patient
porteur de mutations hétérozygotes composites ¢.946-1G>A + p.Ile5561le, le profil protéique est une

p94 absente, N31k diminué et C58k diminué.



La mutation p.Arg769GIn a été identifiée chez deux patients dont un cas de patient porteur de mutations
hétérozygotes composites p.Met248Arg dont le profil protéique présentait une diminution de p94 et N31k
mais I'absence de C58k.

La mutation p.Arg769Pro a été retrouvée chez deux patients a I’état hétérozygote composite mais le profil
protéique n’a pas été réalisé.

La mutation p.Thr417Met a été la mutation la plus identifiée, pour un total de 13 patients. Dans un cas,
elle était associée a la mutation p.Arg788delinsSerfsX14, portées a Iétat hétérozygote composite dont le
profil protéique présentait une expression normale de p94 mais I'absence des deux fragments autolytiques.
Dans un autre cas, elle était associée a la mutation p.Pro20GIn56X, portées a I'état HE composite dont
le profil protéique présentait une diminution de la quantité de p94 et du fragment autolytique C58k mais
un niveau normal du fragment autolytique N31k. Pour un troisitme patient, cette méme p.Thr417Met
était portée a Iétat hétérozygote composite associée aux mutations p.Arg572Gln + ¢.1537-40C>G
présentait un profil protéique montrant une diminution de la quantité de p94 et des deux fragments
autolytiques. En revanche, chez un patient porteur de mutations HE composites, cette mutation associée
a p.Pro20GInfsX37 n’impactait pas la quantité de p94 et ces fragments autolytiques. Pour finir, dans la
littérature, cette mutation a été décrite a I’état homozygote (HO) mais elle n’a pas été identifiée comme
telle au sein de notre cohorte.

La mutation p.Glu435Lys a été retrouvée chez deux patients a 'état HE composite dont 1 fois associée
a d’autres mutations avec un profil protéique normal.

La mutation p.Arg448Gly a été identifiée chez six patients dont 1 fois a I’état HE composite associée a
p. Thr559AsnfsX33 dont le profil protéique montrait une absence totale de p94 et de ses deux fragments
autolytiques. Dans un autre cas, cette mutation était associée a la mutation p.Gly234Arg dont le profil
montrait 'absence de p94 et du fragment autolytique N31k et un niveau de C58k a I’état de traces. Dans
un dernier cas, nous avons retrouvé cette mutation portée a état HO mais malheureusement le profil
protéique n’avait pas été réalisé.

Pour finir, la mutation p.Arg448Cys a été retrouvée chez deux patients dont un patient porteur de la

mutation a I’état HO et présentant une absence totale de p94 et des deux fragments autolytiques.

iv. RECONNAISSANCE DU SUBSTRAT

Dans le chapitre 1, nous avons aussi cité plusieurs mutations qui sont responsables d’anomalic de la

reconnaissance des substrats par la calpaine-3, perturbant ainsi son activité protéolytique sans pour autant en diminuer

son expression.

La mutation p.Arg490Ttp est connue pour étre aussi responsable d’un défaut de reconnaissance des
substrats en plus d’une accélération de "autolyse. Nous ’avons identifiée chez cinq patients, porteurs de
cette mutation associée a d’autres mutations a I’état HE composite. Pour deux d’entre eux dont le profil
protéique a été réalisé, les niveaux de la calpaine-3 et de ses deux fragments autolytiques étaient normaux.
La mutation p.Arg490Gln est fréquente car elle a été retrouvée chez quinze patients. Associée a d’autres
mutations portées a I’état HE composite, les profils protéiques de 4 patients ont présenté des niveaux
normaux de la calpaine-3 et de ses deux fragments autolytiques. En revanche, chez un patient qui portait

cette méme mutation a ’état HE et associée 2 une mutation p.Ala236Thr a I'état HO, le profil a démontré

Equipe Neuromyologie Translationnelle (U1251) 87



un effondrement de la quantité de p94, N31k et C58k. Dans un autre cas, un patient étant porteur de
cette mutation a I’état HE, ainsi que de la mutation p.Phe731_Lys732>ThrfsX44 a I’état HE composite
et de la mutation p.Ala236Thr a montré un profil normal pour p94, diminué pour le fragment autolytique
N31k et absent pour le fragment C58k. Un dernier patient présentait cette mutation associée a la mutation
¢.1194-9A>G qui a un effet sur épissage et dont le profil protéique indiquait un niveau normal de p94
et N31k mais diminué pour le fragment autolytique C58k.

e La mutation p.Arg572Gly citée elle aussi dans le chapitre 1 a été retrouvée chez un seul patient mais
I’étude protéique n’a pas été réalisé.

e Quant a la mutation p.Arg572T1p, clle a été identifiée chez six patients dont un patient porteur de cette
mutation et de la mutation p.Gly441Asp a I'état HE composite présentait une quantité diminuée pour
p94 et le fragment autolytique N31k et une absence pour le fragment C58k.

e Pour finir, la mutation p.Arg572GIn connue pour entrainer un déficit de P'activité protéolytique a été
identifiée chez cinq patients : un patient portait cette mutation a I’état HO avec un niveau protéique
diminué pour la calpaine-3 et ses deux fragments autolytiques. Chez un autre patient porteur de cette
mutation associée aux mutations p.Thr417Met et ¢.1537-40C>G a I’état HE composite, le profil a montré

une diminution de la calpaine-3 et des fragments autolytiques.
. FONCTIONS NON PROTEOLYTIQUES

Pour conclure cette partie, nous avons cité la mutation p.Ala702Val comme altérant les fonctions non

protéolytiques de la calpaine-3, tout en préservant ses fonctions protéolytiques.

Celle-ci a été retrouvée chez deux patients : un patient porteur de cette mutation associée a la mutation
p-Lys613ArgfsX49 a I’état HE composite dont le profil protéique était normal ; et chez un patient porteur de cette

mutation a I’état HO mais dont les études protéiques n’ont pas été réalisées.

3. ANALYSES DES VARIANTS EXONIQUES CAPN3

Nous avons procédé a une analyse i silico des variants exoniques du gene CAPN3 identifiés au sein de notre
cohorte afin d’en déterminer leur nature, leur pathogénicité et leur impact sur la protéine grace au logiciel d’analyse en
ligne UMD Predictor (http://www.umd-predictor.cu/). La liste de tous ces variants exoniques sont présentés en
annexe 8, ainsi que les résultats de UMD Predictor, 'impact sur la protéine et le domaine protéique concernée, la nature

de la mutation et ’événement mutationnel associé.

Le variant exonique pathogene le plus retrouvé était la mutation c.550delA, identifiée chez 26 patients. Ensuite,
nous avons retrouvé chez 16 patients la mutation ¢.2362_2363delAGinsTCATCT et pour finir, la mutation

¢.1469G>A identifiée chez 15 patients.

Quinze variants exoniques ont été classés en polymorphisme ou polymorphisme probable. Ils avaient été
considérés comme non pathogenes mais intégrés a la liste car associés a d’autres mutations pathogeénes au sein de la

cohorte.



Nous avons réparti les 152 variants exoniques identifiés sur le géne CAPN3 selon leur pathogénicité et leur

distribution sur le gene, dont les résultats sont présentés ci-apres (FIG COHORTE 3).
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FIG COHORTE 3 : Répartition des 152 variants exoniques CAPN3 selon leur pathogénicité et leur distribution sur
le géne

Concernant la pathogénicité des variants exoniques, selon UMD Predictor, 58% des variants exoniques CAPN3
identifiés étaient indiqués comme pathogénes et 6% des variants exoniques comme pathogénes probables. Il était
intéressant de noter que la pathogénicité de 24% des variants exoniques était restée indéterminée. 10% des variants

exoniques étaient considérés comme polymorphisme et 2% comme polymorphisme probable.

Ensuite, nous avons constaté que I'exon 1 était 'exon le plus affecté par les mutations, présentant 22 variants
différents ; puis 'exon 13 avec 16 variants différents et enfin I'exon 10, avec 15 variants différents. Nous avons pu
faire un lien avec les analyses des profils protéiques de la calpaine-3 réalisés pour certains patients de la cohorte : le
fragment autolytique N31k était diminué ou absent, codé par les exons 1 a 6, ainsi que le fragment C58k qui avait un
niveau le plus souvent diminué, codé par les exons 7 a 24. C’est pourquoi nous avons observé que p94 s’en retrouvait

plus fréquemment diminuée.

Toutefois, nous avons jugé pertinent de procéder a 'analyse de la densité des mutations selon la taille des exons.

Les résultats obtenus sont présentés ci-aprés (FIG COHORTE 4).
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FIG COHORTE 4 : Densité des variants exoniques CAPN3

En effet, lorsque nous avons analysé la densité des variants exoniques, nous avons constaté que I’exon 21
possédait la densité la plus importante de mutations (0,101 variants/pb pour une taille de 79pb) suivi par 'exon 10
(0,093 variants /pb pour une taille de 161pb) et enfin 'exon 2 (0,086 variants/pb pour une taille de 70pb). A contrario,
I’exon 1 qui est le plus grand avec 309pb avait une densité de seulement 0,071 ; et parmi les plus petits exons ; I'exon
12 avec 12pb et exon 14 avec 37pb présentaient une densité nulle et 'exon 15 avec 18pb présentait une densité faible,

avec 0,056.

En prenant en compte les résultats obtenus pour la fréquence des mutations, nous avons constaté qu’il n’y avait
pas de lien direct entre la taille de 'exon et le nombre de mutations présentes sur cet exon. Nous pouvons supposer
que certains exons seraient plus sensibles aux mutations, potentiellement par la présence de sites sensibles, tandis que
d’autres seraient plus sujets a des variants type polymorphisme ou présentant des zones peu mutables (Cummings et

al., 2017).

Par la suite, nous avons déterminé la nature de ces variants exoniques, ainsi que leur impact probable sur la

transcription et la traduction de la protéine calpaine-3. Les résultats sont présentés ci-dessous (FIG COHORTE 5).
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FIG COHORTE 5 : Nature des variants exoniques, leur probable impact sur la transcription du gene CAPN3 et la
traduction de la calpaine-3 selon les domaines protéiques concernés

Premierement, nous avons observé que la mutation ponctuelle était trés majoritairement retrouvée au sein de
notre cohorte, représentant 76% des 152 variants exoniques identifiés. Suivie par les délétions qui représentaient 17%

des variants exoniques.

Concernant les mécanismes pathologiques de ces variants exoniques, 62% d’entre eux étaient des mutations
faux-sens qui vont donc entrainer généralement le remplacement d’un acide aminé ; suivies par des mutations
entrainant un décalage du cadre de lecture pour 22% des variants exoniques identifiés. Il faut aussi ici noter que
dans certains cas, les mutations faux sens vont avoir un effet sur 'épissage et donc entrainer les formes anormales

d’ARNm (Kergoutlay et al.).

Pour finir, lorsque nous avons analysé 'impact des vatiants exoniques sur la traduction de la calpaine-3, nous
avons observé que majoritairement, les mutations pourtraient entrainet la production d’une protéine p94 tronquée dans
27% des cas 4 la suite de 'apparition d’un codon stop. Concernant les domaines protéiques les plus impactés par les
variants exoniques, nous avons constaté que ¢’étaient les domaines CBSW dans 22% des cas, PC1 dans 20% des cas
et PEF dans 11% des cas qui étaient concernés. Tandis que les domaines NS, IS1 et IS2 étaient peu concernés par ces
modifications mutationnelles (respectivement 3%, 4% et 3%), probablement di a leur petite taille. De ce fait, nous
pouvons nous attendre a ce que ces mutations perturbent principalement Iactivité protéolytique de la calpaine-3 :
défaut de la fixation du sodium (domaine PC1) ; de la reconnaissance du substrat (domaine CBSW et PEF) ; de la
fixation du calcium et de la dimérisation (domaine PEF). L’activité autolytique serait quant a elle moins affectée

(domaines IS1 et IS2).
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4. ANALYSES DES VARIANTS INTRONIQUES DU GENE CAPN3

Tout comme pour les variants exoniques, nous avons aussi procédé a une analyse iz silico des variants
introniques du géne CAPN3 identifiés au sein de notre cohorte afin d’en déterminer leur nature et leur impact sur
I’épissage du géne CAPN3 grace au logiciel d’analyse en ligne Human Splicing Finder 3.1 développé par 'U1251
(http://www.umd.be/HSF3/index.html). La liste de tous ces variants introniques sont présentés en annexe 8, ainsi
que les résultats de HSF, I’évenement mutationnel identifié, la nature de la mutation, les introns concernés et le statut

HO ou HE.

Le variant intronique pathogene le plus retrouvé était la mutation ¢.946-1G>A, identifiée chez 23 patients.
Ensuite, nous avons retrouvé chez 10 patients la mutation ¢.802-9G>A et pour finir, la mutation ¢.1746-20C>G

identifiée chez 8 patients.

Dix-huit variants introniques ont été classés non pathogenes mais intégrés a la liste car ils étaient associés a

d’autres mutations pathogenes au sein de la cohorte.

Nous avons réparti les 59 variants introniques identifiés sur le géne CAPN3 selon leur effet sur I’épissage et
q g 2

leur distribution sur le géne CAPN3 dont les résultats sont présentés ci-apres (FIG COHORTE 6).
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Majoritairement, nous avons constaté que les variants introniques avaient comme impact délétere sur I'épissage
une altération d’un site accepteur pour 29% des variants identifiés, puis une altération de site donneur pour 17%
d’entre eux. Nous avons noté que pour 27% d’entre eux, leur effet sur I'épissage était faible (altération ou création
d’un site ISS intronique) et 19% n’avaient aucun effet. Pour finir, 3% restaient avec un effet indéterminé sur

I’épissage.



Concernant les introns les plus impactés par les mutations, nous avons constaté qu’il s’agissait de I'intron 12

puis des introns 9, 10 et 17.

Ensuite, nous avons classé les variants introniques selon ’événement mutationnel associé et la nature de la

mutation. Les résultats sont présentés ci-apres (FIG COHORTE 7).
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FIG COHORTE 7 : Evénement mutationnel et nature des mutations des variants introniques du gene CAPN3

Les évenements mutationnels (impact sur ’épissage, polymorphisme ou non déterminé ND) étaient renseignés
par les cliniciens : nous avons constaté que 54% des 59 variants introniques identifiés ont été classés comme ayant un
impact sur Pépissage. De plus, analyse 7 silico HSF a déterminé que 48% (somme des résultats « altération de site
donneur » ou « accepteur » ou d’un « site de branchement ») avaient un effet délétére et 3% un effet modéré, un total
proche de ce qui a été déterminé par les cliniciens. En revanche, 31% des variants ont été classés en polymorphisme
par les cliniciens tandis que I'analyse HSF a classé 19% des variants sans effet. Nous avons pu toutefois intégrer les
27% ayant un effet faible a ce quota qui nous rapprochait de la classification par les cliniciens. En revanche, le taux de
variants introniques avec un effet indéterminé était plus faible apres I'analyse HSF, passant de 15% a 3%. Nous avons
donc constaté que P'analyse 7n silico était trés proche de ce qui a été rapporté par les cliniciens s’appuyant sur leur

expertise et la littérature scientifique concernant les variants introniques étudiés et déja décrits.

Pour finit, en procédant a la répartition des variants introniques selon leur nature, nous avons remarqué que ce
sont majoritairement des mutations ponctuelles (83%) suivies par les délétions (12%). A noter que ces résultats
concernaient principalement des variants non pathogeénes associés a des mutations pathogénes. Le variant pathogéne
le plus fréquent autre qu'une mutation ponctuelle était Iinsertion-délétion ¢.309+31+32delTTinsGTC (retrouvé 5

fois).
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B. CONCLUSION

L’analyse effectuée sur cette cohorte de patients LGMD2A nous a permis de constater que le profil type d’un

patient souffrant de calpainopathie avait une apparition des premiers symptomes de la maladie lors de enfance avant
’age de 13 ans, puis cette maladie évoluait progressivement tout au long de leur vie, les cas adultes représentant la
majorité des patients suivis a ce jour. De plus, nous avons montré que la LGMD2A était principalement causée par
plusicurs mutations hétérozygotes composites réparties sur le géne CAPN3 plutdét qu’une unique mutation
homozygote. Ces mutations pouvaient avoir plusieurs impacts sut la calpaine-3 : soit diminuer son niveau protéique
ou celui d’un ou des deux fragments autolytiques, soit potentiellement affecter son activité autolytique, protéolytique
ou non-protéolytique sans pour autant en diminuer sa quantité. Ces mutations concernaient a la fois les exons et les
introns : le variant exonique pathogeéne le plus fréquent était c.550delA, décrit dans la littérature comme le plus répandu
dans les populations européennes ; et le variant intronique le plus fréquent était ¢.946-1G>A. En revanche, nous avons
observé que le nombre de mutation affectant un exon était indépendant de la taille de celui-ci et que certains exons
semblaient plus sensibles a un événement mutationnel, peut-étre lié a la présence de site sensible. Et pour les variants
exoniques ou introniques, ces événements mutationnels étaient majoritairement des mutations ponctuelles. Quant aux
variants introniques pathogénes, ceux-ci sembleraient principalement altérer des sites accepteur, donneur ou un site de
branchement au moment de I’épissage. Concernant la mutation dominante portée a I’état HE c.643_663del21
rapportée par Vissing et al., celle-ci n’a pas été retrouvée au sein de notre cohorte. De plus, cette mutation a fait 'objet
de controverse suite a un article suggérant une alternative possible d’une maladie digénique (Sienz and Lopez de
Munain, 2017). Mais récemment, une nouvelle étude de séquengage a haut débit concernant 3 nouvelles familles
portant cette méme mutation a écarté cette possibilité de maladie digénique (MARTINEZ-THOMPSON et al., 2018).

Le débat reste donc encore ouvert sur une possible transmission autosomique dominante de la calpainopathie.

En reprenant 'ensemble de ces données et de ces résultats, nous avons pu constater que la calpainopathie était
une maladie complexe du point de vue génétique, de par la présence de nombreux cas de patients porteurs de mutations
hétérozygotes composites réparties sur le gene CAPN3, et d’autre part par le fait qu’il n’y a pas seulement 'expression
de la calpaine-3 qui pouvait étre affectée mais aussi ses fonctions protéolytique et non-protéolytique. C’est pourquoi
nous suggérons que dans le cadre d’une thérapie génique, il serait plus judicieux de développer des outils qui puissent
remplacer une grande partie du gene du fait de la présence de plusieurs mutations chez un méme patient, ou bien de
pouvoir compenser une activité défaillante de la calpaine-3. La variété des mutations et leur mécanisme rendant plus
complexe une approche basée sur les mutations individuelles. Cela permettra de pouvoir proposer une thérapie a la
majorité des patients souffrant de LGMD2A avec un méme systeme de soin curatif comme la thérapie génique par
exemple. Ainsi, nos travaux de recherche se sont dirigés vers ces éventualités et nous avons présentés nos travaux et

résultats dans le chapitre 4.



CHAPITRE 4 : EVALUATIONS
D’APPROCHES THERAPEUTIQUES POUR LA
CALPAINOPATHIE
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ans le chapitre 3 de ce mémoire, nous avons analysé une cohorte de 336 patients atteints de dystrophie
musculaire des ceintures de type 2A. Grice a ces résultats, nous avons jugé pertinent de développer
des outils de thérapie et d’évaluer leur efficacité en agissant soit sur PARNm de la calpaine-3, soit au
niveau de Pactivité protéique de la calpaine-3. Ainsi, nous avons été amenés a tester deux outils précis de thérapie
génique pouvant répondre a cette problématique et d’en évaluer leur efficacité sur des cellules musculaires humaines

dont le gene CAPN3 était non muté ou issues de patients porteurs de mutations sur le gene CAPN3.

D’une part, nous avons développé un outil de thérapie génique s’appuyant sur la capacité de la calpaine-3 de se
scinder en deux fragments autolytiques N-terminal (N31k) et C-terminal (C58k) dans le but de créer un nouveau dimeére
actif et ainsi remédier a des défauts fonctionnels de la protéine occasionnés par une ou des mutations dans le gene
CAPN3 (Partie A) ; d’autre part, en nous appuyant sur une technologie de thérapie génique en tres fort développement
actuellement, la technologie SMaRT, qui permet d’agir directement sur 'épissage d’un géne et éliminer les mutations
affectant ce méme géne en « déviant » la machinerie d’épissage vers une portion exogene du méme géne dépourvu de

toute mutation (Partie B).

Au fil des paragraphes qui vont suivre, nous allons donc vous présenter ces deux outils, leur conception et

développement, puis vous présenter les travaux effectués et les premiers résultats obtenus.

A. OUTIL DEVELOPPE SUR LE PRINCIPE DU PHENOMENE IMOC DE
-3

LA CALPAIN

1. DECOUVERTE DE LA COMPLEMENTATION INTERMOLECULAIRE DE LA

CALPAINE-3

En 2011, Sdenz et collaborateurs ont décrit deux cas de patients porteurs d’une méme combinaison de
mutations hétérozygotes composites (pG222R/pR748Q) présentant des symptomes étonnement bénins comparés 2
deux patients porteurs de chacune de ces mutations faux-sens a I’état homozygote, dont le phénotype associé était
séveére. Leurs travaux ont mis en évidence que le phénotype bénin observé avec la combinaison pG222R et pR748Q
pouvait avoir un effet compensatoire a I’état hétérozygote des mutations ; les deux mutations possédant des effets
différents sur activité protéolytique de la calpaine-3 suggéraient une « complémentation moléculaire » expliquée par

différentes théories en partie présentée par Sdenz et collaborateurs et repris ci-dessous (Sdenz et al., 2011).

A ce stade, il est important de rappeler que la calpaine-3 est une protéase de la famille des calpaines, exprimée
majoritairement dans le muscle squelettique et possédant une activité autolytique inhabituellement rapide et exhaustive.
Les mutations dans le gene CAPN3 influencant ses fonctions protéase sont responsables de la LGMD2A mais le lien
entre activité autolytique de la calpaine-3 et sa fonction enzymatique 7 vivo demeurent obscurs. Toutefois, en se basant
sur les travaux déja menés aupres de Sdenz en 2011, Ono et collaborateurs ont démontré en 2014 que Iactivité protéase
de la calpaine-3 était reconstituée par une complémentation intermoléculaire iMOC) entre ses deux fragments

autolytiques. De plus, ils ont mis en évidence que I'activité d’une calpaine-3 intégrale portant des mutations présentes



sur ses sites actifs pouvait étre restaurée par iMOC avec des fragments autolytiques contenant la séquence d’acides

aminés non mutés. Ainsi, ces résultats ont montré que la calpaine-3 sauvage pouvait étre reconstituée par iMOC a

partir de deux calpaine-3 porteuses de mutations différentes mais complémentaires. Pour finir, ces découvertes sur le

« sauvetage » de Pactivité de la protéine médiée par iMOC impliquaient un nouveau mécanisme a prendre en compte

pour faire le lien entre génotype et phénotype de la LGMD2A (Ono et al., 2014) (TABLEAU Principe iMOC 1).

(i) Génotype dupatient | [ (iii) Mutant (iv) Activité | (V) Mutation du fragment autolytique
LGMD2A o e | CAPN3exprimé | autolytique N31k C58k

G222R sévere CAPN3:G222R ; § + -
Homozygote

R748Q sévere CAPN3:R748Q R - .

G222R CAPN3:G222R + / -
Hétérozygote & bénin & +4++* =1

R748Q CAPN3:R748Q - +

TABLEAU Principe iMOC 1 : Tableau explicatif de la relation génotype-phénotype-activité autolytique de la
calpaine-3 chez des patients LGMD2A (d’aprés Ono et col., 2014)

II.  MECANISME D’INACTIVATION ET D’ACTIVATION DE LA CALPAINE-3

Pour aller plus loin, en 2016, Ono et collaborateurs ont proposé que des mécanismes d’inactivation et
p N s prop q

d’activation, incluant ce phénomeéne étonnant de la complémentation intermoléculaire iIMOC), régulaient activité de

la calpaine-3 (Ono et al, 2016). A partir de leurs différents travaux, voici ce que nous pouvons décrire du

fonctionnement de la calpaine-3 (FIG Principe iIMOC 1).
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FIG Principe iMOC 1 : Mécanismes d’activation et inactivation de la calpaine-3 (d’apres Ono et col., 2016)
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= Etape 1 : activation intramoléculaire (iM) a la suite de la fixation de calcium Ca2+ on de sodinm Na+
sur la calpaine-3 entiére (FL-CAPN3). La protéine est ainsi capable d’hydrolyser des liaisons peptidiques.
Cependant, 'encombrement stérique, avec la partie N terminale par exemple, empéche la calpaine-3 de
protéolyser ses substrats.

= Etape 2 : activation extramoléculaire (eM) a la suite de 'antolyse du domaine 181 de la calpaine-3. Les
sites antolytiqnes du domaine 151 sont localisés apres Tyr274, Asn296 et Tyr322. Cette antolyse ne cause
pas la dissociation de la protéine.

= Etape 3 : La calpaine-3 antolysée (nF1.-CAPN3) est activée et va ainsi pouvoir assurer ses fonctions de
protéase, sans dissociation particuliére, en pouvant entrer en contact avec ses substrats.

= Etape 4 : La dissociation et inactivation de la calpaine-3 sont provoquées par la protéolyse du domaine
182. Cette protéolyse pent étre inhibée par la liaison de la calpaine-3 avec la région N2A de la titine,
empéchant la dissociation de la protéine en fragments antolytiques.

= Etape 4’: La dissociation des domaines de la calpaine-3 est provoguée par la protéolyse du domaine

182, entrainant son inactivation définitive et sa dégradation par d’autres protéases.

Dans quelques cas, les deux fragments C58k (région C-terminale de 58kDa) et N31k (région N-terminale de
31kDa) de la calpaine-3 seulement clivés dans le domaine IS1 se dissocient et peuvent devenir actifs par un mécanisme

spécifique de la calpaine-3 appelé la compensation intramoléculaire iMOC).

®  Etape 5 a 77: De novo, les fragments antolytiques provenant de denx calpaine-3 distinctes penvent
reconstituer un domaine de protéase principal actif. Cette étape va permettre soit d’accélérer Iautolyse de la
FIL-CAPN3 (étape 6) par I’association du fragment autolytigne N31k on C58& avec la F1.-CAPN3
(iMOC 2) ; soit denx fragments autolytignes N31k et C58k vont se dimériser pour former la iMOC-
CAPN3 (iMOCT) afin de reconstituer Iactivité de la calpaine-3. Cette iMOC-CAPN3 va posséder une
localisation et des fonctions distinctes de la F1.-CAPN3 a partir d’une régulation alternative de F1./ nFL-
CAPN3 (étape 7). Il s’en suivra une série d’autolyse de la iMOC-CAPN3 pour Pinactiver

définitivement quand cela sera nécessaire (étape 7).

11 est important de rappeler que la calpaine-3 possede des caractéristiques peu communes a la famille des
calpaines, comme son extréme instabilité et la rapidité de son autodégradation et des propriétés incluant ce phénomene
iMOC dont les significations physiologiques n’ont pas encore été établies et restent a ce jour un sujet de recherche

passionnant.

III.  HYPOTHESE DE TRAVAIL

En se basant sur les données cliniques indiquant une sévérité moindre du phénotype LGMD2A grice a la
complémentation intermoléculaire naturelle de la calpaine-3 lorsque le géne CAPN3 contient des mutations
hétérozygotes composites sur chaque séquence codante des fragments autolytiques N31k et C58k ; ainsi qu’en se basant
sur les principes d’inactivation et d’activation de la calpaine-3 médiées par iMOC, nous avons envisagé d’appliquer ce

principe pour une approche thérapeutique.



En effet, en utilisant uniquement 'expression a partir d’un vecteur portant la séquence du fragment autolytique
C58k, nous avons voulu savoir si d’une part, nous pouvions produire par les lignées immortalisées de myoblastes
humains LGMD2A une protéine calpaine-3 issue de I'association du fragment autolytique N31k endogeéne et du
fragment autolytique exogene C58k et possédant une activité protéolytique ; et d’autre part, si la présence de cette
protéine améliorait le phénotype de ces mémes cellules mutées lorsqu’elles se différenciaient en myotubes. Nous allons

exposer "avancée de nos travaux dans les paragraphes qui suivent.

IV. MATERIELS ET METHODES

1. LIGNEES IMMORTALISEES DES MYOBLASTES HUMAINS

7. CARACTERISTIQUES DES LIGNE

Les quatre lignées immortalisées de myoblastes humains utilisées pour ces travaux ont été généreusement
offertes par le Dr Vincent MOULY, Institut de Myologie (Paris). I’isolation et 'immortalisation des myoblastes issus
de biopsie musculaire de patients sains ou atteints de LGMD2A ont été obtenues selon les démarches décrites dans la

littérature (Mamchaoui et al., 2011).

Les lignées immortalisées de myoblastes humains possédaient les caractéristiques suivantes :

® Lignée AB678C53Q : myoblastes issus de biopsie de quadriceps d’une personne saine dgée de 53
ans. Cette lignée a servi de comparaison en tant que contréle de la lignée 918*.

®  Lignée 7304 : myoblastes issus de biopsie de quadriceps d’une personne saine dgée de 19 ans. Cette
lignée a servi de comparaison en tant que contréle de la lignée mutée KM9I00*.

= Lignée KM900* : myoblastes issus de biopsie de muscle jumeau d’un patient dgé de 15 ans
souffrant de LGMDZ2A avec mutation homozygote dans ['exon 13 ¢.1699G>T
(p-Gly767Trp).

= Lignée 918* : myoblastes issus d’une biopsie de vastus lateralis d’un patient dgé de 56 ans
souffrant de LGMDZ2A avec mutations hétérozygotes composites dans 'exon 6 c.865C>T

(p-Arg289Trp) et 'exon 13 ¢.1638C>T (p.Arg546Leu).

NB : l'astérisque suivant le nom des lignées 918 et KMI00 porteuses de mutations sur le géne CAPN3 indique leur statut « muté »

afin d'avoir un repére visuel simple pour la poursuite de la lecture et différencier les lignées contréle des lignées a tester.
il. CULTURE DES LIGNEES

Les lignées 7304, AB678C53Q, KM900* et 918* ont été mise en culture dans le milieu Skeletal Muscle Cell
Basal Medium (PromoCell) et supplement pack (PromoCell) additionné de 20% SVF (Gibco) et de 1% d’un mélange

antibiotique/antimycotique (GE Healthcare).
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La différenciation des myoblastes en myotubes a été obtenue a partir des myoblastes en culture arrivés a
confluence puis mis en culture dans du milieu DMEM additionné de gentamicine 2 50mg/ml (Gibco) et d’insuline

humaine a 5pg/ml (Sigma Aldrich).

2. VECTEURS D’EXPRESSION PCMV P94:C58K-EGFP, P94:AIS1-EGFP ET
P94:C129S-EGFP

7. CONSTRUCTION DES VECTEURS D’EXPRESSION PCM 1~

Pour permettre expression soit du fragment autolytique p94:C58k ; soit d’une forme constitutivement active
de la calpaine-3 p94:AlS1, dont la séquence codante a été délétée de I'exon 6 ; soit d’une forme mutée inactive
(c.385T>A) de la calpaine-3 p94:C129S, incapable d’autolyse (toutes les séquences codantes ont été couplées a celle de
la EGFP qui sera traduite en position C-terminale) dans les lignées immortalisées des myoblastes ; la séquence codante
correspondante a été sous-clonée a I’aide du kit de mutagénese dirigée QuikChange® IT XL Site-Directed Mutagenesis
(Agilent) dans le vecteur d’expression pCMV-GFP possédant un promoteur CMV (Addgene) sclon les
recommandations du fournisseur. Les représentations graphiques des vecteurs d’expression vous sont présentées ci-

apres (FIG iMOC 1) :
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FIG iMOC 1 : Représentations graphiques des vecteurs d’expressions pCMV (A) p94:C58k-EGFP, (B) p94:AlS1 et
(C) p94:C129S.
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7. ISOLATION ET AMPLIFICATION DES VECTEURS D’EXPRESSION

Apres traitement de chaque produit de PCR par 'enzyme de digestion Dpnl pour éliminer le plasmide matrice,
les vecteurs d’expression ont été amplifiés par transformation pat choc thermique de bactéries compétentes E. coli
selon le protocole et les recommandations du fournisseur en utilisant le kit XL10-Gold® Ultracompetent Cells
(Stratagene). Un volume de 2pl. ’ADNc plasmidique a été utilisé. Aprés sélection par kanamycine des colonies
transformées en milieu LB solide, chaque colonie isolée a été repiquée dans 5mL de milieu LB liquide additionné de
kanamycine pour permettre la multiplication des bactéries et amplification du plasmide. Pour purifier et isoler PADNc
plasmidique d’intérét, nous avons suivi le protocole et les recommandations du fournisseur en utilisant le kit
QIAGEN® Plasmid Midi Kit (réf. 12143, QIAGEN). La quantité I’ADN plasmidique purifié a été dosée avec un
lecteur NanoDrop avant utilisation et un séquencage a été effectué pour controler les séquences d’intérét de chaque

vecteur d’expression.
iil. TRANSFECTION ET DIFFERENCIATION DES MYOBLASTES HUMAINS

Chaque vecteur d’expression, p94:C58k, p94:AIST ou p94:C129S, préparé a une quantité finale de lug, a été
transfecté dans les cellules en utilisant ’agent de transfection FuGeneHD (Promega) selon les recommandations du
fournisseur. Pour chaque condition de transfection, 80 000 cellules de chaque lignée ont été dénombrées et mises en
suspension dans du milieu de culture puis réparties dans des puits de 3,5 cm de diametre. Afin d’améliorer I'efficacité
de la transfection, I'ajout du mélange de transfection contenant ’ADNc plasmidique s’est fait immédiatement dans le
milieu de culture des cellules encore en suspension. Les cellules ont ensuite été placées dans un incubateur a 37°C, 5%

COa.

Pour les analyses en immunofluorescence, le méme protocole a été suivi mais une lamelle recouverte de gélatine
a été ajoutée au fond de chaque puits de 3,5 cm de diametre afin d’améliorer 'adhérence des myotubes lors des

différentes étapes de préparations des lamelles pour immunofluorescence.

3. IMMUNOFLUORESCENCE

Lorsque les myoblastes humains arrivaient a confluence, le milieu de croissance était changé par du milieu de
différenciation afin d’obtenir des myotubes au bout de 5 a 6 jours d’incubation a 37°, 5% COox. Pour 'analyse en
immunofluorescence, chaque puits contenant les lamelles avec myotubes adhérents a été lavé au DPBS1X (Gibco)
puis les myotubes ont subi une fixation au paraformaldéhyde a 4% (sigma) pendant 10 min. Les anticorps primaires et
secondaites ont été utilisés aux concentrations indiquées ci-dessous, avec une durée d’incubation de 1 heure a
température ambiante pour chacun. Les lamelles ont été montées sur lames avec le kit Duolink Ir sitn Mounting
Medium with DAPI (Sigma) afin de permettre un marquage nucléaire aprés 15 minutes d’incubation a température
ambiante. Les lamelles ont été analysées sur un microscope Axio Imager.Z2 (Zeiss) avec un objectif EC Plan-Neofluar
40x/0,75 M27 avec les filtres excitateurs pour le DAPT 4 335-383 nm, GFP 4 450-490nm et DsRED a 538-562nm et
des temps d’exposition étant respectivement de 48ms, 700ms et 700ms. Les images obtenues ont été traitées
informatiquement avec le logiciel ZEN lite (Zeiss) et les analyses quantitatives ont été effectuées avec le logiciel Image]
(Rasband, W.S., Image], U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2016).



4. ETUDE DE PROLIFERATION

80 000 cellules de myoblastes humains ont été mises en culture aprés avoir subi ou non une transfection avec
le vecteur d’expression p94:C58k pour une durée de 24 heures, 48 heures, 72 heures et 96 heures. Apres chaque temps
de mesure, les myoblastes ont été récoltés dans 300ulL. et une numération des cellules vivantes de 100ul. de chaque
échantillon a été effectuée sur le cytomeétre en flux Accuri C6 Flow Cytometer. Les données obtenues ont été traitées

par le logiciel informatique BD Accuri C6.

5. WESTERN BLor

Quarante-huit heures aprés transfection des myoblastes, chaque puits a été lavé au DPBS1X froid puis les
cellules ont été suspendues dans du milieu de lyse et d’extraction RIPA (Thermofisher Scientific) et lysées par
sonication. Les protéines totales extraites ont été quantifiées par la méthode BC (acide bicinchoninique et réactif de

Cooper).

Pour chaque condition, 20ug de protéines totales extraites ont été séparées par SDS/PAGE et transférées sur
membrane nitrocellulose (Amersham). Les membranes ont été incubées avec les anticorps primaires appropriés durant
2 heures a température ambiante sous agitation, suivie d’une incubation d’une durée d’une heure a température
ambiante sous agitation avec les anticorps secondaires appropriés couplés a un fluorochrome (Li-Cor). Le signal émis
a été détecté en utilisant un scanner Odyssey (Li-Cor). Les images scannées ont été traitées par le logiciel Image]
(Rasband, W.S., Image], U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2016).

6. ANTICORPS

Les anticorps utilisés pour cette étude étaient un anticorps monoclonal de souris anti-calpaine-3 région 1-80AA
(IF dilution au 1/100 ; réf. E6, Santa Cruz) ; un anticorps monoclonal de chévre anti-calpaine-3 région IS2 (IF dilution
au 1/100 et WB dilution au 1/500 ; réf. COP-080048, Euromedex) ; un anticorps monoclonal de chévre anti-EGFP
(WB au 1/5000 ; réf. Ab5449, Abcam) : un anticorps polyclonal d’ane anti-chévre IRDye® 800CW/680LT (WB
dilution au 1/10 000 ; Li-Cor) et anticotps polyclonal d’ane anti-souris IRDye® 800CW/680LT (WB dilution au 1/10
000 ; Li-Cor).
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V. RESULTAT

1. ETUDE DE PROLIFERATION DES MYOBLASTES HUMAINS MUTES ET NON

MUTEES

Les lignées de myoblastes humains 7304 et AB678C53Q) ont été mises en culture sans avoir été transfectées car
il s’agit des lignées controle, 7304 étant la référence de la lignée KM900* et AB678C53Q étant la référence de la lignée
918*. Les lignées KM900* et 918* ont été mises en culture sans ou avec transfection par le vecteur d’expression pCMV
p94:C58k. Chaque lignée, et selon les conditions, ont été récupérées au bout de 24 heutes, 48 heures, 72 heures et 96
heures afin de dénombrer les cellules vivantes en cytométrie en flux. Les résultats sont présentés ci-dessous (FIG

iMOC 2).

KM300" - C58k | KM300* + C58k AB678C53Q | 918" - 58k | 918* + 58k
mesure mesure
24h zh

23,6% 33,9% 46,7% 29,3% 29,5% 15,4%
48h 46,9% 56,7% 77.2% 48h 51,3% 68,3% 55,1%
72h 71,0% 69,7% 88,8% 72h 64,4% 88,4% 77,2%
96h 40,2% 50,5% 50,1% 96h 55,5% 60,1% 61,4%
A Prolifération des lignées 7304, KM900* +/- C58k B Prolifération des lignées AB678C53Q, 918* +/- C58k
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FIG iMOC 2 : Résultats de I'étude de prolifération des lignées de myoblastes humains (A) 7304 et KM900* avec ou
sans transfection avec le vecteur d’expression pCMV p94:C58k et des lignées (B) AB678C53Q et 918* avec ou sans
transfection avec le vecteur d’expression pCMV p94:C58k

Concernant les lignées 7304 et KM900*, nous avons observé que le profil de prolifération des deux lignées était
identique, avec une augmentation du nombre de cellules vivantes entre 24h et 72h (respectivement 23,6% a 71% et
33,9% a 69,7%) puis une diminution a 96h (respectivement 40,2% et 50,5%), en notant que la lignée KM900*
comportait plus de cellules vivantes que sa lignée controle 7304 a tous les temps avec 10% d’écart (de 33,3% a 50,5%),
hormis pour le temps 96 heures avec un taux quasiment identique (69,7%). Aprés transfection, la lignée KM900*
présentait aussi un profil de prolifération identique avec une augmentation du pourcentage de cellules vivantes entre
24h et 72h (46,7% a 88,8%) puis une diminution a 96h pour étre au méme taux que la lignée contréle et la lignée non
transfectée, a 50,1%. De plus, nous avons noté que le taux de cellules vivantes pour la lignée mutée aprés transfection

était supérieur a la lignée controle 7304 ou KM900* non transfectée avec 13% a 20% de cellules vivantes en plus.

Concernant les lignées AB678C53Q et 918*, nous avons observé que le profil de prolifération des deux lignées
était identique, avec une augmentation du nombre de cellules vivantes entre 24h et 72h (respectivement 29,3% a 64,4%

et 29,5% a 88,4%) puis une diminution a 96h (respectivement 55,5% et 60,1%), en notant que la lignée 918* comportait



plus de cellules vivantes que sa lignée controle AB678C53Q) a tous les temps avec 5% a 17% d’écart, hormis au temps
24h (29%). Aprés transfection, la lignée 918* présentait aussi un profil de prolifération identique avec une augmentation
du pourcentage de cellules vivantes entre 24h et 72h (15,4% a 77,2%) puis une diminution a 96h pour étre trés proche
de la lignée controle AB678C53Q) et la lignée non transfectée 918* a 61,4%. En revanche, nous avons noté que le taux
de cellules vivantes pour la lignée mutée apres transfection était inférieur a la lignée controle AB678C53Q ou la lignée
918* non transfectée avec 11% a 14% de cellules vivantes en plus. Ce que nous pouvons expliquer par l'arrivée des

cellules a confluence plus tot que prévu et donc une augmentation de la mortalité.

2. ANALYSE QUALITATIVE DE LA FORMATION DES MYOTUBES PAR

IMMUNOFLUORESCENCE

Les lignées controle AB678C53Q et 7304, ainsi que les lignées porteuses de mutations sur le géne CAPN3
KM900* et 918* sans et avec transfection par le vecteur d’expression pCMV p94:C58k-EGFP ont été mises en culture
en milieu de différenciation jusqu’a obtenir des myotubes. Nous avons réalisé un protocole pour analyse par
immunofluorescence afin de révéler la partie N-terminale et la partie C-terminale de la calpaine-3 et la protéine EGFP

fusionnée au fragment autolytique C58k issue de I'expression du vecteur pPCMV p94:C58k-EGFP.

Aprés observations et prises d’image des myotubes de chaque lignée fixée sur lames d’immunofluorescence
sous microscopie, nous avons mesuré dans un premier temps la largeur maximale des myotubes formés pour les
différentes lignées AB678C53Q), 7304, KM900* et 918*. Les résultats sont présentés ci-dessous (FIG iMOC 3).

40 kkx P=0,008

*%% P=0,006

Largeur du myotube (um)
o
S

w

AB678C53Q 918* 7304 KMg00*
FIG iMOC 3 : Représentation graphique de la largeur maximale moyenne des myotubes issus de la différenciation
des lignées de myoblastes humains non mutées AB678C53Q) et 7304 et des myoblastes humains mutées 918* et
KM900*.
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Nous avons constaté que la largeur maximale moyenne des myotubes des deux lignées 918* (avec 24um) et
KM900* (28um) étaient significativement plus importantes que celles de leur lignée controle respective AB678C53Q

(avec 18um, p=0,000) et 7304 (avec 21um, p=0,008).

Ensuite, nous avons effectué des observations qualitatives a partir des mémes lames de myotubes de chaque
lignée de myoblastes humains pour déterminer 'expression et la localisation de la calpaine-3 selon si elle était détectée

via sa région N-terminale ou sa région C-terminale. Les résultats sont présentés ci-apres (FIG iMOC 4).

DAPI N-ter C-ter Merge

FIG iMOC 4 : Images représentatives de la formation de myotubes a la suite de la différenciation des lignées de
myoblastes humains non mutés (A, B, C et D) AB678C53Q) et (E, F, G et H) 7304 et des lignées de myoblastes
humains mutés (I, J, K et L) KM900* et (M, N, O et P) 918*. Les fleches indiguent une localisation nucléaire. Barre d'échelle
20um.

Tout d’abord, nous avons pu constater visuellement la différence de largeur maximale de myotubes entre les
lignées controle et les lignées mutées, les myotubes 918* (P) et KM900* (L) étant d’aspect plus larges que leurs lignées

controle respectives AB678C53Q (D) et 7304 (H).

Pour chaque lignée, nous avons observé I'expression de la partie N-terminale (B, F, J et N) ainsi que de la
partie C-terminale (C, G K et O) de la calpaine-3. Concernant la localisation de la partie N-terminale, nous avons
observé une localisation probable au niveau des lignes M du myotube qui donnait cet aspect strié, ainsi qu’au niveau
de certains noyaux (indiqué par des fleches), pour toutes les lignées AB678C53Q (B), 7304 (G), KM900* (K) et 918*
(0). En revanche, nous avons observé que la localisation de la partie C-terminale de la calpaine-3 était plus diffuse
dans les myotubes de chaque lignée. Les différences visuelles que nous avons notées étaient le fait que la partie C-

terminale était plus présente dans les lignées controle AB678C53Q et 7304, en patticulier au niveau des extensions des



myotubes (C) et (G) ; tandis que I'intensité de marquage de la partie C-terminale dans les myoblastes des lignées mutées
KM900* (K) et 918* (O) était plus homogene et plus faible. Nous avons aussi constaté un marquage de quelques
noyaux, représenté par des fleches blanches. Ces deux éléments laissent penser que ce marquage pourrait étre considéré

comme un bruit de fond non spécifique.

Nous avons renouvelé cette expérience aprés avoir transfecté les lignées immortalisées de myoblastes humains
KM900* et 918* avec le vecteur d’expression pCMV p94:C58k-EGFEP afin de déterminer si nous pouvions obtenir

une amélioration phénotypique des myotubes. Les résultats sont présentés ci-aprés (FIG iMOC 5).
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FIG iMOC 5 : Images représentatives de la formation de myotubes a la suite de la différenciation des lignées de
myoblastes humains mutés (A) KMO00* et (B) 918*. Pour les denx lignées, quatre champs représentatifs différents sont montrés
ici. Les fleches blanches indiquent les vacuoles.



Tout d’abord, nous avons observé que certains myoblastes avaient intégré le vecteur d’expression d’intérét et
exprimaient la protéine C58k-EGEP, que ce soit pour (A) la lignée KM900* ou (B) la lignée 918* (en C, G, K et O).
Toutefois, nous avons constaté que le nombre de cellules transfectées était faible. Au bout de 5 jours d’incubation dans
le milieu de différenciation, nous avons constaté que les myoblastes de la lignée 918* avaient commencé a se
différencier en myotubes (en B), tandis que ce n’était pas encore le cas pour la lignée KM900* (en A). En revanche,
I’expression de la partie N-terminale semblait rester identique a celle observée dans la figure iIMOC 4, a savoir au niveau
des lignes M des quelques myotubes formés dans le cas de (B) la lignée 918%, ainsi qu’une forte localisation nucléaire
B, F, I et N). Dans le cas de la (A) lignée KM900*, nous avons temarqué une localisation nucléaire ainsi que la
formation de quelques vacuoles d’expression contenant la partie N-terminale de la calpaine-3 (F et N). Concernant la
localisation de I'expression du fragment autolytique C58k-EGFP, dans le cas des deux lignées, la partie C-terminale
issue de I'expression du vecteur d’expression était diffuse dans le cytoplasme (C, G, K et O) avec parfois la présence
de vacuoles visibles en (C) pour la lignée (A) KM900* et visibles en (K et O) pour la lignée (B) 918*. Nous n’avons
pas obsetrvé de localisation nucléaire dans cette situation. En superposant les trois canaux de révélation, nous avons pu

confirmer les observations décrites au-dessus (D, H, L et P).

Dans un second temps, nous avons voulu déterminer Pactivité protéolytique de la calpaine-3 au sein des lignées
de myoblastes humains mutés 918* et KM900*. Pour se faire, nous avons mis en culture 150 000 cellules de chaque
lignée a I’état de myoblastes qui auront subit des transfections avec différents vecteurs d’expression de la calpaine-3
(PCMV p94:AIS1, pCMV p94:C129S-EGFP, pCMV C58k-EGFP) selon des conditions déterminées au préalable.
Quarante-huit heures apres, les protéines totales ont été extraites puis analysées par immunomarquage afin d’identifier
les protéines d’intérét p94:C129S-EGFP (119 kDa) et C58k-EGFP (83 kDa) dont les résultats sont présentés ci-
dessous (FIG iMOC 6).

Equipe Neuromyologie Translationnelle (U1251) 109



+ + - - - - pCMV p94:AIs1

+ + + + + + pCMV p94:C129S-EGFP
- - - - + + pCMV C58k-EGFP
A (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
- —
. (1), (8) Marqueur de taille
e ¥ iy 42 —
125kDa o (2), (4), (6) KM900*
90kDa  m— — e _ 5),(5),(7) 918"
-
T
-
4
e

FIG iMOC 6 : Activité protéolytique de la calpaine-3 révélée par immunotransfert en A et B a partir d’extraits
protéiques issus des lignées de myoblastes humains mutés (2), (4) et (6) KM900* et (3), (5), (7) 918* sans ou avec
transfection des vecteurs d’expression (2), (3) pCMV p94:AlS1, (2) a (7) pCMV p94:C129S-EGFP et (6) et (7)
PCMYV C58k-EGFP. En A, les fleches rouges indignent p94:C12985-EGEP non clivées, les fleches blenes indiguent une protéine
probablement clivée de la P94:C295-EGEP non identifiée et les fleches vertes indiquent Uexpression du fragment antolytique C58k-
EGFP a 88 kDa. En B, les fleches rouges indiquent p94:C1298-EGEP non clivée.

Pour ces immunotransferts, la calpaine-3 a été révélée en utilisant soit un anticorps primaire dirigé contre la

protéine de fusion EGFP en A et un anticorps dirigé contre sa partie C-terminale en B.

Toutes les lignées ont été transfectées avec le vecteur d’expression pCMV p94:C129S-EGFP ce qui a permis
aux myoblastes d’exprimer une forme inactive de la calpaine-3 qui était incapable d’activité protéolytique mais qui était
un trés bon substrat pour la calpaine-3 endogene des myoblastes humains (lignes 2 a 7). La transfection des lignées
KM900* et 918* avec le vecteur d’expression pCMV p94:AlS1 a eu le réle de controle positif de Iactivité protéolytique
de la calpaine-3 car I'absence du domaine IS1 aboutit a une calpaine-3 constitutivement active et donc capable d’activité

protéolytique (lignes 2 et 3). La taille attendue de la calpaine-3 C129S-EGFP était de 119 kDa. La transfection des



lignées avec le vecteur d’expression pCMV C58k-EGFP (lignes 6 et 7) avait pour but de déterminer si activité
protéolytique de la calpaine-3 endogéne dans nos lignées pouvait étre compensée en utilisant sa capacité de
complémentation intermoléculaire en permettant 'assemblage de deux fragments autolytiques avec un domaine C58k

exogene fonctionnel.

Tout d’abord en A, concernant les lignes 2 et 3, nous n’avons pas observé de bande a la hauteur de 119 kDa,
taille attendue de la calpaine-3 C129S-EGFP non clivée. Notre controle positif d’activité protéolytique était ainsi validé,
p94:AIS1 ayant agi sur le substrat que représentait p94:C129S-EGFP. Pour les lignes 4 et 5, seul le substrat p94:C129S-
EGFP a été ajouté au moment de la transfection des cellules. Nous avons pu constater la présence d’une bande a la
taille attendue de 119 kDa lorsque celle-ci n’est pas clivée. En revanche, aptés transfection des lignées avec le vecteur

d’expression pCMV C58k-EGFP en 6 et 7, nous n’avons pas observé la présence d’une bande a 119 kDa.

Ensuite, en B, nous avons obtenu des résultats cohérents avec ce qui a été observé en A. Pour les lignes 2 et 3,
aucune bande n’a été observée a la taille attendue de 119 kDa, ce qui validait 2 nouveau notre controle positif. Pour les
lignes 4 et 5, nous avons observé a nouveau une bande a la hauteur de 119 kDa, ainsi qu'une bande autour de 100kDa.
Dans les puits 6 et 7, nous avons observé une bande légerement inférieure a 90 kDa, qui correspondait a la taille

attendue du fragment C58k-EGFP de 88 kDa et une absence de bande a 119 kDa correspondant a p94:C129S-EGFP.

Ces premiers résultats nous ont montré que les lignées de myoblastes mutés KM900* et 918* exprimaient la
calpaine-3 mais cette derniere n’était pas capable de réaliser une activité protéolytique car le substrat p94:C129S-EGFP
ajouté n’avait pas été clivé, résultats observés en A lignes 2 et 3. En revanche, lorsque les lignées exprimaient le fragment
autolytique C58k exogene et non affecté par des mutations, visible en A et B aux lignes 6 et 7, nous avons constaté
que Pactivité protéolytique était restaurée car la protéine p94:C129S-EGFP n’était plus détectée. Ce qui signifiait que
les lignées étaient capables de former une calpaine-3 chimeére issue d’un fragment autolytique N-terminal endogéne et
du fragment autolytique C58k-EGFP exogene pour former une protéine active et capable de réaliser ses fonctions

protéolytiques.
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B. OUTIL DEVELOPPE SUR LE TRANS-EPISSAGE : TECHNOLOGIE

SMART

I.  GENERALITES SUR L’EPISSAGE ET LA TECHNOLOGIE SMART?

1. QUELQUES RAPPELS SUR LE CIS-EPISSAGE

Dans le noyau des cellules cucaryotes, la transcription d’un géne génere un ou plusieurs ARN pré-messagers
(pré-ARNm) formés d’exons et d’introns. N’étant pas sujet a la traduction, ces introns doivent étre éliminés, les exons
adjacents doivent étre conservés et joints entre eux pour former PARN messager (ARNm) mature qui sera traduit en

protéine. Ce phénomeéne naturel est appelé le cis-épissage (FIG Principe SMaRT 1).

EXON1 EXON2 EXON3 EXON4 pA

FIG Principe SMaRT 1 : Schéma du cis-épissage d'un pré-ARNm en ARNm mature

Ce processus trés complexe est catalysé par un complexe enzymatique constitué de nombreuses protéines et de
quatre petites particules ribonucléoprotéiques (snRNPs pour small ribonucleoprotein particles) nommé le spliceosome.
Le spliceosome va devoir reconnaitre des régions précises afin de pouvoir procéder correctement et précisément a
’épissage du pré-ARNm. Chez les mammiféres, la voie de catalyse la plus utilisée est nommée U2-dépendante. Ainsi,

les frontieres exon-intron se distinguent dans ce cas grice a 4 dis-éléments conservés :

= Un site d'épissage donnenr 5° (en anglais, 5° splicing site 5°SS) dont la séquence consensus est AG/ GURAGU (ot « [ » est
la jonction intron-exon) ;

= Un site d’épissage acceptenr 3’ (en anglais, 3’ splicing site 3°SS) avec la séquence consensus YAG/ G ;

= Un point de branchement (en anglais, branch point BP) peu conservé chez les iferes, avec une séq consensius
CURACYNY, oit l'adénosine est le point de branchement, située 18 a 40 nucléotides en amont du site 3’ S5 ;
= Une voie pobypyrimidine (en anglais, pohypyrimidine tract PPT), trés conservé chez les mammiferes, situé juste avant le site 3°SS

et souvent composé d’une répétition d’nracile.

25 Sources : (Berger et al., 2016; Mansfield et al., 2004)



Ici, nous utiliserons les acronymes anglophones de ces différents éléments qui sont utilisés dans la nomenclature

(FIG Principe SMaRT 2).

Site d’épissage donneur 5’ Site d’épissage accepteur 3’
(5’SS) (3'SS)
BP PPT

Ll EXON AMONT INTR EXON AVAL EX

FIG Principe SMaRT 2 : Schéma d'un intron U2-dépendant

Cependant, un second mécanisme naturel d’épissage de ’ARN moins connu permet de former un ARNm
composite a partir de deux transcrits I’ARNm précurseurs : ce mécanisme est le zrans-épissage. Bien que ce type
d’épissage soit rare chez les mammifeéres, comparé au cis-épissage, plusieurs formes de #rans-épissage chez différentes
especes du réegne animal ont été décrites dans la littérature scientifique : en particulier chez le trypanosome, mais aussi
dans les hépatocytes de rat et méme les récepteurs humains a 'eestrogéne, et plus récemment dans des cellules souches
embryonnaires humaines. C’est sur ce mécanisme naturel, dont les mammiféres possédent aussi la machinerie, que

s’appuie la technologie SMaRT (Spliceosome-Mediated RNA Trans-splicing).

2. PRINCIPE DE LA TECHNOLOGIE SMART

Dans le cas des maladies génétiques, certaines techniques de thérapie génique se retrouvent confronter a
diverses limites : une taille de PADNc trop importante pour étre compatible avec le transfert de géne via des
vecteurs dans le cas de maladies génétiques récessives ou encore, incompatibilité d’inhiber expression d’un ARNm
dans le cas de maladie génétique dominante qui pourrait causer la suppression de expression de I'allele muté ou des
deux alléles empéchant ainsi une régulation correcte du géne sain qui est essentiel. De ce fait, il serait intéressant de
pouvoir réparer les transcrits mutés pour en obtenir des copies sans erreurs mutationnelles et n’altérant plus le niveau
d’expression du géne. Développer un outil génétique permettant de modifier un transcrit dans une population cellulaire
donnée serait un bénéfice majeur. Cest la solution que propose la technologiec SMaRT en déviant la machinerie du
spliceosome pour modifier une partie des exons d’un transcrit endogéne en amenant un ARN artificiel par transfert

de gene dans les cellules qui doivent étre corrigées.

En 1999, sur des cellules en culture, Puttaraju et collaborateurs ont démontré la faisabilité de cortiger un ARNm
endogene par un ARN artificiel capable d’induire le #rans-épissage (Puttaraju et al., 1999). A partir de ce moment,
plusieurs études ont été menées pour évaluer efficacité du SMaRT comme stratégie de thérapie génique. Pour se faire,
un ARN artificiel nommé Pre-mRNA Trans-splicing Molecule (PTM) en anglais, est congue pour cibler spécifiquement
un pre-ARNm endogene exprimé dans les cellules cibles. Et de s’y lier spécifiquement pour induire le #rans-épissage
plus efficacement que le cs-épissage. C’est pourquoi, un PTM doit respecter plusicurs régles de conception pour avoir

une efficacité maximale et doit contenir :
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= Un domaine de liaison (binding domain) capable de reconnaitre lintron cible sur le pre-ARNwm endogéne par appariement de
bases nucléotidigues ;
= Un intron artificiel ponr catalyser la réaction d'épissage ;

= La séguence d’ ADNc constituée de la séquence codante de substitution (FIG Principe SMaRT 3).

5’55 Branch

PPT Point
Pré-ARNm muté |3, =Gk A pA

Binding domain t
3'sS
BP

Séquence
intronique

PPT

— A
P | oon-o g
I ; 3'sS
Trans-épissage
Pré-ARNm « reprogrammeé » A
issu du trans-épissage EXON XON XON P

FIG Principe SMaRT 3 : Représentation du principe du zrans-épissage et de la composition d’un PTM type pouvant
induire un phénomene de #rans-épissage.

La position de ces trois éléments au sein du PTM va dépendre de la localisation de I'exon ou des exons a
remplacer sur PARNm cible, en position 3’ ou en position 5°, et donc du mode d’action choisie. Ici, nous avons présenté

uniquement I’approche en position 3 car c’est celle que nous avons choisi d’utiliser pour nos travaux.

Par ces différents modes d’action, la technologie SMaRT va posséder plusieurs avantages pour une application

en thérapie génique :

= Quand le premier intron est ciblé, un senl PTM est nécessaire pour réparer de nombreuses mutations. Pour un knock-out spécifique

d'nn alléle on rendre des mutations dominantes silencienses, ce PTM nnique posséde un large bénéfice par rapport a la technologie
CRISPR, a I'ntilisation de moléenles ASO (Allele Specific Oligonncleotide) on de shRINA qui ne ciblent gu’une senle mutation.

= La conservation dans le temps et l'espace de la régulation d’expression de I'ARNm ciblé. 1.e PTM étant inerte sauf pour induire
la réaction de trans-pissage, la régulation de 'ARN chimere est tot: t dépendant de la régulation naturelle du pré-ARNm
ciblé.

= La dounble capacité d'nn PTM de réduire la synthése d’une protéine mutée et d’en promonvoir une synthése normale.

. Comme le PTM inclut une partie senlement de la séquence codante nécessaire a la réparation, la technologie SMaRT
s’appuie sur une petite portion de molécule réparatrice an lien d'un ADN¢ complet. Cela facilitera le choix du vectenr viral pour
délivrer le PTM dans les cellules cibles.



II.  HYPOTHESE DE TRAVAIL

Face 4 tous ces arguments, nous avons décidé de tester une approche de thérapie génique avec la technologie
SMaRT dans le cas de la calpainopathie. D’une part, Putilisation d’un PTM unique va permettre de contourner plusieurs
mutations pouvant étre présentes dans la séquence du géne CAPN3, ce qui est fréquemment le cas chez les patients
souffrant de LGMD2A ; et d’autre part, nous voulons déterminer si restauter la traduction d’une protéine calpaine-3
fonctionnelle grace a 'expression d’'un ARNm chimere issu du #rans-épissage est possible grice a cet outil. Dans les

paragraphes suivants, nous faisons état de 'avancé de nos travaux.
III.  CONCEPTION DES PTM POUR NOS TRAVAUX

Comme nous I'avons éctit dans le paragraphe précédent, la conception du PTM est essentielle pour la réussite
de cette technologie, en particulier le choix des domaines de liaison a déterminer. Dans le cas de la calpainopathie, la
majorité des mutations se situant apres 'exon 5 du géne CAPN3 (représentant 68,4% des mutations de notre cohorte),
nous avons décidé de concevoir un PTM possédant un domaine de liaison complémentaire de la séquence intronique

4-5 qui vous est présentée ci-apres (FIG SMaRT 1).

TTCTGGCGCIINIGGAGAGTGGGTGGABGTGGTTATAGATGACTGCCTGCMICGT ARAACATCAACTGGTTT
TCACCAAGCEAACCACCGCARTGASTIICT L T ECLICIEC TRAGIAGC TTATGC TAA

GTaagcaacactttagaatgtgaggtggggctagaggtoagaaagtgggttgcaaaatccagecgagacctcactcacaggaagaggcatg
tgcctctatacgtgcatatgtgtgggeatgeaagtccaactgtgacccaaagttagagatcagttccaggeaacaacagetcetaactaaaaacat
tazatttaagagt gaagatttgcatagaagacctttagctttagettaccatagegagtictttcattgeacctecatggtggeattgeaag
tcttggatcag

tcactctgtaatgcaggetggagtgcagtggtge

agtcacggctcactgcageattgacctectgggttcaag

ttgtatttttttotagag

c agcgctgggattg
agctctcaggaagtggggatagetgggtttcaateccagtgettetggetetetgtggtettgggtoggteacttagectcttgageteagtttettca
ttatgaagaaagggaatcattgtttccatcccatgagetcatagggttaatgtggaattgatgaaagaacatcacageatecaagaggtaaagttct

288 gteg gagg
ggtggcagtggtacctgggttttgttccctggaactcetgtgaccecaaattggtetteatectctetctaAG

gglggcagteel 888

GETCCATGGIT A O A AT T GIIGGGAABACCACAGAGGCCATGGAGGACTTCACAGGAGGEETG

GCAGAG GATHNEGGATGCTCCTAGTGACATGTABAAGATCATIEATEATIAGC CATEAGAGAGGETCCC
TCATGGGCTGCTCCATTGAT

FIG SMaRT 1 : Séquence de I'exon 4, de Iintron 4-5 et de I’exon 5 du gene CAPN3

1. CHOIX DES SEQUENCES DES DOMAINES DE LIAISON

Nous avons réalisé analyse des potentiels sites accepteurs présents dans la séquence de P'intron 4-5 sur le site Human
Splicing Finder (http://umd.be/HSE3/). En entrant la séquence compléte, 'analyse en ligne nous a permis d’identifier
ces sites accepteuts que nous avons sutlignés en bleu sur la figure FIG SMaRT 1. En nous basant sur ces données,
nous avons décidé de concevoir trois PTM possédant chacun un domaine de liaison (ou binding domain BD) différent.

Ainsi, nous avons choisi des séquences de BD venant recouvrir ces sites accepteurs dans le but d’augmenter le

phénomene de zrans-épissage au dépend de celui du cs-épissage. Les séquences des trois domaines sont colorées en

Equipe Neuromyologie Translationnelle (U1251) 115


http://umd.be/HSF3/

Binding Domain 1, et Binding Domain 3. Un , en gris, ne sera pas
synthétisé car selon Berger et collaborateurs (Berger et al., 2015), cette position de BD s’est avérée tres faiblement
efficace et de plus, elle ne recouvre aucun site accepteur potentiel dans notre cas. Les autres séquences de ces trois BD
ont aussi été choisies en nous basant sur les travaux présentés dans cette méme étude car de nombreux PTM ont été

testés.

2. SEQUENCE D’ADNC DE SUBSTITUTION

Concernant la séquence commune d’ADNc de substitution de chaque PTM, soit la séquence exon 5 a exon 24,

nous avons effectué deux modifications dans le but d’optimiser et d’augmenter les chances d’expression des PTM :

= L'optimisation des codons : Pour un méme acide aminé, lorsqu’nn codon présent dans la séquence codante du géene CAPN3 était
un codon peu retrouvé dans le génome humain, nous I'avons remplacé par le codon le plus fréguent. Ex : TCG devient AGC (S),
CTA devient CTG (L), ete. (voir Annexe 9).

= Afin de pouvoir insérer chaque fragment de PTM dans le vecteur d’expression peDNA4 mais anssi ponvoir identifier 'ARN

chimere issu du trans-épissage, nous avons créé un site de restriction Xhol qui n’existe pas dans la séquence de 'ARNm endogene

CAPN3. Ce site est créé par l'identification d’une jon 15056 ique (on synonyme) en utilisant lontil en ligne WatCut
« Silent mutation analysis »
bttp:/ [ watcut.uwaterloo.ca/ template. phpact=silent_newe>cid=070170a803ac39ada061720774f3587d dont le résultat fut
le suivant (FIG SMaRT 2).

Results of silent mutation analysis: my_working_oligo (90 bp)

Mutation frequency: @ to 1; Enzyme set: my_working_set

Sequence: GTG CGG GGT TGC TCT GCC GGA GGC TGC CGC AAC TTC CCA GAT ACT TTC
val Arg Gly Cys Ser Ala Gly Gly Cys Arg Asn Phe Pro Asp Thr Phe

TGG ACC AAC CCT CAG TAC CGT CTG AAG CTC CTG GAG GAG GAC
Trp Thr Asn Pro Gln Tyr Arg Leu Lys Leu Leu Glu Glu Asp

Changes TmS TmT

XhoI GTGCGGGGTTGCTCTGCCGGAGGCTGCCGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGA 1 81 82
CCAACCCTCAGTACCGTCTGAAGCTCCTCGAGGAGGAC

FIG SMaRT 2 : Résultats de création d’un site de restriction par mutation silencieuse sur une portion de la séquence
CAPN3

3. SEQUENCES DES AUTRES COMPOSANTS DU PTM

Apres avoir déterminé les domaines de liaison et la séquence d’ADNc exogéne qui sera portée par le PTM, il
restait a concevoir la partie intronique du PTM comprenant une séquence d’espacement, le point de branchement BP,
la séquence PPT et le site accepteur. Pour les trois premicres séquences, nous avons repris celles utilisées par Rodiguez-

Martin et collaborateurs (Rodriguez-Martin et al., 2005), optimisées depuis les premieres études en 1999 ; quant au site


http://watcut.uwaterloo.ca/template.php?act=silent_new&cid=070170a803ac39ada061720774f3587d

accepteur, il s’agit de celui inscrit par Puttaraju et collaborateurs (Puttaraju et al., 1999). Ci-dessous, nous vous

présentons la séquence compléte du PTM1 contenant le binding domainl (FIG SMaRT 3).

accttgtttcaaaaaaatttaaaaaatccattattagcatctggggtggagettttaagttgagagacaacatggetttataaatctgetataa
geacatgaggttgagccaagcgagaccctgggatctgagetccagagatacaatgct CCGCGGAACATTATTATAACGTTGCTCG
AATACTAACTGGTACGTCTICTTTTTTTTTTGATATCCTG CATGGTTCCTACGAAGCTCTGAAAGGTG
GGAACACCACAGAGGCCATGGAGGACTTCACAGGAGGGGTGGCAGAGTTTTTTGAGATCAGGGATGCTCCTAGTG
ACATGTACAAGATCATGAAGAAAGCCATCGAGAGAGGCTCCCTCATGGGCTGCTCCATTGATGATGGCACGAACAT
GACCTATGGAACCTCTCCTTCTGGTCTGAACATGGGGGAGTTGATTGCACGGATGG T GAGGAATATGGATAACTCA
CTGCTCCAGGACTCAGACCTCGACCCCAGAGGCTCAGATGAAAGACCGACCCGGACAATCATTCCGGTTCAGTATG
AGACAAGAATGGLCTGCGGGCTGGTCAGAGGTCACGCCTACTCTGTCACTGGGCTGGATGAGGTECCGTTCAAAG
GTGAGAAAGTGAAGCTGGTGCGGCTGCGGAATCCLTGGGGCCAGGTGGAGTGGAACGGTTCTTGGAGTGATAGA
TGGAAGGACTGGAGLTTTGTGGACAAAGATGAGAAGGCCCGTCTGCAGCACCAGGTCACTGAGGATGGAGAGTTC
TGGATGTCCTATGAGGATTTCATCTACCATTTCACAAAGT TGGAGATCTGCAACCTCACTGCCGATGCTCTGCAGT
CTGACAAGCTTCAGACCTGGACAGTGTCTGTGAACGAGGGLCGLTGGGTGCGGGGTTGLTCTGCLGGAGGLTGL
CGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGACCAACCCTCAGTACCGTCTGAAGCTCEIBBABGAGGACGATGACCCTGATG
ACAGCGAGGTGATTTGCAGCTTCCTGGTGGCCCTGATGCAGAAGAACCGGLGGAAGGACCGGAAGL TGGGGGLC
AGTCTCTTCACCATTGGCTTCGCCATCTACGAGGTTCCCAAAGAGATGCACGGGAACAAGCAGCACCTGCAGAAGG
ACTTCTTCCTGTACAACGCCTCCAAGGCCAGGAGCAAAACCTACATCAACATGCGGGAGGTGTCCCAGCGLTTCCG
CCTGCCTCCCAGCGAGTACGTCATCGTGCCCTCCACCTACGAGCCCCACCAGGAGGGGGAATTCATCCTCCGGGTC
TTCTCTGAAAAGAGGAACCTCTCTGAGGAAGT TGAAAATACCATCTCCGTGGATCGGCCAGTGAAAAAGAAAAAAA
CCAAGECCATCATCTTCGTTAGCGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGTGTGGACCAGGAGTCAGAGGAGG
GCAAAGGCAAAACAAGCCCTGATAAGCAAAAGCAGTCCCCACAGECACAGCCTGGCAGCTCTGATCAGGAAAGTGA
GGAACAGCAACAATTCCGGAACATTTTCAAGCAGATCGLAGGAGATGACATGGAGATCTGTGCAGATGAGCTCAAG
AAGGTCCTTAACACAGTCGTGAACAAACACAAGGACCTGAAGACACACGGGTTCACACTGGAGTCCTGCAGAAGCA
TGATTGCCCTCATGGATACAGATGGCTCTGGAAAGCTCAACCTGCAGGAG TTCCACCACCTCTGGAACAAGATTAA
GGCCTGGCAGAAAATTTTCAAACACTATGACACAGACCAGTCCGGCACCATCAACAGCTACGAGATGCGAAATGCA
GTCAACGACGCAGGAT TCCACCTCAACAACCAGCTCTATGACATCATTACCATGCGGTACGCAGACAAACACATGAA
CATCGACTTTGACAGTTTCATCTGCTGCTTCGTTAGGCTGGAGGGCATGTTCAGAGCTTTTCATGCATTTGACAAG
GATGGAGATGGTATCATCAAGCTCAACGTTCTGGAGTGGCTGCAGCTCACCATGTATGCCTGA

Légende : Binding Domain 1. Spacer (selon Rodriguez Martin et al., 2005). Branch Point (selon
Rodiguez Martin et al., 2005). PPT et (selon Puttaraju et al.) EENEETIEE
Eﬁﬁ . Premier codon d’un exon.

. Codon remplacé par le codon le plus

fréquent pour un méme AA.

FIG SMaRT 3 : Séquence compléte du PTM1 contenant le binding domain 1

Enfin, toutes les séquences des PTM sont identiques, a 'exception des binding domain qui différe selon leur

séquence complémentaire. Les séquences des PTM2 et PTM3 sont présentées ci-apres (FIG SMaRT 4 et 5).

gaccttgtttcaaaaaaatttaaaaaatccattattagcatctggggtggagettttaagttgagagacaacatggetttataaatctgetata
agcacatgaggttgagccaagcegagaccetgggatctgagetccagagatacaatgctCCGCGGAACATTATTATAACGTTGCTC
GAATACTAACTGGTACGTCTTCTTTTTTTTTTGATATCCTGE A C[EMICCATGGTTCCTACGAAGCTCTGAAAGGT
GGGAACACCACAGAGGCCATGGAGGACTTCACAGGAGGGGTGGCAGAGTTTTTTGAGATCAGGGATGCTCCTAGT
GACATGTACAAGATCATGAAGAAAGCCATCGAGAGAGGCTCCCTCATGGGCTGCTCCATTGATGATGGCACGAACA
TGACCTATGGAACCTCTCCTTCTGGTCTGAACATGGGGGAGTTGATTGCACGGATGGTGAGGAATATGGATAACTC
ACTGCTCCAGGACTCAGACCTCGACCCCAGAGGCTCAGATGAAAGACCGACCCGGACAATCATTCCGGTTCAGTAT
GAGACAAGAATGGCCTGCGGGCTGGTCAGAGGTCACGCCTACTCTGTCACTGGGCTGGATGAGGTCCCGTTCAAA
GGTGAGAAAGTGAAGCTGGTGCGGCTGCGGAATCCCTGGGGCCAGGTGGAGTGGAACGGTTCTTGGAGTGATAG
ATGGAAGGACTGGAGCTTTGTGGACAAAGATGAGAAGGCCCGTCTGCAGCACCAGGTCACTGAGGATGGAGAGTT
CTGGATGTCCTATGAGGATTTCATCTACCATTTCACAAAGTTGGAGATCTGCAACCTCACTGCCGATGCTCTGCAG
TCTGACAAGCTTCAGACCTGGACAGTGTCTGTGAACGAGGGCCGCTGGGTGCGGGGTTGCTCTGCCGGAGGLTGC
CGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGACCAACCCTCAGTACCGTCTGAAGC TCETEGAGGAGGACGATGACCCTGATG
ACAGCGAGGTGATTTGCAGCTTCCTGGTGGCCCTGATGCAGAAGAACCGGCGGAAGGACCGGAAGLTGGGGGCC
AGTCTCTTCACCATTGGCTTCGCCATCTACGAGGTTCCCAAAGAGATGCACGGGAACAAGCAGCACCTGCAGAAGG
ACTTCTTCCTGTACAACGCCTCCAAGGCCAGGAGCAAAACCTACATCAACATGCGGGAGGTGTCCCAGCGCTTCCG
CCTGCCTCCCAGCGAGTACGTCATCGTGCCCTCCACCTACGAGCCCCACCAGGAGGGGGAATTCATCCTCCGGGTC
TTCTCTGAAAAGAGGAACCTCTCTGAGGAAGTTGAAAATACCATCTCCGTGGATCGGCCAGTGAAAAAGAAAAAAA
CCAAGCCCATCATCTTCGTTAGCGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGTGTGGACCAGGAGTCAGAGGAGG
GCAAAGGCAAAACAAGCCCTGATAAGCAAAAGCAGTCCCCACAGECACAGCCTGGCAGCTCTGATCAGGAAAGTGA
GGAACAGCAACAATTCCGGAACATTTTCAAGCAGATCGCAGGAGATGACATGGAGATCTGTGCAGATGAGCTCAAG
AAGGTCCTTAACACAGTCGTGAACAAACACAAGGACCTGAAGACACACGGGTTCACACTGGAGTCCTGCAGAAGCA
TGATTGCCCTCATGGATACAGATGGCTCTGGAAAGCTCAACCTGCAGGAGTTCCACCACCTCTGGAACAAGATTAA
GGCCTGGCAGAAAATTTTCAAACACTATGACACAGACCAGTCCGGCACCATCAACAGCTACGAGATGCGAAATGCA
GTCAACGACGCAGGATTCCACCTCAACAACCAGCTCTATGACATCATTACCATGCGGTACGCAGACAAACACATGAA
CATCGACTTTGACAGTTTCATCTGCTGCTTCGTTAGGCTGGAGGGCATGTTCAGAGCTTTTCATGCATTTGACAAG
GATGGAGATGGTATCATCAAGCTCAACGTTCTGGAGTGGCTGCAGCTCACCATGTATGCCTGA

Légende : Binding Domain 2. Spacer (selon Rodriguez Martin et al., 2005). Branch Point (selon

Rodiguez Martin et al., 2005). PPT et (selon Puttaraju et al.)
[ESTE. Siteldelrestriction’Xhol. Premier codon d’un exon. Codon remplacé par le codon le plus

fréguent‘ pour un méme AA.
FIG SMaRT 4 : Séquence compléte du PTM2 contenant le binding domain 2
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tgtggtggctcacaccggeaatcccagegettcgggaggccaaggetggtggattgecatgageccaagagttcgagaccagtctgggeaaca
tggcaaaaccccgtctctacaaaaaaatacaaaaattaactgggcatggtgatgcccgCCGCGGAACATTATTATAACGTTGCTC
GAATACTAACTGGTACGTCTICTTTTTTITTTTGATATCCTG CATGGTTCCTACGAAGCTCTGAAAGGT
GGGAACACCACAGAGGCCATGGAGGACTTCACAGGAGGGGTGGCAGAGTTTTTTGAGATCAGGGATGCTCCTAGT
GACATGTACAAGATCATGAAGAAAGCCATCGAGAGAGGCTCCCTCATGGGCTGCTCCATTGATGATGGCACGAACA
TGACCTATGGAACCTCTCCTTCTGGTCTGAACATGGGGGAGTTGATTGCACGGATGGTGAGGAATATGGATAACTC
ACTGCTCCAGGACTCAGACCTCGACCCCAGAGGCTCAGATGAAAGACCGACCCGGACAATCATTCCGGTTCAGTAT
GAGACAAGAATGGCCTGCGGGCTGGTCAGAGGTCACGCCTACTCTGTCACTGGGCTGGATGAGGTCCCGTTCAAA
GGTGAGAAAGTGAAGCTGGTGCGGCTGCGGAATCCCTGGGGCCAGGTGGAGTGGAACGGTTCTTGGAGTGATAG
ATGGAAGGACTGGAGCTTTGTGGACAAAGATGAGAAGGCCCGTCTGCAGCACCAGGTCACTGAGGATGGAGAGTT
CTGGATGTCCTATGAGGATTTCATCTACCATTTCACAAAGTTGGAGATCTGCAACCTCACTGCCGATGCTCTGCAG
TCTGACAAGCTTCAGACCTGGACAGTGTCTGTGAACGAGGGCCGCTGGGTGCGGGGTTGCTCTGCCGGAGGCTGC
CGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGACCAACCCTCAGTACCGTCTGAAGCTCETEGAGGAGGACGATGACCCTGATG
ACAGCGAGGTGATTTGCAGCTTCCTGGTGGCCCTGATGCAGAAGAACCGGCGGAAGGACCGGAAGCTGGGGGCC
AGTCTCTTCACCATTGGCTTCGCCATCTACGAGGTTCCCAAAGAGATGCACGGGAACAAGCAGCACCTGCAGAAGG
ACTTCTTCCTGTACAACGCCTCCAAGGCCAGGAGCAAAACCTACATCAACATGCGGGAGGTGTCCCAGCGCTTCCG
CCTGCCTCCCAGCGAGTACGTCATCGTGCCCTCCACCTACGAGCCCCACCAGGAGGGGGAATTCATCCTCCGGGTC
TTCTCTGAAAAGAGGAACCTCTCTGAGGAAGTTGAAAATACCATCTCCGTGGATCGGCCAGTGAAAAAGAAAAAAA
CCAAGCCCATCATCTTCGTTAGCGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGTGTGGACCAGGAGTCAGAGGAGG
GCAAAGGCAAAACAAGCCCTGATAAGCAAAAGCAGTCCCCACAGCCACAGCCTGGCAGCTCTGATCAGGAAAGTGA
GGAACAGCAACAATTCCGGAACATTTTCAAGCAGATCGCAGGAGATGACATGGAGATCTGTGCAGATGAGCTCAAG
AAGGTCCTTAACACAGTCGTGAACAAACACAAGGACCTGAAGACACACGGGTTCACACTGGAGTCCTGCAGAAGCA
TGATTGCCCTCATGGATACAGATGGCTCTGGAAAGCTCAACCTGCAGGAGTTCCACCACCTCTGGAACAAGATTAA
GGCCTGGCAGAAAATTTTCAAACACTATGACACAGACCAGTCCGGCACCATCAACAGCTACGAGATGCGAAATGCA
GTCAACGACGCAGGAT TCCACCTCAACAACCAGCTCTATGACATCATTACCATGCGGTACGCAGACAAACACATGAA
CATCGACTTTGACAGTTTCATCTGCTGCTTCGTTAGGCTGGAGGGCATGTTCAGAGCTTTTCATGCATTTGACAAG
GATGGAGATGGTATCATCAAGCTCAACGTTCTGGAGTGGCTGCAGCTCACCATGTATGCCTGA

Légende : Binding Domain 3. Spacer (selon Rodriguez Martin et al., 2005). Branch Point (selon
Rodiguez Martin et al., 2005). PPT et (selon Puttaraju et al.)
[T Siteldelrestriction'Xhol. Premier codon d’un exon. Codon remplacé par le codon le plus

fréquent pour un méme AA.

FIG SMaRT 5 : Séquence compléte du PTM3 contenant le binding domain 3

4. VERIFICATION DES SEQUENCES DES PTM

La dernicre étape a consisté a vérifier que les séquences codantes portées par les ARNm chimeéres issus du zrans-

¢épissage aboutissaient bien a la traduction en calpaine-3.

Dans un premier temps, grace au site Addgene Analyze Sequence

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?lCMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome ), nous avons effectué la

traduction de la séquence de PARNm chimeére pour chaque PTM. Aprés cela, sur le site BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGIE TYPE=BlastHome ) nous avons procédé a un

alignement de la séquence protéique donnée par cette analyse avec la séquence protéique de la calpaine-3 dans le but

de vérifier un alignement parfait des deux séquences.

Toutes ces vérifications ont abouti a des résultats concluants, les séquences de chaque ARNm chimére issues
des PTM1, PTM2 et PTM3 aboutissant a une calpaine-3 exogéne identique a la protéine endogene. Les séquences
complétes des ARN chimeére et de leur traduction en protéine, ainsi que les résultats des alignements, sont présentées

en Annexe 10.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome

5. FABRICATION DES VECTEURS D’EXPRESSION CONTENANT LES PTM

La fabrication et le séquengage des PTM ont été confiés a Neobiotech (Clinisciences). Le vecteur d’expression
choisi est le vecteur pcDNA4 myc-HisA dont la carte graphique vous est présentée ci-dessous (FIG SMaRT 6). Ce
vecteur possede un promoteur fort CMV pour controle 'expression de P'insert dans les cellules eucaryotes, un géne de
résistance a 'ampicilline pour le clonage en bactéries E. co/i ainsi que des séquences permettant d’utiliser des amorces

pour effectuer son séquencage.

picillin _6061._.6521)

314._1064 BD1

PCONA4 PTM1-CAPNS. txt xdna - 7057 nt

9132970 PTM1-CAPN3)

IV. MATERIELS ET METHODES

1. CULTURE DES MYOBLASTES HUMAINS

Les quatre lignées immortalisées de myoblastes humains utilisées pour ces travaux sont les mémes que celles

décrites dans la partie « Chap. 3 §4.Li. ».

Les lignées 7304, AB678C53Q, KM900* et 918* ont été mise en culture dans le milieu Skeletal Muscle Cell
Basal Medium (C-23260, PromoCell) et supplement pack (C-39360, PromoCell) additionné de 20% SVF (Gibco) et de

1% d’un mélange antibiotique/antimycotique (GE Healthcare).

La différenciation des myoblastes en myotubes a été obtenue a partir des myoblastes en culture arrivés a
confluence puis mis en culture dans du milieu DMEM additionné de gentamicine 4 50mg/ml (Gibco) et d’insuline

humaine 4 5pg/ml (Sigma Aldrich).
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2. CONSTRUCTIONS DES ADNC PLASMIDIQUES

Pour permettre expression des PTM1, PTM2 et PTM3 dans les lignées immortalisées des myoblastes, les
ADNec correspondant ont été sous-clonés dans le vecteur d’expression pcDNA4 Myc-HisA comme décrit au
paragraphe 2. iii. Les vecteurs d’expressions ont été amplifiés par transformation par choc thermique de bactéries
compétentes F. coli selon le protocole et les recommandations du fournisseur en utilisant le kit High Efficiency
Transformation Protocol using NEB® 10-beta Competent E. coli (réf. C30911, NEB). Une quantité de 100ng ’ ADNc
plasmidique a été utilisée. Apres sélection par ampicilline des colonies transformées en milieu LB solide, chaque colonie
isolée a été repiquée dans 5mL de milieu LB liquide additionné d’ampicilline (20 pg/ml) pour permettre la
multiplication des bactéries et amplification du plasmide. Pour purifier et isoler FADN plasmidique d’intérét, nous
avons suivi le protocole et les recommandations du fournisseur en utilisant le kit QIAGEN® Plasmid Midi Kit (réf.

12143, QIAGEN). La quantité ¢’ADN plasmidique purifiée a été dosée avec un lecteur NanoDrop avant utilisation.

3. TRANSFECTION ET DIFFERENCIATION DES MYOBLASTES HUMAINS

Les plasmides préparés a une quantité finale de Tug ont été transfectés dans les cellules en utilisant I’agent de
transfection FuGeneHD (Promega) selon les recommandations du fournisseur. Pour chaque condition de transfection,
300 000 cellules de chaque lignée ont été mises en culture dans un puits de 3,5cm de diameétre, 24h avant la transfection.
Au bout de 48h d’incubation, le milieu de culture a été changé. L’incubation se poursuivait jusqu’a ce que les cellules

soient suffisamment a confluence pour lancer leur différenciation en myotubes.

4. EXPRESSION DES TRANSCRITS ISSUS DU TRANS-EPISSAGE

Les ARN totaux ont été extraits et purifiés a partir des myotubes formés par les lignées immortalisées de
myoblastes humains en respectant les étapes décrites dans le guide utilisateur du TriZol™ Reagent (réf. 15596026,
Invitrogen). 500ng d’ARN total ont subi une transcription inverse avec le kit High Capacity cDNA Reverse Kit (réf.

4368814, Ambion) en utilisant des hexameres aléatoires selon le protocole du fournisseur.

Une amplification des transcrits d’intérét a été effectuée par PCR en utilisant le kit PCR MasterMix (Promega)
et en suivant les recommandations du fournisseur. Les conditions de la PCR ont été les suivantes : 95°C 2min, 35
cycles de (95°C 30sec, 56°C 30sec, 72°C 1minl5sec). Les amorces ont été congues pour chaque région d’intérét
(TABLEAU SMaRT 1) et ont été ajoutées au tube réactionnel a une concentration finale de 100pM pour une
concentration finale ’ADNc a 500ng. 10ul des produits réactionnels de la PCR ont été déposés sur gel a 2% d’agarose

et la révélation de la migration a été rendue possible par addition de BET.



Amortce sens Amorce antisens Cible CAPN3

GTTCTGGAGTGCTCTGCT GCCAATGGTGAAGAGACTGG  ARNm endogene 921pb

ARNm exogene

TGCACGGATGGTGAGGAAT TGCTG’ GCTCTGTCGCTA 974pb
issu du PTM
ARNm chimére
GTTCTGGAGTGCTCTGCT GCAGTGAGTTATCCATATTCCTC issu du zrans- 307pb
épissage

TABLEAU SMaRT 1 : Séquence des amorces sens et antisens utilisés avec leur région d’intérét ciblée

V. RESULTATS

Dans un premier temps, nous avons réalisé des expériences de mise au point pour déterminer les conditions de
transfection afin d’avoir une expression optimale des vecteurs pcDNA4-PTM et de déterminer les conditions de PCR
les plus appropriées pour I'analyse des transcrits exprimés (durée des cycles, choix des amorces, etc.). Une fois toutes
les conditions déterminées et optimisées, nous avons pu procéder aux expériences préliminaires sur les lignées de

myoblastes humains AB678C53Q), 7304, KM900* et 918* dont nous vous présentons les résultats ci-apres.

Tout d’abord, nous avons procédé a différentes conditions de transfection présentées dans les tableaux ci-
dessous (TABLEAU SMaRT 2). Comme témoin, nous avons fait le choix pour ces premiers essais d’utiliser chaque
lignée non transfectée mais exposée a I'agent de transfection. Les cellules ont été mises en culture a 300 000

cellules/puits de diamétre 3,5cm et la transfection a été effectuée 24h apres incubation.

Volume (ul) AB678C53Q 7304 KM900* 918* Volume (ut) 918* 918* 918* KMS900* KM900* KM900*

DMEM 150 150 150 150 DMEM | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150
PTM1.2 (1pg) PTML2 (1ng)| 1.25 | 125 | .
PTM2.4 (1pg) | | ] PTM2.4 (1u)| | 140 | | 240 | }
PTM3.1 (11g) PTM3.1 (1ug) | 122 | | 122 |
FuGene HD 3 3 3 3 FuGemeD | 3 | 3 | 3 | 3 2

TABLEAU SMaRT 2 : Conditions de transfection des myoblastes humains mutés et non mutés

Les concentrations des ADNc plasmidiques pcDNA4-PTM1 (PTM1.2), pcDNA4-PTM2 (PTM2.4) et
pcDNA4-PTM3(PTM3.1) utilisés ici et obtenues apres putification étaient respectivement 2 799pg/ml, 1219uG/ml et
822ug/ml.

Au bout de 72h d’incubation, les cellules étaient arrivées suffisamment a confluence pour lancer la
différenciation des myoblastes en myotubes. Quotidiennement, le développement de la formation des myotubes a été
suivi pour chaque condition. Ensuite, nous avons effectué¢ I'analyse par PCR de I'expression des transcrits CAPN3
issus soit de expression endogene de chaque lignée, soit de I'expression des pcDNA4-PTM, soit de I'expression issue

du #rans-épissage.
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Pour analyser 'expression des transcrits CAPN3 issus de leur expression endogéne par chaque lignée de
myoblastes humains, nous avons utilisé un couple d’amorces encadrant une séquence présente sur ’ARNm endogéne
mais non présente sur celles des PTM, située en amont de I'exon 5. La taille attendue de "amplicon était de 921pb. Les

résultats de la PCR sont présentés ci-dessous (FIG SMaRT 7).

(1) (2) (3) (4)  vide (T-)

2000
1650

1000
850

FIG SMaRT 7 : Résultats de la PCR de P'expression de PARNm endogene CAPN3 dans les lignées immortalisées de
myoblastes humains différenciées en myotubes non mutées (1) AB678C53Q), (2) 7304 et mutées (3) KM900* et (4)
918* non transfectées

Pour commencer, nous avons validé notre protocole de PCR car le contréle négatif (T-) sans ajout ’ADNc ne
présentait aucune band, ce qui signifiait qu’il n’y avait donc pas eu d’amplification ’ADN non spécifique. De ce fait,
nous avons pu poursuivre 'analyse : nous avons observé la présence d’une bande pour les 4 puits correspondant a
PADNCc issu de chaque lignée et toutes a la taille attendue de 921pb. Nous avons aussi observé la présence d’une
seconde bande aux alentours de 850pb pour chaque lignée. Cette bande pourrait s’expliquer par un possible épissage
alternatif de PARNm du géne CAPN3 endogéne. Fragment d’ADN a analyser par clonage et séquengage. Néanmoins,
ces résultats ont prouvé que les quatre lignées immortalisées de myoblastes humains différenciées en myotubes

exprimaient un transcrit du géne CAPN3. Condition requise pour utiliser la technologie SMaRT

Par la suite, nous avons analysé I’expression du transcrit du gene CAPN3 produit uniquement par les vecteurs
d’expression pcDNA4-PTM afin de déterminer si les lignées étaient capables de le transcrire. Pour se faire, nous avons
congu un couple d’amorces complémentaires de séquences spécifiques de PADNc de substitution situées sur le PTM
en profitant du fait que des codons ont été remplacés lors de leur conception (cf. §2.1.iii.c). Ainsi, nous espérions avoir
une spécificité maximale pour PADNCc issus des PTM. La taille attendue de 'amplicon était de 974pb. Les résultats de
la PCR sont présentés ci-dessous (FIG SMaRT 8).
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FIG SMaRT 8 : Résultats de la PCR de I'expression de PARNm de substitution CAPN3 issu des PTM dans les
lignées immortalisées de myoblastes humains différenciées en myotubes non mutées/non transfectées (1)
ABG678C53Q), (2) 7304 et mutées/non transfectées (3) KM900* et (4) 918* ; mutées/transfectées KM900* avec le
pcDNA4-PTM1 (5), -PTM2 (6) et -PTM3 (7) et 918* avec le pcDNA4-PTMT1 (8), -PTM2 (9) et -PTM3 (10)

Comme auparavant, nous avons validé notre protocole de PCR car le contrdle négatif (T-) sans ajout I’ ADNc
était négatif (absence de bande). Il n’y avait donc pas eu d’amplification I’ADN non spécifique. Nous avons poursuivi
P’analyse et avons observé 'absence de bande pour les puits (1) a (4) et la présence d’une bande a la taille attendue de
974pb pour les puits (5) a (10). Ces résultats ont montré que les lignées immortalisées de myoblastes humains
différenciés en myotubes non mutées/non transfectées AB678C53Q et 7304 et mutées/non transfectées KM900* et
918* n’exprimaient pas de transcrit identique a celui issu de 'expression des pcDNA4-PTM. Contrairement aux lignées
immortalisées mutées/transfectées KM900* et 918* qui exprimaient le transcrit issu de 'expression des pcDNA4-
PTM1, -PTM2 et -PTM3. Nous pouvons donc en déduire que les vecteurs d’expression ont été correctement intégrés

par les myoblastes et que les PTM congus permettent d’exprimer le PTM au sein de ces cellules.

Pour finir, nous avons voulu déterminer si le phénomene de #rans-épissage aboutissait a un ARNm CAPN3
chimeére. Pour se faire, nous avons congu un couple d’amorces complémentaires spécifiques a la fois d’une séquence
présente sur PARNm endogene, juste en amont de 'exon 5 (amorce sens) et d’'une séquence spécifique de PADNc
située sur le PTM (amorce antisens). Ensuite, nous avons purifié¢ les différents produits de PCR et réalisé une digestion
avec enzyme de restriction Xhol dont le site de restriction était présent sur la séquence ADNc des PTM mais absent

sur la séquence de PADNc endogene (cf. §{B.3.1I). Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous (FIG. SMaRT 9).
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FIG SMaRT 9 : Résultats de 'expression des ARNm chimeres CAPN3 dans les lignées immortalisées de
myoblastes humains différenciées en myotubes non mutées/non transfectées (1) AB678C53Q), (2) 7304 ct
mutées/non transfectées (3) KM900* et (4) 918* ; mutées/transfectées KM900* avec le pcDNA4-PTM1 (5), -
PTM2 (6) et -PTM3 (7) et 918* transfectées avec le p)cDNA4-PTM1 (8), -PTM2 (9) et -PTM3 (10) avant digestion
avec Xhol des différents produits de la PCR (A) et aprées digestion avec Xhol de ces mémes produits de PCR (B)

Cette fois-ci encore, nous avons validé notre protocole de PCR car le contréle négatif (T-) sans ajout ’ ADNc
ne présentait aucune bande. Il n’y avait donc pas eu d’amplification d’ADNc non spécifique. Nous avons pu poursuivre
'analyse : en (A), nous avons observé la présence d’une bande 2 la taille attendue de 922pb pour tous les puits (1) a
(10). Ces résultats ont montré que les lignées immortalisées de myoblastes humains différenciés en myotubes non
mutées/non transfectées AB678C53Q et 7304 et mutées/non transfectées ou transfectées KM900* et 918*
exprimaient toutes un transcrit identique CAPN3. Le profil du gel observé était le méme que celui présenté dans la
FIG SMaRT 7, a savoir la présence de 2 bandes pour chaque puits. A ce stade, nous ne pouvions pas en déduire si les
vecteurs d’expression avaient été correctement intégrés par les myoblastes et si les PTM congus induisaient un
phénomeéne de #rans-épissage au sein de ces mémes cellules donc a expression d'un ARNm chimere, du fait d’'une
amplification d’ARNm observée dans les lignées controle AB678C53Q et 7304. D’ou I'intérét de procéder a la digestion
avec I’enzyme de restriction Xhol afin de pouvoir déceler la présence de FARNm CAPN3 chimeére dont le profil du
gel obtenu aprés cette digestion est présenté en (B). Nous avons observé la présence d’une bande de bonne intensité
et d’une bande de plus faible intensité pour les puits (2), (5) a (10) mais pas pour les puits (1), (3) et (4) a une taille
attendue si absence de coupure a 922pb. I’absence de produits de PCR pour ces derniers puits devaient étre liés a la

perte trop importante des produits apres Pétape de purification qui a entrainé un signal non détectable. En revanche,



aucune bande n’était visible aux tailles attendues si coupure par Xhol a 807pb et 114pb. Nous n’avons donc pas pu en
déduire si les lignées de myoblastes humains mutées/transfectées KM900* et 918* exprimaient un ARNm CAPN3
chimere issu du #rans-épissage de 'expression des pcDNA4-PTM. En prenant en compte ces derniers résultats, il serait
intéressant de réaliser une méthode plus sensible pour tenter de déceler expression de ces ARNm chimeres dans les

lignées utilisées.

C. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

[Aes résultat que nous avons obtenus avec 'outil de complémentation intermoléculaire de la calpaine-3 sont

trés encourageants pour I'avenir de cette approche en thérapie. L’étude de prolifération que nous avons réalisée a
montré une amélioration de la division des myoblastes de la lignée KM900*, et plus tardivement de la lignée 918*,
apres que celles-ci aient été transfectées avec le vecteur d’expression pCMV p94:C58k-EGFP. De plus, nous avons
constaté que la largeur moyenne des myotubes issus des lignées mutées 918* était significativement plus importante
que celle de la lignée contrdle 7304, méme obsetvation pour la lignée KM900*. Ces tésultats étaient aussi visibles lors
de nos observations en immunofluorescence, pour lesquelles les myotubes issus des lignées de myoblastes mutés
semblaient en effet plus larges que ceux issus des lignées non mutées. Concernant la localisation d’expression des
parties N-terminale et C-terminale de la calpaine-3, nous avons constaté que la premiére était localisée principalement
au niveau des lignes M des myotubes ainsi qu’une localisation nucléaire trés marquée, jamais décrite dans la littérature
jusqu’a présent. De plus, nous avons constaté la formation de vacuoles exprimant cette partie N-terminale dans certains
myotubes pout les deux lignées mutées. A P'inverse, la partie C-terminale associée a la GFP issue de 'expression du
vecteur d’expression était diffuse dans le cytoplasme, tout comme la partie C-terminale endogéne montrée dans la
figure iIMOC 4 avec parfois la formation de quelques vacuoles coexprimant la partie N-terminale de la calpaine-3. Nous
avons donc montré que les myoblastes humains mutés étaient capables d’une part, de synthétiser la calpaine-3 et ses
deux fragments autolytiques mais qu’ils étaient aussi capables d’exprimer le fragment autolytique C58k exogéne et
probablement que ce fragment pouvait s’associer a la partie N-terminale, uniquement au niveau du cytoplasme et non

du noyau.

De plus, nous avons montré grace a nos expériences d’immunomarquages, que les lignées immortalisées de
myoblastes humains mutés KM900* et 918* étaient capables de synthétiser la calpaine-3 mais que cette derniere ne
pouvait exercer son activité protéolytique sur ses substrats. Nous pouvons donc dire que les mutations affectant les
lignées 918* et KM900* empéchent Iactivité protéolytique de la calpaine-3 endogéne, mutation affectant le domaine
1S1, nécessaire a 'activation extramoléculaire, et CBSW, nécessaire a la reconnaissance du substrat, dans le cas de la
lignée 918* et uniquement le domaine CBSW dans le cas de la lignée KM900*. En revanche, nous avons montré qu’en
parant ce défaut grace a 'expression du fragment autolytique C58k actif issue du vecteur pPCMV p94:C58k-EGEP, les
lignées mutées étaient capables de restaurer une activité protéolytique de la calpaine-3 (cf. figure iIMOC 6). En revanche,
la transfection des myoblastes a retardé le développement des myotubes, il serait donc nécessaire de reproduire les
protocoles d’IF en veillant a obtenir des myotubes issus des lignées KM900* et 918* apreés transfection afin de les

comparer aux lignées controle AB678C53Q et 7304.
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Concernant la technologie SMaRT, les premiers résultats que nous avons obtenus sont aussi encourageants car
les myoblastes humains sont capables d’exprimer la molécule de trans-épissage issue de I'expression du vecteur
pcDNA4 correspondant. Toutefois, nous n’avons pas pu déterminer a ce stade si les PTM ¢étaient correctement
intégrées au frans-épissage du gene CAPN3 et donc évaluer correctement Pefficacité des vecteurs d’expression
pcDNA4-PTM que nous avons congus. C’est poutquoi il nous faudrait aller plus loin dans nos travaux, en réalisant
une étude de prolifération des lignées immortalisées de myoblastes humains sans et avec transfection avec chaque
vecteur, en réalisant une étude de Pactivité protéolytique de la calpaine-3 chimere issue du #rams-épissage par
immunotransfert et en réalisant une analyse par immunofluotrescence pour observer le phénotype des myotubes formés
apres transfection ; comme nous avons commencé a le faire pour Ioutil de complémentation intermoléculaire. Mais
nous devons garder a Pesprit qu’obtenir une molécule de #rans-épissage efficace demande d’en tester des dizaines
auparavant, et que efficacité du #rans-épissage in vitro a été estimé a 14% au maximum, et que le #ans-épissage d’un
pre-ARNm endogéne 7 vivo exprimé dans une lignée cellulaire stable est plus faible encore. De plus, il faut s’assutrer
que les PTMs soient exprimés uniquement dans les cellules d’intérét, des travaux ayant rapportés des #rans-épissage

non spécifiques (Mansfield et al., 2004).

Pour les deux outils de thérapie que nous avons décidé de développer, augmenter le pourcentage de myoblastes
qui auront correctement intégré les différents vecteurs d’expression est un impératif pour améliorer les études
d’évaluation de ces technologies et utiliser un vecteur de transfert couramment utilisé en essai clinique chez 'Homme.

3! q
Ainsi, nous envisageons d’utiliser des virus adénoassociés, dits AAV pour adeno-associated virus en anglais, pour de
futures études préliminaires. En effet, en augmentant le nombre de cellules transfectées, nous augmenterons la
pertinence des résultats et les effets sur le phénotype des myotubes et P'activité enzymatique de la calpaine-3, ainsi
qu’une meilleure étude de lalocalisation des parties N-terminale et C-terminale de la calpaine-3 sans et avec transfection
du vecteur d’expression pCMV p94:C58k-EGFP. Nos prochains travaux devraient plutét se concentrer sur le
développement de 'outil de thérapie génique utilisant la capacité de complémentation intermoléculaire de la calpaine-

3 car cet outil présente des avantages non retrouvés avec la technologic SMaRT :

= Premierement, en utilisant des AAV” pour infecter les myoblastes, nous augmenterions le nombre de myoblastes intégrant le
vectenr d’expression d'intérét de Iordre de 90%.

/e intermoléculaire

= Deuxiemement, lefficacité de cet ontil serait meillenre que celle issue du trans-épissage car la
Jait partie intégrant du mode d'activation et d’action de la calpaine-3.

= Troisiemement, nous éviterons une expression non spécifique de la calpaine-3 et les effets déléteres qui y sont associés, comme
une toxicité cardiaque par exemple (Bartoli et al., 2006), car le fragment antolytique C58% potentiellement exprimé dans
d'antres cellules que des myoblastes du muscle squelettique serait dégradé trés rapidement, ne pouvant s’associer a une calpa ine-
3 entiere ou le fragment antolytique N31k dans des cellules ne les synthétisant pas.

= Quatriemement, il sera possible de transfecter soit la partie N-terminale, soit la partie C-terminale de la calpaine-3 pour
restanrer une activité de cette derniére et ainsi proposer cette solution de thérapie génique a une trés grande majorité des
patients atteints de dystrophie musculaire des ceintures de type 2A car toutes les mutations présentes sur le gene CAPN3

Seraient compensées par une séquence intacte de chacun des denx: fragments antolytiques.

Pour finir, ces travaux montrent que malgré la complexité de la LGMD2A du fait de la présence de
nombreux variants pathogenes répartis sur le gene CAPN3 des patients souffrant de cette pathologie et des

différents impacts de ces mutations sur la calpaine-3, des outils de thérapie peuvent étre développés et démonttrer



des efficacités non négligeables et potenticllement sans effets secondaires sur 'expression d’autres genes avec
l’avantage de pouvoir concerner la quasi-totalité des patients souffrant de cette pathologie. Ce sont donc des outils
qui ont toute leur place a 'avenir et pour lesquels des travaux plus poussés doivent étre menés pour enfin pouvoir

proposer une solution curative aux patients atteints de calpainopathie.
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ANNEXES




VARIANTS D’EPISSAGE DU GENE CAPN3

ANNEXE 1

Dans le tableau ci-dessous sont présentés les différents variants d’épissage du geéne CAPN3 chez les

mammiféres (modifié d’apres (Ono et al., 2016)).
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ANNEXE 2 : CONTRACTION ET RELACHEMENT DU SARCOMERE

La contraction du muscle est un mécanisme rendu possible grice a 'interaction entre I'actine et la myosine dans

la bande A, les myofilaments glissant les uns sur les autres. I.’actine joue le réle de la molécule « tractée » tandis que la

myosine est le « moteur » moléculaire tirant les myofilaments d’actine vers la bande M. Ce mécanisme est réalisé par

des milliers de tétes de myosine et permet de raccourcir un sarcomére de sa forme étirée de 3,4um a sa forme contractée

de 2,4um. 1l s’effectue en 5 étapes majeures :

1.

A Tétat de relichement, le domaine d’interaction de la myosine avec Iactine est recouvert par la
tropomyosine. La myosine est sous une forme redressée, de haute énergie et liée a PATP.

Lors d’une stimulation d’un myocyte par un motoneurone, via les neurotransmetteurs a 'acétylcholine,
les canaux calciques voltage-dépendants sont activés et provoquent entrée de calcium dans la cellule et
sortie de calcium du réticulum sarcoplasmique. Ce calcium va se fixer sur la troponine, ce qui engendre
un changement de sa conformation, libérant le domaine d’interaction de la myosine. Au terme de cette
étape, la myosine est toujours liée a I’actine.

Une molécule ’ADP fixée sur la téte de la myosine va étre libérée lors de Pinteraction myosine-actine, ce
qui aboutit a un changement de conformation et bascule la téte de la myosine. Ce basculement est
responsable de la traction de I'actine vers la bande M qui provoque un raccourcissement du sarcomeére.
Au terme de ce mouvement, la téte de la myosine va lier une molécule ATP provoquant le détachement

de la molécule d’actine et le retour a une position repliée, de basse énergie.

4. La myosine va hydrolyser son ATP en ADP et un ion phosphate. L’énergie ainsi libérée par cette réaction va

faire passer la myosine dans son état de haute énergie et la rendre de nouveau capable d’interagir avec I'actine.

La troponine va pouvoir empécher cette interaction si elle n’est plus fixée au calcium. Ainsi, le cycle est terminé
P P! P > lecy

et peut recommencer.

Clé:
0 =Cca?t

Les tétes de myosines
hydrolysent PATP, se

réonientent et gagnent

en énergie.

© 1 tétes de myosines

se lient a Pactine,
formant des ponts

transversaux.

le cycle de contraction
continue  si  PATP  est
disponible et le niveau de Ca?*
dans le sarcomére élevé.

Comme les tétes de
myosine se lient &
PATP, les ponts
transversaux se
détachent de I'actine. Les ponts croisés de
myosines pivotent vers le
centre du sarcomére (temps
moteur).

Figure 10-7 Principles of Anatomy and Physiology, 11/e
© 2006 John Wiley & Sons
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ANNEXE 4 : RESEAU DES CYTOKINES ET LEURS CELLULES CIBLES

Cytokine Nelwork

11/ IFNOL
oty IL6 IFNY TNEQ
Ten I8 TNFQ
IFNB IL-10 |
/TNFo IL-12 IL1 IFNQ
TNFf IL-15 IL-3 IFNB
IL-18 IL-4 JFNy , T
= T IL10/TNFg ° iNeutrop
L6 NIENR i b
IL-10 TNFQ
112 TNER \ Z
/  TNFo
|

| / /
:t; it Y / /i1 IENy
L4 :::E L/ & w3 g
e N ’ IL-4 TNF( e Sy, |
IL-10 ; —IL-8 * 'Basophil' 3,
113 T o
14 b .o W T

IL-2 IL-16
IL-4 IL-17
IL-6 IFNOL
IL-8 IFNP~
IL-9 IFNY
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ANNEXE 5 : EXPRESSION DE CERTAINS ANTIGENES DE SURFACE
DES SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES D’INTERET
Pour identifier et quantifier les différentes sous-populations leucocytaires, nous nous sommes basés sur leur

capacité a exprimer différents antigenes de surface selon leur stade de maturation et de différenciation qui sont

récapitulés dans le tableau ci-apres :

LIGNEES MYELOIDES LIGNEES LYMPHOIDES

Neutrophile | Eosinophile Cellule B Cellule T Natural killer

v X X v X

Ly-6G X v v X X X

| SiglecF X X | v X [ X X
CcDe4 v V(activés) X X X X

‘ MHCII X X | X v | +/ (sous pop) X
D19 X X X R X X

. NK11 X X | X X | (Tha7 cells) v
CD3e X X X X v X

. cDi1c X v | X X [ g v
co24 X X X ditéranciation 8 T oo x

_ cbi1b v G | v X | X X
CD8a X X X X v/ (sous pop) X

‘ cD4 v X | X X | +/ (sous pop) X

B220 (CD45R) X X X v v (sous pop) +/ (sous pop)

cD5 X X | X X v X

Equipe Neuromyologie Translationnelle (U1251) 141



ANNEXE 6: STRATEGIES DE SELECTION DES LEUCOCYTES EN

CYTOMETRIE EN FLUX SOUS LE LOGICIEL FLOW]JO

Ci-dessous, nous vous présentons les stratégies de sélection des leucocytes dans le muscle (A) et dans le sang
(B) d’apres les marquages antigéniques déterminés au préalable et sous le logiciel FlowJo avant de procéder a I'analyse

des données issues de cette méthode.

A

o B

Monocytes =

= . -
/ . Neutrophiles

i cD11b+

SiglecF

SSC [granulosité)
D45
CD11b

FSC-A (taille cellules) Sytox

CD3e

$5€ (granulosité)

¢ »
utrophiles
4 | -
s 5 Killer
case 2 @ 8
7 vivantes -
/ 7‘}—’3 . 2 . NK1.1
j S S -
FSC-A (taille des Sytox cDas ) i) e,
cellules) . I i Q
69 Pl et L w0
2w i 1||
8. - PN - PRI 0
- o P A T v
L e - e e AP
hd a7 6 =
T v
n
8 3
S Cell.B hd .
cp19 D8
Wy w7 wy =3
Y -
- !
\ = -
il & 2
A
£, : i G
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ANNEXE 7 TABLEAU DES CYTOKINES / CHIMIOKINES
RECHERCHEES ET LEUR IMPLICATION DANS L’ IMMUNITE
Dans le chapitre concernant notre projet de recherche sur les phénoménes immunologiques au stade

présymptomatique de la calpainopathie, nous avons effectué des investigations immunologiques a I’échelle cellulaire et

moléculaire. Ces derniéres concernaient la recherche de certaines cytokines et chimiokines. Nous vous présentons ici

leur implication dans la réponse immunitaire (source : https://www-ncbi-nlm-nih-gov.gate2.inist.fr/genc/)

CYTOKINE OU CHIMIOKINE IMPLICATION DANS L’IMMUNITE

* Cytokine impliquée dans :

® Diverses réponses immunitaires,
Interleukine 1a (IL1a) = Processus inflaimmatoires,
= Hématopoiese.

* Produite par monocytes et macrophages en tant que proprotéine en
réponse a une blessure cellulaire — induit Papoptose.

Interleukine 2 (IL2) Cytokine impliquée dans la prolifération des lymphocytes T et B.

* Cytokine pléiotrope produite par les cellules T activées — ligand du

récepteur IT.4 (IL4R).

e II4R se lie aussi a 'intetleukine 13 : chevauchement des fonctions de 114

Interleukine 4 (IL4) et IL13.

e STATG, transducteur et activateur de signal de transcription, joue un réle
central dans la médiation de la régulation du signal induit par cette

cytokine.

* Cytokine agissant comme un facteur de croissance ct de différenciation
des cellules B et des éosinophiles.

* Réle majeur dans la régulation de la formation, maturation,

Interleukine 5 (IL5) recrutement et survie des éosinophiles.

* Surexpression de IL5 peut étre liée a la pathogenése de maladies
inflammatoires dépendantes des éosinophiles.

e IL5 agit en se liant a son récepteur.
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Interleukine 6 (IL6)

Cytokine impliquée dans I'inflammation et la maturation des cellules
B.

Pyrogéne endogéne — induit la fiévre chez les personnes atteintes de
maladies auto-immunes ou d’infections.

Produite sur les sites d’inflammations aigue et chronique, sécrétée
sous forme de sérum — induit une réponse inflammatoire via le

récepteur ILG.

Interleukine 10 (IL10)

Cytokine produite d’abord par les monocytes et plus tardivement par
les lymphocytes.

Effets pléiotropes dans 'immunorégulation et 'inflammation.
Inhibe I'expression des cytokines Thl, des antigénes du CMH de
classe II et des molécules costimulatrices des macrophages.
Améliore la survie, la prolifération et la production d’anticorps des
cellules B.

Inhibe I’activit¢ de NF-kappa B.

Impliquée dans la régulation de la voie de signalisation JAK/STAT.

Interleukine 12a (IL12a)

Sous-unité de la cytokine I1.12.

Agit sur les cellules T et les NK.

Posséde un large éventail d’activités biologiques.

Nécessaire pour I'induction de I'interféron gamma (IFNg) dépendante
des cellules T.

Importante pour la différentiation des cellules Thl et Th2.

Interleukine 13 (IL13)

Cytokine immunorégulatrice produite, dans un premier temps, par les
cellules Th2 activées.

Impliquée dans plusicurs stades de maturation et différenciation des
cellules B.

Régule a la hausse 'expression de CD23 et du CMH de classe I1.
Promeut le passage des cellules B en isotype IgE.

Régule a la baisse I'activité des macrophages ct par la, inhibe la
production de cytokines ct chimiokines pro-inflammatoires.

Réle critique dans la pathogenése de 'asthme induit par des allergenes mais

agit par des mécanismes indépendants des IgE et des éosinophiles.

CCL5 (RANTES)

Chimiokine appartenant 4 une superfamille de chimiokines impliquées

dans Pimmunorégulation et les processus inflammatoires.




*  Membre de la sous-famille CC,

¢ Chimioattractante pour les monocytes circulants, les cellules
mémoires T helper ct les éosinophiles.

* Cause lc largage de I’histamine par les basophiles.

* Active les éosinophiles.

* Chimiokine appartenant 4 une superfamille de chimiokines impliquées
dans 'immunorégulation ct les processus inflammatoires.

¢ Membre de la sous-famille CC,

CCL11 (EOTAXINE 1) * Activité chimiotactique sur les éosinophiles mais pas sur les cellules
mononuclées ou les neutrophiles.

* Spécifique des éosinophiles.

e Impliquée dans les maladies inflammatoires a éosinophiles.

P Cytokine controlant la production, la différenciation et la fonction
(GM-CST) des macrophages et des granulocytes.

* Cytokine membre de la superfamille TNF, des cytokines
proinflammatoires multifonctionnelles.

* Principalement sécrétée par les macrophages.

* Se lie aux récepteurs TNFRSF1A/TNFR1 et TNFRSF1B/TNEBR pour

Tumor  Necrosis  Factor assurer ses fonctions.

(TNF) * Impliquée dans la régulation d’un large spectre de processus
biologique incluant la prolifération cellulaire, la différenciation,
’apoptose, le métabolisme lipidique et la coagulation.

* Impliquée dans de nombreuses maladies, comprenant les maladies auto-

immunes, la résistance a insuline et le cancer.

¢ Cytokine soluble membre des interférons de classe II.

*  Sécrétée par les cellules a la fois des réponses immunitaires
Interféron Gamma (IFNg) innée et adaptative.

¢ Selie a son récepteur qui déclenche une réponse cellulaire aux

infections virale et microbienne.

Chimiokine jouant un role dans les réponses inflammatoires via sa

CCL3 (MIP1a)
liaison avec les récepteurs CCR1, CCR4 et CCR5.
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ANNEXE 8 : LISTE DES VARIANTS EXONIQUES ET INTRONIQUES
DU GENE CAPNJ IDENTIFIES ET ANALYSES DANS LA COHORTE DES 344
PATIENTS LGMD2A

LISTE DES VARIANTS EXONIQUES CAPN3 IDENTIFIES ET ANALYSES



£ variants Protéine Exons | DOMENEE |y eture dels mutation [Eve
concemss [ proteiques
1[capomasT Pathogenic p-His33aLeu 7 FC2 Mutation ponctusiis FaL-sEns
2[c1030m5 Ha p-Sly35vairxz1 1 Trancature Déigtion D““s:: mene e
ure
1]ci098TaC Fathogenic b Leuit3Fro & =] Mutation panctuelie Faux-zens
1|cipeiTeE Pathogenic p.val354GHy B FCZ Mutation ponctusiie FaL-sEns
1]ci0830E Fathoganic P Arp3aasy & =] Mutation panciuelie Faux-sens
1)c40650T Pathegenic p-AE3TIrE ] PC2 Mutation panctulis G H
2|c 107064 Pathogenic P ArE3375in ] P2 Mutation panctuelie Faum-sens
2|c1075EA Fathogenic p.Tra350% 8 Troncature | Mutation panctuslie Hor-zers
. Decalege cu madre de
1]c1070mE M p-Sly3svairiz1 1 Trancature Deiétion
iecture
2|c1i8780T Fathogenic p-Shuaseval g =] Mutatian ponctuslie Faux-zens
13 [ 1230CT Pathegenic P Thrdd7mt 10 X Mutation ponctuzlie FaLoi-sens
1]c123980x4 Fathogenic p-Ama2asp 10 3 Mutatian ponctustie Faux-sens
1]c1252TaC Pathogenic p-vala3Lala i CESW Mutation ponctuelie Faum-sens
1]c13008T Pathoganic b Asna3alie 10 CESW Mutation panctusiis Faum-sEns
2|c1303G2 Fathogenic p.Glu43sly: 10 CEswW Mutatian ponctustie Faux-sens
1]c 130803 Fathoganic pArpd37Sy 10 CESW Mutation panctuelie Faux-sens
£e1305CT Pathogenic p-Arg4370ys 10 CESW Mutation panctuelis Faum-sEns
1ci3aansT Pathogenic P ATpAA0TrE 10 CESW Mutation panctuelie Faum-sens
4lc132200s Ha p-Slyssavamaz 10 Trancature DéiEtion D““E':: manece
ure
3|c1322G4 Pathogsnic pSlysslasn 10 CESW Mutation ponctuslie Faux-sEns
3[c1333G4 Pathogenic pGlyassary 10 CESW Mutation ponctuzlie Faum-sEns
3[c133E4 Fathogenic p-2ma3The i 3 Mutation ponctuslia Faun-zens
£|c13R0E Pathogsnic p-Arge2EGly 10 CESW Mutation ponctuslie Faux-sEns
2|ci3da0T Fathogenic p-Argd4Biys 10 CESW Mutation panctuelia Faux-sens
3|e13a3Ea Pathegenic p-ArgEEHis 1 CESW Mutation ponctuslis Faus-sEns
2[c133_137amicAT Ha pilssGael 1 PCL DéiEtion Decalege 2 cacre ce
- iecture
2[c137300C Ha p-FroqzeLeursxa 0 Trancature Déition D“'“f':: cmanece
wre
1[c1400 1e03amEEa Ha p-ShasTon n == Déition D“'“f':: cmanece
- wre
1183385 Pathogenic ps=ra7a5y 11 CESW Mutation ponctusiis Faum-sEns
P Dacalge o czoreoe
1]c1447dels Ha P-An4z3Pro f5 62 i Trancature Deiction cture
2|ci4E30T Pathogenic p-AAESTE il CESW Mutation ponctuelie Faum-sens
2[c1ag8Gma Pathogenic pArpdEsEn 11 CESW Mutation ponctushe FaL-sens
3c.1a820T Pathegenic ELATRE20TrR 11 CESW Mutation ponctusiis Faum-sEns
13c 13654 Pathogenic p_Arg430Gin il CESW Mutation ponctuelie Faum-sens
3[c148E0a Pathegenic p-ArgdsHis 1 FCL Mutation ponctusiis FaL-sEns
1[e14770T Pathogenic p-Arp4S3Trp 11 CESW Mutatian panctusls FaLoi-sens
4|ci45aE Probably pathoge p-23n305er i FCL Mutation ponctuelie Faun-sens
1]c 1509 Pathoganic pli=30ZThr 1 CESW Mutatian ponctusls Faum-sEns
1ci37aG Frobable polymorphism [p lle33val il CESW Mutation panctuelis Faux-sens
1]c1583GA Pathoganic p-AmI25TH 13 CESW Mutation panctusiiz Fau-zEns
L]ci6IA0wA Pathogenic pTyra37s i3 Troncoture | Mutabion ponctuele Nor-sers
1]c1623 1537del HA P-342_S4ccel EVSOR 13 CESW Deition D““s:: mmenece
- = ure
1ci6380T Fathoganic pUArESAECys i3 CESW Mutation panciuelis Faux-sens
2[ci64TA Pathoganic p-Phe3s7iau 13 CESW Mutation panctuziis Faum-zEns
2[c1saz0mC Ha pArgIazARTNAT 13 Trancature Déition D“'“f':: cmanece
wre
1[c 16434 Pathegenic P Arps4ssis 13 CESW Mutation ponctusle FaLoi-sens
1]c1E37E=A Fathogenic p-5h333Lys FE] CESW Mutatian ponctuslie Faux-sens
3|c.26630HT Polymerphism (AT 13 CESW Mutatian ponctusle synonyme
1 [e 1BBIT=C Pathegenic p-TyTIELHis 13 CESW Mutation panctuslis FaLoi-sEns
2|c1685G5T Fathogenic p-5ly357Tra i3 CESW Mutatian ponctuslie Faux-zens
2[cAT0ETC Pathoganic p-Phe3gssar 13 CESW Mutation ponctuslie Faum-zEns
1]ci74405 Pathogenic P ArgST20GHy i3 CESW Mutation ponctuelie Faum-sens
£[ci71a0T Fathogenic PArgETITrp i3 CESW Wutatian ponctuslie Faux-zens
3[c1703GA Pathoganic p-Args72Gin 13 CESW Mutation ponctusiiz Fau-zsEns
1|c 172200 HA psery7aLetean 13 Trancature Déidtion D“"hS:;J mene e
ure
L 2 u modne de
1|c.17590upa Ha ERUIEEEER TS 13 Tronzature Duplication ““5:; =
ure
1|ciB0ACHE Fathoganic b Proglisre i8 152 Mutation panciueli Faux-sens
1]c1843G5C Probasly pathegenic | p.vslE0SLED 16 152 Mutation panctuziis Fau-zEns
3|cABIPOT Pathogenic p_Serblisley 16 152 Mutation panctuzlie Faum-sens
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4|c1B32ce14 & pLys6i3Arst=ss 16 Troncature Délétion Nor-sens
1]c.18330T Pathoganic FUSINELS 16 Tromecaturs Mutatian ponctusliz Non-sers
15584 Decalge cu mdre o2
4|c1863 ort) A P GliE22GH TS 16 Troncature Deletion actare
£leiEmacT Probably pathogenic |p.GhyE24GHy 16 152 Mutation ponctuelis Syranyms
| BETRE Frobabie polymorphism [p Sersaziie 17 FEF Mutation panctuelis Faum-zens
3[c15758G Pathogenic p-GinEctAry 17 PEF Mutation ponctuelie Faum-sens
[ GEELSEHIY Na pllesELx 17 Tromcature Deletion D“’H:;j:mm
By . D cu mdre de
3|c2022 z02308iinscT Ha P LysE74_Lyse7adeiinzamx 12 | Troncsure Inel ““hs:ﬂ’ =
= = ure
3|c.2065 2070delAl A pHisE0ANENS 15 Troncature Délétion Noresens
ijc.205204 Pathogenic [ ArEESESar 15 PEF Mutatian ponctuziiz FAuE-5ENS
ilc 205207 Fathogenic pATRESECYs 15 PEF Mutation panctuclie Faun-sens
2|c.24090T Pathogenic p-Als702vl 13 PEF Mutation panctuslis Faum-zEnz
E|e21820T Pathogenic pUEINT2EX 20 Troncature Mutation ponctuslis Non-sers
1]c2150 2156demTTCA Na p-Phe731 Lys7azsThetsedd 2 Tromcature Deletion D"‘:“s::J merece
- - ure
23080 L Decalge cu mdre o2
3|c.2207 ; A N P ThrT3GANETEE 2 Troncature Deletion acturs
3|c 223085 Pathogenic p-5erT4aGly 21 PEF Mutation panctuelie Faum-sens
4|c2230upT A p-Tyr7ILEUisXY 21 Tramcature Cualication D“’H:;::mm
2|cz2a20T Fathogenic pAgTaEs 21 Troncature | Mutation ponctuelis Non-sers
2|c.22436-4 Pathogenic AT T4EEN 21 PEF Mutatian panctuziiz Faud-sENS
. = cu cacne ce
1fczzacupr N PTyr7aLey cupT fs:03 L Trancature Duglicatian ““5:1:‘::
1|c2237 2738delinzan Na [p-Asp7IaLpEN1L 2 Tromcature Inciel D"‘:“s::J merece
- ure
3|e2237G4 Pathogenic pAszTs3AmT 21 PEF Mutation panctuslie FRum-zEnz
;I:.zz:mpr A p-vBITECyz s 1 Tromcature Duplication D“’hs::J i
ure
2]c.22! Pathogenic Pz 77 AN 1 FL1 Mutatian panctuziiz FAuE-5ENS
3|c23000T Pathogenic pLArETESTID 2z PEF Mutation ponctuslis Fau-sens
2|c 23085 Pathogenic p.ArgTEIGIn 22 PEF Mutation panciuclie Faum-sens
2|c.2306GnC Pathogenic p.ArgTE9PTD 22 PEF Mutation ponctuslis FaL-sens
e Dacalage oy morzor
5|c-2314_2317deiGACA A p-Asp77208IysTTaASNSNS. 2 Tromcaturs Deigtion cture
A =R Pathogemic pProTEThE 1 FCL Mutatian panctueliz Faun-sens
£[c23326aC Fathogenic pAsa7RCHIS 22 PEF Mutation ponctuelis Faum-sens
16c.2362_2353de10GinsTCAT| Na pargTESasinsSartzes 2 Inciel D““ﬁ:;j:m“
3|c23646nC Pathogenic p-ArpTEaser 22 PEF Mutatian ponctuelie FaLx-sens
3|cz3saca Pathogenic p-ARTSEGN 23 PEF Mutation ponctuelis Faum-zens
ifc.2420T:C Pathogenic pli=BO7Thr 23 PEF Mutatian poanctusliz FauE-sENS
ilczaa3cE Fathogenic P LeuEiTval 24 EF Mutation pancuslis Faum-zens
2|czas58 Polymorphism p.Progafro 1 FCi Mutation panciuclie Syronyme
N - 2 Cu acre ce
1fe2s8 zasinaT Ha P LeuErsertsna 1 Tromeature nzertion ““5:; -
= ure
3|c.2380upT na pLeutTsertsxa 1 Tromcature Cuslication D“’hs::J merece
ure
- D cu acre ce
1fcz77 30001 Ha P Phess_Lysib0cel 1 =1 Déiétion ““5:; -
- = ure
2| Frobably pathogenic _[poPhes7ieu i FCL Mutation panctucli Faum-sens
Pathogenic . Tro9eCys 1 FL1 Mutatian panctuziiz FALE-5ENS
1] Frobably pathegenic |p Pro103fra 2 FC1 Mutatian ponctuelie Synanyme
3 Falymorphism p-Cysi060ys H FLL Mutation ponctutlis Syranyms
£ Pathogenic [p-Arpi10% 2 Troncature Mutatian ponctuelie Non-sers
f BEETR ) Pathogenic p.Pheiiilie 2 FCi Mutation ponctuelis Faum-sens
1]c.3586: Pathogenic p-Asaizoasn 2 L1 Mutatian panctuziiz FauE-sENS
2363005 Pathogenic pll=iziMet 2z =3 Mutation ponctuelis FaLN-sENS
2|c.305THC Pathogenic p-Cysidrans 3 =] Mutatian panctueliz Faud-sENS
IealeT Pathogenic pLThriagiie 3 FL1 Mutatian panctusliz FauE-sENS
fl:.nz-u:rr Pathogenic pUSin1a2x 3 Troncature Mutation ponctuslis Noresens
3|oa3seT Pathogenic pATELATH 3 Troncature | Mutation ponctusliz Non-sers
1fc.asacec Ha pile1a3Tyr F5 330 3 Tromcnture Deiétion RS Cu e
2|caveasG Pathogenic p.Tyriscys 3 FC1 Mutation ponctuslis FaL-sens
3|carscei Polymorphism p A1 605y 3 FCi Mutation panctuclie Faum-sens
3|cagiceis [ pileiGzser X7 3 Troncature Distion Décalame cu cacre oe
2fcazaac Frobably patho plleifzleu 3 FCL Mutation panciusli Faum-sens
2|cassoeT Palymarphism pPheicsPhe 3 PCL Mutation panctuslis Syranyms
2|e533TeC Pathogenic pulle 1 7EThr 4 FC1 Mutation ponctusiis Fau-sens
] EEE e Pathogenic pllei7aMet A FLL Mutation ponctuelis Faum-zens
2|c5a3Tea Pathogenic pLewiE2Gin 4 FC1 Mutation ponctusiis Fau-sens




1|c 350806 Pathogenic P ThriBa Al 4 FCL Mutation ponctuelis FaLx-sens
A o Decalage ou cacrs g
26 e a500es A p-ThriBasrs & 36x a Troncaturs Déistion cture
2[c3510eE Frobabie polymornphizm |p ThriB4Are 4 FC1 Mutation ponctuelie FaLx-sens
T[e35LC-T Probabily pathoge: ic p.‘l'l|rl.BﬂMe! 4 PCL Mutation Pﬂﬂﬂ.‘Jl"& Faus-sens
2|c.38ce A . ProzoGinsss L Troncature Déidtion De"'g::j:m"e
1[camamc pA=n153The a FCL Mutation ponctusliz Faux-sens
1|c.39346 Pathogenic P Asn1985er 4 FC1 Mutation ponctueliz Faus-sens
1|ca8cec LT p-Pro2nGinfsesT 1 Tromcature Délgtion D“'H:::"?“m
40| . E0ET>C Polymorphism p-Ser2oaser L [2=1 Mutation ponctueliz Synonyme
2|ceasa Polymorphism p-ShyZ1Eh 1 NS Mutation ponctuelis FaLW-sens
1[c.683TC Pathogenic pSer21%Pra ] FCL Mutation panctueliz Faus-senz
2| g6zana W [p.amzz3Thez2n 3 Troncature éiEtion pecaisgm u anece
1[c 7002 Pathogenic p-ShyZatarg E] P2 Mutation ponctuzliz Faus-sens
2|c70iGEA Pathogenic pSly 2345k H P2 Mutation ponctueliz Faus-sEns.
23|c 70658 Polymorphism pAm235The ] FC2 Mutation ponctuelie Faux-sens
2|c7ivdem W FPhezastleueis 3 Tromcature éidtion D““-’)::j:m"e
alcTInT Polymorphism P His25Tyr i [ Mutation ponctuelie Faux-sens
1[c7a3TeE Eathogenic [ F] FCz Mutation poncrusiie Faun-sens
1[c735_7E1dmiGAR LT P-Lys23acel 3 FCZ Délgtion Decaisge ou caane ce
smcture
1[c763E Pathogenic pAmaysThe k] FCZ Mutation ponctuslis FaLx-sens
1[c763EC Pathogenic p.4n23%Pra ] FC2 Mutation ponctuelie Faux-sens
1fc 7aE=a Polymorphism p_Pro2eFro 1 NS Mutation ponctuelis Syronyme
2[c791ER Pathogenic p-Cys2B4Tyr ] FC2 Mutation ponctuelie Faux-sens
1|c.BZSTHC Fathogenic p-Ser277Pro 6 151 Mutation ponctuelie Faux-sens
2[c.BasTC Pathogenic pMet2E3Thr & 151 Wutation ponctuelie Faux-sens
3|c.B83_EESARIGATAINSCTT A p-asnz8 JosinsleutaisT & Troncature Ingel De"'g:;j:m"e
ifcss2cT Folymomphsm pLeu3bleu 5 151 Wutatian panctuelis Syrenyma
2|c.EIECT Fathogenic p-Sin3000 6 Tromcature Mutation ponctuelis Wan-sens
1[c830TsC Polymeorphism pAiso3i0asp [ 151 Mutation ponctus iz Synonyme
1|c.939G-A Polymerphism pProdi3fro 3 151 Mutation ponctueliz Synonyme
2[co3EET Probably pathogenic _|p vml32oFhe 7 151 Mutation ponctuelis Faux-sEns
30|c.96T=C Polymerphism E.Thr3ZThr 1 NS Mutation ponctueliz Synonyme
3|cs@acsT Folymorphism p.Cys3zBCys 7 FCZ Mutation ponctuslis Synonyme

Les cases

surlignées en jaune correspondent

aux mutations décrites dans le chapitre 1 §C.6.
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LISTE DES VARIANTS INTRONIQUES SUR LE GENE CAPNJ3 IDENTIFIES ET ANALYSES

. . Introns
Fréquence DNA Level EvEMut. |Nature de la mutation 5 Statut H5F 1
concernes
Mo significant splicing motif alteration
7 . 1029+3456 ND Mutation ponctuelle 7-8 Hétérozygote [detected.
probabily no impact on splicing.
1 . 1115+22delG ND Dedetion B9 Hétérozygote [Alterstion of an intronic ESS site.
1 C.1115+2T>C splicing Mutation ponctusliz B9 Hétérozygote  |Alteration of the WT donar site
2 C.1116-116C>G Polym Mutation ponciuelle 7-8 Hétérozygote  |Creation of an intronic ESS site.
Mo significant splicing motif alteration
9 C.1194-17_1194-18delCT |Polym Deletion o-10 Hétérozygote  [detected.
probabiy no impact on splicing.
1 .1154-25_1184-26delCT | Splicing Deletion 8-10  [Hétérozygote |Alteration of WT Branch Paint [3 sites)
4 €.1194-26C>G Polym Mutation ponctuelie 0-10  [Hétérozygote |Creation of an intronic ESE site.
2 C.1194-8CG splicing Mutation ponctuells 8-10 Hétérozygote  |Alteration of the WT acceptor site
4 . 1184-045 Splicing Dletion 8-10 Homaozygote Alteration of the WT acceptor site
Mo significant splicing motif alveration
1 C.1354461CT Polym Mutation ponctuelle 10-11  |Hétérozygote |desected.
probably no impact on splicing.
1 135848664 Folym Mutation ponciuelie 10-11  |Hétérozygote |Crestion of an intronic ESS site_
1 £.1355-16>C splicing Mutation ponctuelie 10-11  |Hétérozygote  |Ahterstion of the WT acceptor site
Mo significant splicing motif alveration
3 C.1355-6G>A Polym Mutation ponctuelie 10-11  [Hétérozygote |detected.
probably no impact on splicing.
- [Exon = 00 short vz T
3 €1356-1G>C splicing | Mutation ponciuelle | 10-11  |Homozyzote |- -SneR o0 sher s mutien
position
1 €.1525-1G4 splicing Mutation ponctuelie 11-12  |Homozygote  |Ahterstion of the WT acceptor site
1 €.1536+1G3T splicing Mutation ponctuelie 12-13  |Hétérozygote  |Ahteration of the WT acceptor site
1 (C.1536+58CA ND Mutation ponctuells 12-13 Héte'mz-,-gote Alteration of an intronic E5S site.
Mo significant splicing motif alveration
1 C.1536+462CT Polym Mutation ponctuelle 12-13  |Hétérozygote |desected.
probably no impact on splicing.
2 €.1537-20C3G splicing Mutation ponctuelie 12-13  |Hétérozygote  |Aherstion of the WT acceptor site
a C.1537-48T>C Polym Mutation ponctuelle 12-13 Hétérozygote  |Alteration of an intronic ESS site_
1 C.1567-40G>4 Polym Mutation poncruelie 12-13  |Hetérozygote
1 . 1745+4+ Tdel AGTG Splicing Deletion 13-14 Hétérozygote  |Alteration of the WT donar site
1 CATAE-1G>4 Splicing Mutation ponctuelle 13-14 Homaozygote Alteration of the WT acceptor site
- e r Activati f it « ti cept
1 € 1746-20C56 splicing Mutation ponctuelie 1318 |Hétérozygate | VR L An nirenis sy phe Bespter
site.
1 CATE2+5GA splicing Mutation ponctuells 14-15 Hétérozygote  |Alteration of the WT donar site
2 C.17E3-63C>G ND Mutation ponctuells 1a-15 Homozygote Alteration of an intronic E55 site_
1 € 1B01-1G>A splicing Mutation ponctuelle 15-16  [Hétérozygote |Alterstion of the WT acceptor site
Mo significant splicing matif alteration
1 €.1915-106CA Polym Mutation ponctuelle 16-17  [Hétérozygote  |detected.
probably noimpact on splicing.
1 . 1992+16:T Splicing Mutation ponctuelle 17-18 Hétérozygote  |Alteration of the WT donor site
1 c.1992+2dal splicing Dagsion 17-18  [Hétérozygote  |Altersticn of the WT donar site
Mo significant splicing matif alteration
1 1992 442036 Polym Mutation ponctuelis 17-18  [Hétérozygote  |desectsd,
probably roimpact on splicing. |
Mo significant splicing matif alteration
1 .1993-19C>G ND Mutation ponctuelis 17-18  |Homozygote  |detected.
probably no impact on splicing.
1 . 1953-1GA splicing Mutation ponctuelle 17-18  [Hétérozygote |Alteration of the WT acceptor site
2 L. 2050+2T =4 splicing Mutation ponctuells 18-19 Homaozygote Ahteration of the WT donor site
5 €.2051-165T splicing Mutation poncruelie 18-18  [Hetérozygote |Alteration of the WT acceptor site
3 €. 2051-29CsT ND Mutation ponciuelie 18-19  |Hétérozygote |Crestion of an intronic ESE site
1 ©.2115+1_2115+2dupET | Splicing Duplication 19-20  |Hétérozygote  |Alteration of an intronic ESS site.
1 C.2115+3insGT splicing Inz=rtion 19-20  [Hétérozygote  |Altersticon of the WT donar site




Fréquence DMA Level EWE Mut, |Mature de la mutation o Statut HSF1
Mo significant splicing motif alteration
2 £ 21B4+364 ND Mutation ponctuelle 20-21  |Hétérozygote  |detected.
probably no impact on splicing.
. . .. Activation of an intronic cryptic scceptor
1 . 21B5-164>G splicing Mutation ponciuelle 20-21 Heterozygote site.
2 C.2185-2A5G splicing Mutation ponctuells 20-21  |Hétérozygote |Alteration of the WT acceptor site
H C.2264-1G>C splicing Mutation ponctuelle 21-22  |Hétérozygote |Alteration of the WT acceptor site
1 C.2264-3CA splicing Mutation ponctuelle 21-22 Homaozygote Alteraticn of the WT acceptor site
23 C.2380+12delA Polym Deletion Alteration of an intronic ESS site_
1 C.23B0+2T>G splicing Mutation penctuelis 22-23  |Hétérozygote |Alteration of the WT donar site
1 £ 23B0+6TC splicing Mutation ponctuelle 22-23  |Hétérozygote  |Alteration of the WT donar site
Mo significant splicing motif alteration
1 C.2439469C>T Polym Mutation penctuelis 23-24  |Hétérozygote |detectsd.
profably no impact on splicing.
2 C.2440-3C6 splicing Mutation ponctuells 23-24  |Hétérozygote |Alteration of the WT acceptor site
5 C.309+31+32delTTinsGTC  [ND Incel 1-2 HEtérozygote  |Aleeration of an intronic ESS site.
4 £.310-3445G ND Mutation ponctuelle 1-2 HEétérozygote |Alteration of an intronic ESE site
2 £.379+5G3C splicing Mutation ponctuelie 2-3 Hetérozygote  |Alteration of the WT donor site
1 C3ED-27C>T Polym Mutation ponctuelle 2-3 Hetérozygote  |Creation of an intronic ESS site_
1 C3IED-79G=A Polym Mutation ponctuells 2-3 HE'TE'IDZ‘,'nge Alteration of an intronic ESE site
1 CA9B4+356G=T Polym Mutation ponctuelle 3-4 HEtErozygote  |Alteration of an intromic ESE site
1 C.499-1G>4 splicing Mutation penctuelis 34 HEterozygote  |Alteration of the WT sccepter site
2 C.633-69G>A Polym Mutation ponctuelle 4-5 Heteérozygote  |Alteration of an intronic ESS site.
10 C.BOZ-0GHA splicing Mutation ponctuelle 5-6 HEteérozygote  |Alteration of the WT accepter site
Mo significant splicing motif alteration
1 C.345+56CT Polym Mutation ponctuelle &7 Heteérozygote  |detected.
probably noimpact on splicing.
23 C.946-1GA §E|i¢iE Mutation ponctuelis &7 Hé‘t‘e'ruygule Alteration of the WT acceptor site
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ANNEXE 9 : TABLEAU DE LA FREQUENCE DES CODONS DANS LE

GENOME HUMAIN CODANT POUR UN MEME ACIDE AMINE

AA apolaire CODON F (pour 1000) AA polaire CODON F (pour 1000} AA acide CODON  F (pour 1000)
uuc AGC

F (Phe) 20,3 s (Ser) 19,5 Q/(Gln) CAG 34,2
Phenylalanine uuu 17,6 Sérine ucc 17,7 Glutamine CAA 12,3
L (Leu) CUG 39,6 ucu 15,2 N (Asn) AAC 19,1
Leucine cuc 19,6 UcA 12,2 Asparagine AAU 17
cuu 13,2 AGU 12,1 D (Asp) GAC 25,1
UuG 12,9 ucG 4,4 Ac. Aspartique GAU 21,8
UUA 7.7 T (Thr) ACU 13,1 E (Glu) GAG 39,6
CUA 7.2 Thréonine | ACC 189 Ac. Glutamique, GAA 29
1(lle) AUC 20,8 ACA 15,1
Isoleucine AUU 16 ACG 6,1 AA basique CODON  F (pour 1000)
AUA 7,5 Y(myr) | UAc 15,3 H (His) CAC 15,1
V (Val) GUG 28,1 Tyrosine | UAU 12,2 Histidine CAU 10,9
Valine GUC 14,5 C (Cys) UGC 12,6 K (Lys) AAG 319
GUU 11 Cystéine uGu 10,6 Lysine AAA 24,4
GUA 7,1 R (Arg) AGA 12,2
P (Pro) ccc 19,8 Terminaison CODON F (pour 1000) Arginine AGG 12
Proline ccu 17,5 STOP UGA 1,6 CGG 114
CCA 16,9 UAA 1 CGcC 10,4
CCG 6,9 UAG 038 CGA 6,2
A (Ala) GCC 27,7 CGU 4,5
Alanine GCU 184
GCA 15,8
GCG 7.4
W (Trp)
Tryptophane e e
G (Gly) GGC 22,2
Glycine GGA 16,5
GGG 16,5
GGU 10,8
M (Met)
Methionine i i




ANNEXE 10 : SEQUENCES DES PTM ET DE LEUR ARNM CHIMERE,

DE LEUR TRADUCTION EN PROTEINE

PTM1-CAPN3
SEQUENCE CODANTE ATTENDUE DU PTM1-CAPN3 ISSUE DU TRANS-SPLICING

GGCTCCAAGGACAGCGGCTGAGCCCCGGTCCCCAGG
GCCAGTTCCTCACCCGGCCCAGAGCAAGGCCACTGAGGCTGGGGGTGGAAACCCAAGTGGCATCTA
TTCAGCCATCATCAGCCGCAATTTTCCTATTATCGGAGTGAAAGAGAAGACATTCGAGCAACTTCAC
AAGAAATGTCTAGAAAAGAAAGTTCTTTATGTGGACCCTGAGTTCCCACCGGATGAGACCTCTCTCT
TTTATAGCCAGAAGTTCCCCATCCAGTTCGTCTGGAAGAGACCTCCGGAAATTTGCGAGAATCCCCG
ATTTATCATTGATGGAGCCAACAGAACTGACATCTGTCAAGGAGAGCTAGGGGACTGCTGGTTICT
CGCAGCCATTGCCTGCCTGACCCTGAACCAGCACCTTCTTTTCCGAGTCATACCCCATGATCAAAGTT
TCATCGAAAACTACGCAGGGATCTTCCACTTCCAGITCTGGCGCTATGGAGAGTGGGTGGACGTGG
TTATAGATGACTGCCTGCCAACGTACAACAATCAACTGGTTTTCACCAAGTCCAACCACCGCAATGAG
TICTGGAGTGCTCTGCTGGAGAAGGCTTATGCTAAGCTCCATGGTTCCTACGAAGCTCTGAAAGGTG
GGAACACCACAGAGCGCCATGCCGAGCACTTCACAGGAGGGGCTGGCCAGAGTTITTTTGAGATCAGGGATG
CICCTAGTGACATGTACAAGATCATGAAGCAAAGCCATCGAGAGAGGCTCCCTCATGGGCTGCTCCAT
TGATGATGGCACCGAACATCACCTATCGGAACCTCTCCTICTGGTCTGAACATCGGGGCCAGTTGATTGCA
CGCATGGTGAGGAATATGCGATAACTCACTGCTCCAGGACTCAGACCTCGACCCCAGAGGCTCAGAT
GAAAGACCGACCCGGACAATCATICCGGTTCAGTATCGAGACAAGCGAATGGCCCTGCGGCGCTGGTCAGA
GGTCACGCCTACTCTGTCACTGGGCTGGATCAGGICCCGTTCAAAGGCGTGAGAAAGTCGAAGCTGGTGC
GGCTGCGGAATCCCTGGGGCCAGGTGGAGTGGAACGGTTICTTGGAGTGATAGATIGGAAGGACTGGA
GCTTTGTGGACAAAGCATCAGCAAGGCCCGTCTGCAGCACCAGGTCACTGAGGATGGAGAGTTICTGGA
IGTCCTATGAGGATTTCATCTACCATTTCACAAAGTTGGCAGATCTGCAACCTCACTGCCGATGCTCTG
CAGTCTGACAAGCTTCAGACCTGGACAGTGTCTGTGAACGAGGGCCGCTGGGTGCGGGGTTGCTCTG
CCGGAGGCTGCCGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGACCAACCCTCAGTACCGTCTGAAGCT
GAGGACGATGACCCTGATGACAGCGAGGTGATTTGCAGCTTCCTGGTGGCCCTGATGCAGAAGAAC
CGGCGGAAGGACCGGAAGCTGGGGGCCAGTCTCTTCACCATTGGCTTCGCCATCTACGAGGTICCC
AAAGAGATGCACGGGAACAAGCAGCACCTGCAGAAGGACTTCTTCCTGTACAACGCCTCCAAGGCC
AGGAGCAAAACCTACATCAACATGCGGGAGGTGTCCCAGCGCTTCCGCCTGCCTCCCAGCGAGTAC
GTCATCGTGCCCTCCACCTACGAGCCCCACCAGGAGGGGGAATTCATCCTCCGGGTCTTCTCTGAAA
AGAGGAACCTCTCTGAGGAAGTTGAAAATACCATCTCCGTGGATCGGCCAGTGAAAAAGAAAAAAA
CCAAGCCCATCATCTTCGTTAGCGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGTGTGGACCAGGAGT
CAGAGGAGGGCAAAGGCAAAACAAGCCCTGATAAGCAAAAGCAGTCCCCACAGLCCACAGCCTGGCA
GCTCTGATCAGGAAAGTGAGGAACAGCAACAATTCCGGAACATTTTCAAGCAGATCGCAGGAGATG
ACATGGAGATCTGTGCAGATGAGCTCAAGAAGGTCCTTAACACAGTCGTGAACAAACACAAGGACC
TGAAGACACACGGGTTCACACTGGAGTCCTGCAGAAGCATGATTGCCCTCATGGATACAGATGGCT
CTGGAAAGCTCAACCTGCAGGAGTTCCACCACCTCTGGAACAAGATTAAGGCCTGGCAGAAAATTTT
CAAACACTATGACACAGACCAGTCCGGCACCATCAACAGCTACGAGATGCGAAATGCAGTCAACGAC
GCAGGATTCCACCTCAACAACCAGCTCTATGACATCATTACCATGCGGTACGCAGACAAACACATGA
ACATCGACTTTGACAGTTTCATCTGCTGCTTCGTTAGGCTGGAGGGCATGTTCAGAGCTTTTCATGC
ATTTGACAAGGATGGAGATGGTATCATCAAGCTCAACGTTCTGGAG,

TRADUCTION DU PTM1-CAPN3

MPTVISASVA PRTAAEPRSP GPVPHPAQSK ATEAGGGNPS GIYSAIISRN
FPIIGVKEKT FEQLHKKCLE KKVLYVDPEF PPDETSLEFYS QKFPIQFVWK
RPPEICENPR FIIDGANRTD ICQGELGDCW FLAAIACLTL NQHLLFRVIP
HDQSFIENYA GIFHFQFWRY GEWVDVVIDD CLPTYNNQLV FTKSNHRNEF
WSALLEKAYA KLHGSYEALK GGNTTEAMED FTGGVAEFFE IRDAPSDMYK
IMKKAIERGS LMGCSIDDGT NMTYGTSPSG LNMGELIARM VRNMDNSLLQ
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DSDLDPRGSD ERPTRTIIPV QYETRMACGL VRGHAYSVTG LDEVPFKGEK
VKLVRLRNPW GQVEWNGSWS DRWKDWSFVD KDEKARLQHQ VTEDGEFWMS
YEDFIYHFTK LEICNLTADA LQSDKLQTWT VSVNEGRWVR GCSAGGCRNF
PDTFWTNPQY RLKLLEEDDD PDDSEVICSF LVALMQKNRR KDRKLGASLF
TIGFAIYEVP KEMHGNKQHL QKDFFLYNAS KARSKTYINM REVSQRFRLP
PSEYVIVPST YEPHQEGEFI LRVFSEKRNL SEEVENTISV DRPVKKKKTK
PITFVSDRAN SNKELGVDQE SEEGKGKTSP DKQKQSPQPQ PGSSDQESEE
QQOQFRNIFKQ IAGDDMEICA DELKKVLNTV VNKHKDLKTH GFTLESCRSM
IALMDTDGSG KLNLQEFHHL WNKIKAWQKI FKHYDTDQSG TINSYEMRNA
VNDAGFHLNN QLYDIITMRY ADKHMNIDEFD SFICCEFVRLE GMFRAFHAFD
KDGDGIIKLN VLEWLQLTMY A*

RESULTATS ALIGNEMENTS CALPAINE-3 VS PTM1-CALPAINE 3

Range 1: 1 to 822 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
1727 bits(4472) 0.0 Compositional matrix adjust. 822/822(100%) 822/822(100%) 0/822(0%)

Query 1 MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPVPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSAIISRNFPIIGVKEKT 68
MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPVPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSAIISRNFPLIIGVKEKT
Skjct 1 MPTWISASVAPRTAAEPRSPGPVPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSATISRNFPIIGVKEKT 68

Query &1 FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFWVWKRPPEICENPRFIIDGANRTD 128
FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFVWKRPPEICENPRFIIDGANRTD
Sbjct 61 FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFWVWKRPPEICENPRFIIDGANRTD 128

Query 121 ICQGELGDCWFLAATACLTLMQHLLFRVIPHDQSFIENYAGIFHFQFWRYGEWVDVVIDD 188
ICOGELGDCWF LAATACLTLNQHLLFRVIPHDQSF IENYAGI FHF QFWRYGEWVDWVIDD
Sbjct 121 ICQGELGDCWFLAATACLTLMQHLLFRVIPHDQSFIENYAGIFHFQFWRYGEWVDVVIDD 188

Query 181 CLPTYNMQLVFTKSNHRNEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE 248
CLPTYNMQLVFTESNHRNEFWSALLEKAYAK LHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE
Sbjct 181 CLPTYNWQLVFTKSNHRNEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE  24@

Query 241 IRDAPSDMYKIMEKALERGSLMGCSIDDGTHNMTYGTSPSGLMMGELIARMVRNMDNSLLY 38@
IRDAPSDMYKIMKKATERGSLMGCSIDDGTNMTYGTSPSGLNMGE LTARMVRNMDNSLLQ
Sbjct 241 IRDAPSDMYKIMKKAILERGSLMGCSIDDGTHMTYGTSPSGLMMGELIARMVRNMONSLLY 388

Query 381 DSDLDPRGSDERPTRTIIPVQYETRMACGLVRGHAYSWTGLDEVPFKGEKVKLVRLRNPYW 368
DSDLDPRGSDERPTRTIIPVOYETRMACGLYRGHAYSWTGLDEVP FKGEKVKLVRLRNFUW
Sbjct 301 DSDLDPRGSDERPTRTIIPVOYETRMACGLVRGHAYSWTGLDEVPFKGEKVKLVRLRNPW 3608

Query 361 GQVEWNGSWSDRWKDWSFVDKDEKARLOHQVTEDGEFWMSYEDFIYHFTKLEICNLTADA 428
GOVEWNGSWSDRWKDWSFVDEDEKARLOHOVTEDGEFWMSYEDFI YHF TKLETCNL TADA
Sbjct 361 GQVEWNGSWSDRWKDWSFVDKDEKARLCHOVTEDGEFWMSYEDFIYHFTKLEICNLTADA 428

Query 421 LQSDKLQTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPOTFWTNPQYRLKLLEEDDDPDDSEVICSE 488
. LQSDKLQTWTVSWNEGRWVRGCSAGGCRNFPDTFWTNPQYRLKLL EEDDDPDDSEVICSE
Sbjct 421 LQSDKLQTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPDTFWTNPQYRLKLLEEDDDPDDSEVICSF 488

Query 481 LVALMQKNRRKDRKLGASLFTIGFAIYEVPKEMHGNKQHLOQKDFFLYNASKARSKTYINM 548
LVALMQKNRRKDRK LGASLFTIGFAIYEVPKEMHGNKQHLOKDFF LYNASKARSKTY INM
Sbjct 481 LVALMQKNRRKDRKLGASLFTIGFAIYEVPKEMHGMKQHLOKDFFLYNASKARSKTYINM 548

Query 541 REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVKKKKTEK 688
REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVKKKKTE
Sbjct 541 REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRMLSEEVENTISVDRPVKKKKTK 68@

Query 681 PIIFVSDRANSNKELGVDQESEEGKGKTSPDKQKQSPQPQPGSSDQESEEQQQFRNIFKQ 660
PIIFVSDRANSHKELGVDOESEEGKGKT SPDKQRQSPOPOPGSSDQESEEQOOFRNIFKG
Sbjct 681 PIIFVSDRANSNKELGVDQESEEGKGKTSPDKQKQSPQPOPGSSDQESEEQQOUFRNIFKG 66@

Query 661 IAGDDMEICADELKKVLNTVWNKHKDLKTHGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLMLQEFHHL 728
IAGDDMEICADELKKVLNTVWNKHKDLK THGFTLESCRSMIALMDTDGSGK LMLQEFHHL
Spjct 661 IAGDDMEICADELKKVLNTVWNKHKDLKTHGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLNLOEFHHL 72@

Query 721 WNKIKAWQKIFKHYDTDQSGTINSYEMRMAVNDAGFHLNNQLYDIITMRYADKHMNIDFD 78@
WK TKAWQK TFKHYDTDOSGT INSYEMRHNAVNDAGFHLNNQLYDI ITMRYADKHMNIDFD
Sbjct 721  WNKIKAWQKIFKHYDTDQSGTINSYEMRMAVNDAGFHLNMOLYDIITMRYADKHMNIDFD 78@

Query 781 SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLMWVLEWLQLTMYA® 822
SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLMNVLEWLQLTMYA®
Sbjct 781 SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLMVLEWLQLTMYA* 822



PTM2-CAPN3
SEQUENCE CODANTE ATTENDUE ISSUE DU TRANS-SPLICING PTM2-CAPN3

ATECCGACCGTCATTAGCGCATCTGTGGCTCCAAGGACAGCGGCTGAGCCCCGGTCCCCAGG
GCCAGTTCCTCACCCGGCCCAGAGCAAGGCCACTGAGGCTGGGGGTGGAAACCCAAGTGGCATCTA
TTCAGCCATCATCAGCCGCAATTTTCCTATTATCGGAGTGAAAGAGAAGACATTCGAGCAACTTCAC
AAGAAATGTCTAGAAAAGAAAGTTCTTTATGTGGACCCTGAGTTCCCACCGGATGAGACCTCTCTCT
TTTATAGCCAGAAGTTCCCCATCCAGTTCGTCTGGAAGAGACCTCCGGAAATTTGCGAGAATCCCCG
ATTTATCATTGATGGAGCCAACAGAACTGACATCTGTCAAGGAGAGCTAGGGGACTGCTGGTTTCT
CGCAGCCATTGCCTGCCTGACCCTGAACCAGCACCTTCTTTTCCGAGTCATACCCCATGATCAAAGTT
TCATCGAAAACTACGCAGGGATCTTCCACTTCCAGTICTGGCGCTATGGAGAGTGGGTGGACGTGG
TTATAGATGACTGCCTGCCAACGTACAACAATCAACTGGTTTTCACCAAGTCCAACCACCGCAATGAG
TTCTGGAGTGCTCTGCTGGAGAAGGCTTATGCTAAGCTCCATGGTTCCTACGAAGCTCTGAAAGGT
GGGAACACCACAGAGGCCATGGAGGACTTCACAGGAGGGGTGGCAGAGTTTTTTGAGATCAGGGA
TGCTCCTAGTGACATGTACAAGATCATGAAGAAAGCCATCGAGAGAGGCTCCCTCATGGGCTGCTCC
ATTGATGATGGCACGAACATGACCTATGGAACCTCTCCTTCTGGTCTGAACATGGGGGAGTTGATT
GCACGGATGGTGAGGAATATGGATAACTCACTGCTCCAGGACTCAGACCTCGACCCCAGAGGCTCA
GATGAAAGACCGACCCGGACAATCATTCCGGTTCAGTATGAGACAAGAATGGCCTGCGGGCTGGTC
AGAGGTCACGCCTACTCTGTCACTGGGCTGGATGAGGICCCGTTCAAAGGTGAGAAAGTGAAGCT
GGTGCGGCTGCGGAATCCCTGGGGCCAGGTGGAGTGGAACGGTTCTTGGAGTGATAGATGGAAG
GACTGGAGCTTTGTGGACAAAGATGAGAAGGCCCGTCTGCAGCACCAGGTCACTGAGGATGGAGA
GTTCTGGATGTCCTATGAGGATTTCATCTACCATTTCACAAAGTTGGAGATCTGCAACCTCACTGCC
GATGCTCTGCAGTCTGACAAGCTTCAGACCTGGACAGTGTCTGTGAACGAGGGCCGCTGGGTGCG
GGGTTGCTCTGCCGGAGGCTGCCGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGACCAACCCTCAGTACCGTCTG
AAGCTOETEEAGGAGGACGATGACCCTGATGACAGCGAGGTGATTTGCAGCTTCCTGGTGGCCCTG
ATGCAGAAGAACCGGCGGAAGGACCGGAAGCTGGGGGCCAGTCTCTTCACCATTGGCTTCGCCATC
TACGAGGTTCCCAAAGAGATGCACGGGAACAAGCAGCACCTGCAGAAGGACTTCTTCCTGTACAAC
GCCTCCAAGGCCAGGAGCAAAACCTACATCAACATGCGGGAGGTGTCCCAGCGCTTCCGCCTGCCTC
CCAGCGAGTACGTCATCGTGCCCTCCACCTACGAGCCCCACCAGGAGGGGGAATTCATCCTCCGGGT
CTTCTCTGAAAAGAGGAACCTCTCTGAGGAAGTTGAAAATACCATCTCCGTGGATCGGCCAGTGAAA
AAGAAAAAAACCAAGEECATCATCTTCGTTAGCGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGTGTG
GACCAGGAGTCAGAGGAGGGCAAAGGCAAAACAAGCCCTGATAAGCAAAAGCAGTCCCCACAGEC
ACAGCCTGGCAGCTCTGATCAGGAAAGTGAGGAACAGCAACAATTCCGGAACATTTTCAAGCAGAT
CGCAGGAGATGACATGGAGATCTGTGCAGATGAGCTCAAGAAGGTCCTTAACACAGTCGTGAACAA
ACACAAGGACCTGAAGACACACGGGTTCACACTGGAGTCCTGCAGAAGCATGATTGCCCTCATGGA
TACAGATGGCTCTGGAAAGCTCAACCTGCAGGAGTTCCACCACCTCTGGAACAAGATTAAGGCCTG
GCAGAAAATTTTCAAACACTATGACACAGACCAGTCCGGCACCATCAACAGCTACGAGATGCGAAAT
GCAGTCAACGACGCAGGATTCCACCTCAACAACCAGCTCTATGACATCATTACCATGCGGTACGCAG
ACAAACACATGAACATCGACTTTGACAGTTTCATCTGCTGCTTCGTTAGGCTGGAGGGCATGTTCAG
AGCTTTTCATGCATTTGACAAGGATGGAGATGGTATCATCAAGCTCAACGTTCTGGAGIGGCTGCA
GCTCACCATGTATGCCTGA

TRADUCTION DU PTM2-CAPN3

MPTVISASVA PRTAAEPRSP GPVPHPAQSK ATEAGGGNPS GIYSAIISRN
FPIIGVKEKT FEQLHKKCLE KKVLYVDPEF PPDETSLEFYS QKFPIQFVWK
RPPEICENPR FIIDGANRTD ICQGELGDCW FLAAIACLTL NQHLLFRVIP
HDQSFIENYA GIFHFQFWRY GEWVDVVIDD CLPTYNNQLV FTKSNHRNEF
WSALLEKAYA KLHGSYEALK GGNTTEAMED FTGGVAEFFE IRDAPSDMYK
IMKKAIERGS LMGCSIDDGT NMTYGTSPSG LNMGELIARM VRNMDNSLLQ
DSDLDPRGSD ERPTRTIIPV QYETRMACGL VRGHAYSVTG LDEVPFKGEK
VKLVRLRNPW GQVEWNGSWS DRWKDWSFVD KDEKARLQHQ VTEDGEFWMS
YEDFIYHFTK LEICNLTADA LQSDKLQTWT VSVNEGRWVR GCSAGGCRNF
PDTFWTNPQY RLKLLEEDDD PDDSEVICSF LVALMQKNRR KDRKLGASLEF
TIGFAIYEVP KEMHGNKQHL QKDFFLYNAS KARSKTYINM REVSQRFRLP
PSEYVIVPST YEPHQEGEFI LRVFSEKRNL SEEVENTISV DRPVKKKKTK
PIIFVSDRAN SNKELGVDQE SEEGKGKTSP DKQKQSPQPQ PGSSDQESEE
QQOQFRNIFKQ IAGDDMEICA DELKKVLNTV VNKHKDLKTH GFTLESCRSM
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IALMDTDGSG KLNLQEFHHL WNKIKAWQKI FKHYDTDQSG TINSYEMRNA
VNDAGFHLNN QLYDIITMRY ADKHMNIDEFD SFICCEFVRLE GMFRAFHAFD
KDGDGIIKLN VLEWLQLTMY A*

RESULTATS ALIGNEMENT CALPAiNE-3 vS. PTM2-CALPAINE 3

Range 1: 1 to 822 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
1727 bits(4472) 0.0 Compositional matrix adjust. 822/822(100%) 822/822(100%) 0/822(0%)

Query 1 MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPYPHPADSKATEAGGGNPSGIYSATISRNFPIIGVKERT 68
MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPYPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSATISRNFPIIGVEERT
Shjct 1 MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPYPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSATISRNFPIIGVKERT 68

Query 61  FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFWWKRPPEICENPRFIIDGANRTD 120
. FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFVWKRPPEICENPRF IIDGANRTD
Sbjct 61  FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFVWERPPEICENPRFIIDGANRTD 128

Query 121 ICOGELGDCWFLAAIACLTLNQHLLFRVIPHDQSFIENYAGIFHFQFWRYGEWVDVWIDD 18@
TCOGELGDCWFLAATACLTLNQHLLFRVIPHDQSF IENYAGI FHF QFWRYGEWVDVVIDD
Shjct 121 ICQGELGDCWFLAATACLTLNQHLLFRVIPHDQSFIENYAGIFHFQFWRYGEWVDVWIDD 188

Query 181 CLPTYMNQLVFTKSNHRNEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE 248
CLPTYNNQLVFTESNHRMEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE
Sbjct 181 CLPTYNNQLVFTKSMHRMEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE 248

Query 241 IRDAPSDMYKIMKKAIERGSLMGCSIDDGTNMTYGTSPSGLMMGELIARMVRNMDNSLLY 38@
IRDARSDMYKIMEKAIERGSLMGCSIDDGTNMTYGTSPSGLMMGELIARMYVRNMDNSLLO
Sbjct 241 IRDAPSDMYKIMKKALERGSLMGCSIDDGTHMTYGTSPSGLMMGELTARMVRNMDNSLLO 388

Query 381 DSDLDPRGSDERPTRTIIPVQYETRMACGLVRGHAYSVTGLDEVPFKGEKVELVRLRNPW 36@
DSDLDPRGSDERPTRTIIPVOYETRMACGLVRGHAYSVTGLDEVPFKGEKVELYRLRNPH
Sbjct 381 DSDLDPRGSDERPTRTIIPVOYETRMACGLVRGHAYSVTGLDEVPFKGEKVELVRLRNPW 360

Query 361 GQVEWNGSWSDRWKDWSFVDEDEKARLOHQVTEDGEFWMSYEDFIVHFTKLEICNLTADA 428
. GOVEWNGSWSDRIWKDWSFVDEDEKARLOHQVTEDGEFWMSYEDFIYHFTKLEICNLTADA
Sbjct 361 GQVEWNGSWSDRWKDWSFVDKDEKARLQHQVWTEDGEFWMSYEDFIYHFTKLEICHLTADA 428

Query 421 LQSDKLQTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPOTFWTNPOYRLKLLEEDDDPDDSEVICSFE  48@
LQSDKLQTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPDT FUTNPQYRLKLL EEDDDPDDSEVICSF
Shjct 421  LQSDKLQTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPOTFWTNPQYRLKLLEEDDDPDDSEVICSE 488

Query 481 LVALMQKNRRKDRKLGASLFTIGFAIVEWPKEMHGNKQHLOKDFFLYNASKARSKTYINY 548
LVALMOKNRRKDRK LGASLFTIGFATYEVPKEMHGNKQHLQKDFF LYNASKARSKTY INM
Sbict 481 LVALMQKNRRKDRKLGASLFTIGFAIYEVPKEMHGNKQHLOKDFFLYNASKARSKTYINM 540

Query 541 REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVEKKKTK 8@
REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVORPYEKKKTK
Skjct 541 REVSOQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVEKKKTE 608

Query 681 PIIFVSDRANSNKELGYDQESEEGKGKTSPDKQKQSPQPQPGSSDOESEEQQQFRNIFKG) 668
PITFVSDRANSNEE LGYDOESEEGKGKTSPDKQRQSPOPOPGSSDQESEEQQOFRNIFKG
Sbjct 681 PIIFVSDRANSMKELGVDQESEEGKGKTSPDKQKQSPQPQPGSSDQESEEQQQFRNIFKQ 668

Query 661 IAGDDMEICADELKKVLNTWWNKHKDLKTHGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLNLQEFHHL 72@
IAGDDMEICADELKEVLNTVVNKHKDLKTHGF TLESCRSMIALMDTDGSGK LNLQEFHHL
Sbjct 661 IAGDDMELCADELKKVLNTVVNEHKDLKTHGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLNLQEFHHL 72@

Query 721 WNKIKAWQKIFKHYDTDQSGTINSYEMRNAVNDAGFHLNNQLYDIITMRYADKHMNIDFD 78@
WHEKTKAWQK TFKHYDTDQSGTINSYEMRNAVNDAGFHLNNGLYDT ITMRYADKHMNIDFD
Sbjct 721  WNKIKAWQKIFKHYDTDQSGTINSYEMRHMAVNDAGFHLNNQLYDIITMRYADKHVNIDFD 788

Query 781 SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLNVLEWLQLTMYA* 822
. SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLNVLEWLQLTMYA®
sbjct 781 SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLMVLEWLQLTMYA® 822



PTM3-CAPN3
SEQUENCE CODANTE COMPLETE ATTENDUE ISSUE DU TRANS-SPLICING PTM3-CAPN3

ATECCGACCGTCATTAGCGCATCTGTGGCTCCAAGGACAGCGGCTGAGCCCCGGTCCCCAGG
GCCAGTTCCTCACCCGGCCCAGAGCAAGGCCACTGAGGCTGGGGGTGGAAACCCAAGTGGCATCTA
TTCAGCCATCATCAGCCGCAATTTTCCTATTATCGGAGTGAAAGAGAAGACATTCGAGCAACTTCAC
AAGAAATGTCTAGAAAAGAAAGTTCTTTATGTGGACCCTGAGTTCCCACCGGATGAGACCTCTCTCT
TTTATAGCCAGAAGTTCCCCATCCAGTTCGTCTGGAAGAGACCTCCGGAAATTTGCGAGAATCCCCG
ATTTATCATTGATGGAGCCAACAGAACTGACATCTGTCAAGGAGAGCTAGGGGACTGCTGGTTTCT
CGCAGCCATTGCCTGCCTGACCCTGAACCAGCACCTTCTTTTCCGAGTCATACCCCATGATCAAAGTT
TCATCGAAAACTACGCAGGGATCTTCCACTTCCAGTICTGGCGCTATGGAGAGTGGGTGGACGTGG
TTATAGATGACTGCCTGCCAACGTACAACAATCAACTGGTTTTCACCAAGTCCAACCACCGCAATGAG
TTCTGGAGTGCTCTGCTGGAGAAGGCTTATGCTAAGCTCCATGGTTCCTACGAAGCTCTGAAAGGT
GGGAACACCACAGAGGCCATGGAGGACTTCACAGGAGGGGTGGCAGAGTTTTTTGAGATCAGGGA
TGCTCCTAGTGACATGTACAAGATCATGAAGAAAGCCATCGAGAGAGGCTCCCTCATGGGCTGCTCC
ATTGATGATGGCACGAACATGACCTATGGAACCTCTCCTTCTGGTCTGAACATGGGGGAGTTGATT
GCACGGATGGTGAGGAATATGGATAACTCACTGCTCCAGGACTCAGACCTCGACCCCAGAGGCTCA
GATGAAAGACCGACCCGGACAATCATTCCGGTTCAGTATGAGACAAGAATGGCCTGCGGGCTGGTC
AGAGGTCACGCCTACTCTGTCACTGGGCTGGATGAGGICCCGTTCAAAGGTGAGAAAGTGAAGCT
GGTGCGGCTGCGGAATCCCTGGGGCCAGGTGGAGTGGAACGGTTCTTGGAGTGATAGATGGAAG
GACTGGAGCTTTGTGGACAAAGATGAGAAGGCCCGTCTGCAGCACCAGGTCACTGAGGATGGAGA
GTTCTGGATGTCCTATGAGGATTTCATCTACCATTTCACAAAGTTGGAGATCTGCAACCTCACTGCC
GATGCTCTGCAGTCTGACAAGCTTCAGACCTGGACAGTGTCTGTGAACGAGGGCCGCTGGGTGCG
GGGTTGCTCTGCCGGAGGCTGCCGCAACTTCCCAGATACTTTCTGGACCAACCCTCAGTACCGTCTG
AAGCTOETEEAGGAGGACGATGACCCTGATGACAGCGAGGTGATTTGCAGCTTCCTGGTGGCCCTG
ATGCAGAAGAACCGGCGGAAGGACCGGAAGCTGGGGGCCAGTCTCTTCACCATTGGCTTCGCCATC
TACGAGGTTCCCAAAGAGATGCACGGGAACAAGCAGCACCTGCAGAAGGACTTCTTCCTGTACAAC
GCCTCCAAGGCCAGGAGCAAAACCTACATCAACATGCGGGAGGTGTCCCAGCGCTTCCGCCTGCCTC
CCAGCGAGTACGTCATCGTGCCCTCCACCTACGAGCCCCACCAGGAGGGGGAATTCATCCTCCGGGT
CTTCTCTGAAAAGAGGAACCTCTCTGAGGAAGTTGAAAATACCATCTCCGTGGATCGGCCAGTGAAA
AAGAAAAAAACCAAGEECATCATCTTCGTTAGCGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGTGTG
GACCAGGAGTCAGAGGAGGGCAAAGGCAAAACAAGCCCTGATAAGCAAAAGCAGTCCCCACAGEC
ACAGCCTGGCAGCTCTGATCAGGAAAGTGAGGAACAGCAACAATTCCGGAACATTTTCAAGCAGAT
CGCAGGAGATGACATGGAGATCTGTGCAGATGAGCTCAAGAAGGTCCTTAACACAGTCGTGAACAA
ACACAAGGACCTGAAGACACACGGGTTCACACTGGAGTCCTGCAGAAGCATGATTGCCCTCATGGA
TACAGATGGCTCTGGAAAGCTCAACCTGCAGGAGTTCCACCACCTCTGGAACAAGATTAAGGCCTG
GCAGAAAATTTTCAAACACTATGACACAGACCAGTCCGGCACCATCAACAGCTACGAGATGCGAAAT
GCAGTCAACGACGCAGGATTCCACCTCAACAACCAGCTCTATGACATCATTACCATGCGGTACGCAG
ACAAACACATGAACATCGACTTTGACAGTTTCATCTGCTGCTTCGTTAGGCTGGAGGGCATGTTCAG
AGCTTTTCATGCATTTGACAAGGATGGAGATGGTATCATCAAGCTCAACGTTCTGGAGIGGCTGCA
GCTCACCATGTATGCCTGA

TRADUCTION DU PTM3-CAPN3

MPTVISASVA PRTAAEPRSP GPVPHPAQSK ATEAGGGNPS GIYSAIISRN
FPIIGVKEKT FEQLHKKCLE KKVLYVDPEF PPDETSLEFYS QKFPIQFVWK
RPPEICENPR FIIDGANRTD ICQGELGDCW FLAAIACLTL NQHLLFRVIP
HDQSFIENYA GIFHFQFWRY GEWVDVVIDD CLPTYNNQLV FTKSNHRNEF
WSALLEKAYA KLHGSYEALK GGNTTEAMED FTGGVAEFFE IRDAPSDMYK
IMKKAIERGS LMGCSIDDGT NMTYGTSPSG LNMGELIARM VRNMDNSLLQ
DSDLDPRGSD ERPTRTIIPV QYETRMACGL VRGHAYSVTG LDEVPFKGEK
VKLVRLRNPW GQVEWNGSWS DRWKDWSFVD KDEKARLQHQ VTEDGEFWMS
YEDFIYHFTK LEICNLTADA LQSDKLQTWT VSVNEGRWVR GCSAGGCRNEF
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PDTFWTNPQY RLKLLEEDDD PDDSEVICSF LVALMQKNRR KDRKLGASLF
TIGFAIYEVP KEMHGNKQHL QKDFFLYNAS KARSKTYINM REVSQRFRLP
PSEYVIVPST YEPHQEGEFI LRVFSEKRNL SEEVENTISV DRPVKKKKTK
PIIFVSDRAN SNKELGVDQE SEEGKGKTSP DKQKQSPQPQ PGSSDQESEE
QQQFRNIFKQ IAGDDMEICA DELKKVLNTV VNKHKDLKTH GFTLESCRSM
IALMDTDGSG KLNLQEFHHL WNKIKAWQKI FKHYDTDQSG TINSYEMRNA
VNDAGFHLNN QLYDIITMRY ADKHMNIDEFD SFICCEVRLE GMFRAFHAFD
KDGDGIIKLN VLEWLQLTMY A%*

RESULTATS ALIGNEMENT CALPAINE-3 VS. CALPAINE-3-PTM3

Range 1: 1 to 822 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
1727 bits(4472) 0.0 Compositional matrix adjust. 822/822(100%) 822/822(100%) 0/822(0%)

Query 1 MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPVYPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSAIISRNFPIIGVEEKT 68
MPTWISASVAPRTAAEPRSPGPYPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSATISRNFPIIGVKERT
Sbjct 1 MPTVISASVAPRTAAEPRSPGPVYPHPAQSKATEAGGGNPSGIYSAIISRNFPIIGVKEKT 68

Query 61 FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFVWKRPPEICENPRFIIDGANRTD 128
FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFVWKRPPETCENPRFIIDGANRTD
Sbjct 61 FEQLHKKCLEKKVLYVDPEFPPDETSLFYSQKFPIQFVWKRPPEICENPRFIIDGANRTD 128

Query 121 ICQGELGDCWFLAAIACLTLNQHLLFRVIPHDQSFIENYAGIFHFQFWRYGEWVDVVIDD 18@
ICQGELGDCWFLAATACLTLNQHL LFRVIPHDQSFIENYAGI FHFQFWRYGEWVDVWIDD
Sbjct 121 ICQGELGDCWFLAATACLTLNQHLLFRVIPHDQSFIEMYAGIFHFQFWRYGEWVDVVIDD 180

Query 181 CLPTYNNQLVFTESNHRMEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE 242
CLPTYNNQLVFTKSNHRNEFWSAL LEKAYAKLHGSYEALKGGNT TEAMEDFTGGVAEFFE
Sbjct 181 CLPTYNNQLVFTKSMHRMEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVAEFFE 248

Query 241 IRDAPSDMYKIMKKAIERGSLMGCSIDDGTHMTYGTSPSGLNMGELIARMVRNMDNSLLG 8@
IRDAPSDMYKIMKKAIERGSLMGCSIDDGTHMTYGTSPSGLNMGE LIARMYVRMMDNSLLQ
Sbjct 241 IRDAPSDMYKIMKKAIERGSLMGCSIDDGTHMTYGTSPSGLMMGELIARMVRNMDNSLLY 308

Query 381 DSDLDPRGSDERPTRTIIPVQYETRMACGLVRGHAYSVTGLDEVPFEKGEKWVKLVRLRNPW 6@
DSDLDPRGSDERPTRTIIPVOYETRMACGLVRGHAYSVTGLDEVPFKGEKVKLVRLRNPY
Sbjct 381 DSDLDPRGSDERPTRTIIPVQYETRMACGLVRGHAYSWTGLDEVPFKGEKVKLVRLRNPY 368

Query 361 GQVEWNGSWSDRWKDWSFVDKDEKARLOHQWTEDGEFWMSYEDFIYHFTKLEICNLTADA 428
GQVEWNGSWSDRIWKDWSFVDK DEKARLOHQWTEDGEFIWMSYEDF IYHF TKLEICNLTADA
Sbjct 361 GQVEWNGSWSDRWKDWSFVDKDEKARLQHQVTEDGEFWMSYEDFIYHFTKLEICNLTADA 428

Query 421 LQSDELOTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPDTFWTNPQYRLKLLEEDDDPDDSEVICSFE  48@
LOSDELOTWTWVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPOTFWTNPQYR LKL L EEDDDPDDSEVICSF
Sbjct 421 LQSDELOQTWTVSVNEGRWVRGCSAGGCRNFPDTFWTNPQYRLKLLEEDDDPDDSEVICSF 480

Query 481 LVALMOKNRRKDRKLGASLFTIGFAIYEVPKEMHGNKQHLQKDFFLYNASKARSKTYINM 548
LVALMOKNRREDRKLGASLFTIGFATYEVPKEMHGNKQHLOKDFF LYNASKARSKTY THM
Sbjct 481 LVALMOKNRREDRKLGASLFTIGFATYEVPKEMHGNKQHLOKDFFLYNASKARSKTYINM 548

Query 541 REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRHMLSEEVENTISVDRPVKKKKTK 68@
REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVKKKKTK
Sbjct 541 REVSQRFRLPPSEYVIVPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVKKKKTK 60@

Query 681 PIIFVSDRAMSHKELGVDQESEEGKGKTSPDKQKQSPQPQPGSSDQESEEQQQFRNIFKG 66@
PITIFVSDRANSHEELGVDQES EEGKGKTSPDKQRQSPOPOPGSSDQESEEQOOFRNIFKG
Sbjct 681 PIIFVSDRANSHKELGVDOQESEEGKGKTSPOKQKQSPOPQPGSSDQESEEQQOFRNIFKQ 668

Query 661 IAGDDMEICADELKKVLNTVVNKHKDLKTHGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLMNLQEFHHL 72@
. IAGDDMEICADELKKVLNTVVYNKHKDLK THGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLNLQEFHHL
Sbjct 661 IAGDDMEICADELKKVLNTVVNKHKDLKTHGFTLESCRSMIALMDTDGSGKLMLQEFHHL 728

Query 721 WNKIKAWQKIFKHYDTDQSGTINSYEMRMAVNDAGFHLNNQLYDIITMRYADKHMNIDFD 78@
WHE TKAWQK IFKHYDTDOSGT INSYEMRHNAVHNDAGFHLNNGLYDI ITMRYADKHMNIDFD
Sbjct 721 WNKIKAWQKIFKHYDTDQSGT INSYEMRMAVNDAGFHLNNQLYDIITMRYADKHMNIDFD 780

Query 781 SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLMWVLEWLQLTMYA* 822
SFICCFVRLEGMFRAFHAF DK DGDGIIKLNVLEWLQLTMYA*
Sbjct 781 SFICCFVRLEGMFRAFHAFDKDGDGIIKLNVLEWLQLTMYA®* 822



ANNEXE 11

Mon CV présentant mon parcours professionnel et mon cursus universitaire.

CURSUS UNIVERSITAIRE

Depuis octobre 2015 (soutenance prévue le 01/10/2018)

2

< DOCTORANTE EN THESE SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE, PATHOLOGIE HUMAINE SPE. GENETIQUE
HUMAINE

AIX MARSEILLE UNIVERSITE, MARSEILLE (FRANCE), FINANCEMENT MESR 2015 - 2018

. <« DYSTROPHIE MUSCULAIRE DES CEINTURES DE TYPE 2A : ETUDE DE PHENOMENES INFLAMMATOIRES ET DEVELOPPEMENT

D’OUTILS EN THERAPIE GENIQUE» sous la direction du Dr BARTOLI Marc, DR2, CNRS

2014

2

%  MASTER 2 PROFESSIONNEL COORDONNATEUR D’ETUDES DANS LE DOMAINE DE LA SANTE — RECUE AVEC
MENTION « TRES BIEN - MAJOR DE PROMO »

UNIVERSITE VERSAILLES SAINT-QUENTIN-EN-YVELINES, VERSAILLES (FRANCE)

o ENSEIGNEMENTS RECUS (15 SEMAINES) :

o Notions en médecine générale ;

o Réglementation en recherche clinique (BPC, ICH, législation francaise et européenne,
assurance qualité) ;

o Méthodologie et gestion des essais cliniques interventionnels/non interventionnels ;

o Management entrepreneurial et gestion d’entreprise, Innovation et gestion de la
propriété intellectuelle ;

o Economie de la santé, Bioéthique, Epidémiologie

o  Anglais professionnel

e TITRE DU PROJET TUTORE (rédaction d’un protocole complet d’essai clinique avec recherche bibliographique,
Jjustification scientifique, déroulement de [’essai, etc.) : « EVALUATION DU BENEFICE CLINIQUE DE LA

STIMULATION PHRENIQUE INTRADIAPHRAGMATIQUE CHEZ DES PATIENTS ATTEINTS DE MALADIE DE STEINERT ».

o TITRE DU RAPPORT D’APPRENTISSAGE (CENTRE ANTOINE LACASSAGNE - ALTERNANCE DE 13 MOIS) : « RAPPORT
D’APPRENTISSAGE DU METIER D’ATTACHEE DE RECHERCHE CLINIQUE AU SEIN DU CENTRE ANTOINE LACASSAGNE »

2013
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¢ MASTER 1 DE RECHERCHE EN SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE SPECIALITES GENETIQUE, IMMUNOLOGIE
ET DEVELOPPEMENT ANIMAL — RECUE AVEC MENTION « BIEN »

UNIVERSITE DE NICE-SOPHIA ANTIPOLIS, NICE (FRANCE)

. ENSEIGNEMENTS REGUS :

Biologie cellulaire

Immunologie fondamentale

Génétique moléculaire

Génétiques des grandes pathologies

Technologies omiques

Biologie cellulaire et génétique du développement animal
Anglais scientifique

O OO0 00 0 O0

e TITRE DU RAPPORT DE STAGE DE RECHERCHE (UMR E4320 ‘UNIVERSITE DE NICE, CEA’ - 5 MOIS) : « SELECTION PAR
IMAGERIE ET CARACTERISATION DE VECTEURS DE TRANSFERT DE GENE NON-VIRAUX> (COSIGNATAIRE DE RICHARD-

FIARDO ET AL., BIOMATERIALS, VOLUME 45, MARS 2015).

2007

% LICENCE PROFESSIONNELLE BIOTECHNOLOGIES SPECIALITES GENIE GENETIQUE, MICROSCOPIE ET QUALITE
—REGUE AVEC MENTION « TRES BIEN »

UNIVERSITE DE NICE-SOPHIA ANTIPOLIS, NICE (FRANCE)

e ENSEIGNEMENTS RECUS :

o Génétique cellulaire et moléculaire
Biotechnologies
Histologie et microscopie
Assurance qualité
Statistiques
Anglais scientifique

O O O 0 O

. TITRE DU RAPPORT DE STAGE (CABINET D’ ANATOMIE ET DE CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES HUMAINE ; 7 MOIS) : <« EVALUATION
DE L’UTILISATION DE SUBSTITUTS DU FORMOL EN ANATOMIE PATHOLOGIQUE (HISTOLOGIE ET
IMMUNOHISTOCHIMIE) »




2006

¢ BREVET DE TECHNICIEN SUPERIEUR BIOANALYSES ET CONTROLE — « MENTION BIEN »

LYCEE A. DE TOCQUEVILLE, GRASSE (FRANCE)

e ENSEIGNEMENTS RECUS :
o Génétique cellulaire et moléculaire
Biochimie
Chimie
Biotechnologies
Microbiologie
Assurance qualité
Anglais scientifique
Statistiques et mathématiques générales

O O O 0O OO0 o0

. TITRE DU RAPPORT DE STAGE (LABORATOIRE DE RECHERCHE DE L’UNIVERSITE DE NICE) : « CARACTERISATION DE CELLULES
EPITHELIALES DE REIN CODANT POUR LA PROTEINE DE FUSION ODD-GFP »

2003

¢ BACCALAUREAT SERIE SCIENTIFIQUE OPTION PHYSIQUE - CHIMIE

LYCEE AMIRAL DE GRASSE, GRASSE (FRANCE)

EXPERIENCES PROFESSIONNELLES

Depuis octobre 2015 (fin 30/09/2018)

2

% CHERCHEUR JUNIOR (CONTRAT DOCTORAL)

U1251 MARSEILLE MEDICAL GENETICS, INSERM AMU, MARSEILLE

= Assurer la gestion et le suivi de projets de recherche ;

= Analyser, exploiter et présenter des résultats de travaux de recherche ;
= Elaborer et/ou améliorer des protocoles pour les travaux de recherche ;
= Mettre en place et gérer une base documentaire (protocoles) ;

= Réaliser des techniques en laboratoire nécessaires aux travaux.

= Stage de recherche de 3 semaines en avril 2017 au Tokyo Metroplitan Institute of Medical Sciences

(Tokyo, Japon)
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01/09/2013 - 30/09/2014

ATTACHEE DE RECHERCHE CLINIQUE (CONTRAT DE PROFESSIONNALISATION)

CENTRE DE LUTTE CONTRE LE CANCER ANTOINE LACASSAGNE, NICE (FRANCE)

= Assurer la gestion et le suivi des essais cliniques mis en place dans le centre ;

= Assurer le suivi des dossiers des patients participant aux essais cliniques ;

= Elaborer les documents spécifiques pour U’inclusion et le suivi des patients participants aux essais
cliniques ;

= Effectuer la visite de mise en place ;

= Effectuer les visites de monitoring ;

= Effectuer la visite de cléture ;

= Travailler sur les procédures réglementaires : dossiers ANSM et CPP ;

= Remplissage des cahiers d’observation ;

= Résolution des queries.

01/05/2008 - 30/05/2012

TECHNICIENNE RESPONSABLE D’ETUDES TOXICOLOGIQUES ANIMALES

BAYER CROPSCIENCE, SOPHIA ANTIPOLIS (FRANCE)

= Mettre en place et gérer différentes études en toxicologie expérimentale : études immunotoxicologiques
(15 études/an), 90-jours rats/souris (3 a 4 études/an), cancérogenése (18 a 24 mois) rat/souris (2
études/an), Local Lymph Node Assay (2 études/an), 28-jours rat/souris (5 études/an).

= Controler les données et le déroulement des études selon les BPL.

= Préparer et réaliser ’archivage des études terminées.

= Réaliser les différentes techniques en expérimentation animale (examen clinique, gavage, autopsie,

prise de sang, etc. chez le rat, la souris, le lapin).




07/01/2007 - 04/30/2008

TECHNICIENNE EN HISTOPATHOLOGIE HUMAINE

CABINET D’ ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES HUMAINE DU DR SIMBSLER, Nice (FRANCE)

= Préparer les échantillons biologiques et pieces opératoires pour le diagnostic : macroscopie, fixation et
inclusion, coupe au microtome, montage sur lames et coloration ;

= Réaliser les techniques d’immunohistochimie ;

= Gérer les stocks, les commandes et les déchets ;

= Participer a la mise en place de la norme ISO 9001 au sein du cabinet.

AUTRES COMPETENCES

Qualification niveau Concepteur de Projets modéle rongeur (Niveau 1).

Techniques en expérimentation animale : contention, prélévements at administrations, autopsie (rongeur
et lapin) ;

Techniques en microbiologie : ensemencement, identification de germes ;

Culture cellulaire ;

Biologie moléculaire : ELISA, Western Blot, électrophorése sur gel d’agarose, SDS-Page,
Immunofluorescence ;

Histologie, immunohistochimie et immunocytochimie ;

Notions en imagerie du petit animal : IRM et pet-scan ;

Notions en tant qu’utilisatrice de FACS ;

Anglais professionnel : niveau intermédiaire ;

Bureautique : niveau intermédiaire sur Word, Excel, Power Point ; notions sur MS Project ; notions sur
FlowJo (cytométrie en flux).

Utilisatrice de MacOs et Windows.

ACTIVITES EXTRA PROFESSIONNELLES

Participante a l’opération « 1000 Chercheurs dans les écoles », novembre 2015, AFM-Téléthon et au
« Recherch’Thon » les 3 et 4 décembre 2015.

Déléguée de classe de la promotion 2013/2014 du M2P CEDS : intermédiaire entre I’équipe pédagogique et
les étudiants, vérification et aide a la coordination de ’emploi du temps, aide a la gestion des problémes.
Loisirs : lecture (thriller psychologique, romans policiers), randonnée, voyages (Japon, Rome, Prague,

Berlin, Londres, Genéve, Paris, Montréal), dessin.
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PUBLICATION

“Evaluation of tetrafunctional block copolymers as synthetic vectors for lung gene transfer”, Peggy
Richard - Fiardo, Catherine Hervouet, Robert Marsault, Philippe R. Franken, Béatrice Cambien, Julien
Guglielmi, Julie Warnez-Soulie, Jacques Darcourt, Thierry Pourcher, Thibault Colombani, Thomas
Haudebourg, Pauline Peuziat, Bruno Pitard, Georges Vassaux ; Biomaterials volume 45, March 2015, Pages
10 - 17.




PUBLICATIONS
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Dans le cadre de mes projets de these principaux et en particulier pour la partie exploration IRM des soutis
déficientes en calpaine-3 j’ai été treés souvent en contact avec 'équipe de Benoit GIANNESINI au CRMBM. Benoit
conduisait en parallele un projet concernant impact d’un déficit de la protéine TP53INP1 sur le stress oxydatif
musculaire lors d’un exercice physique chez des souris modele. Il m’a proposée de participer a ces travaux étant donné
mes connaissances sur le muscle ainsi que mon expérience a gérer et mener des études précliniques et une certaine
expertise technique en biologie moléculaire. Au tout départ, il s’agissait de réaliser des expériences complémentaires
mais cette collaboration a pris un jour nouveau en fonction de nos discussions et des modifications que mes résultats
ont apportées. Finalement, ce projet a pris une place plus importante que prévue et je me suis consacrée aux
nombreuses études biomoléculaires et aux manipulations 7 vive nécessaires pour mener a bien ce projet commun. Je

présente ici I'article soumis au journal AJP-Endocrinology and Metabolism (E-00248-2018).

Le déficit en (TP53INP1) Tumor protein 53-induced nuclear protein 1 est connu depuis quelques années pour
étre a Porigine de I'obésité et la résistance a l'insuline associées a un stress oxydatif. Le role primordial des muscles
squelettiques dans le développement du syndrome métabolique est également connu depuis des années. Cependant, il
n’avait jamais été recherché les informations de bioénergétique de méme que les conséquences fonctionnelles de la

déficience en TP53INP1 sur ce tissu. Répondre a ces questions est a 'origine du travail présenté ici.
Brievement, les résultats que nous avons obtenus dans cette étude montrent :

Chez la souris déficiente en TP53INP1 nous avons observé une augmentation visible de I'accumulation de
graisse corporelle et du tissus adipeux (nombre d’adipocytes). Cette augmentation n’est cependant pas corrélée avec
une exacerbation du stress oxydatif cytosolique, ni de la teneur en lipides, ni du pool mitochondrial et enfin ne modifie

pas la capacité (force) des cellules musculaites.

Pour essayer de pousser ce modele, nous avons fait réaliser aux souris des exercices assez intenses. Le muscle
étudié est le muscle gastrocnémien : dans ces muscles durant I'exercice, le déficit en TP53INP1 réduit la capacité de
synthése oxydative de I'ATP et I'efflux protonique sans altérer la résistance a la fatigue, et paradoxalement augmente la
force contractile. I’ensemble de ces résultats nous indiquent que le muscle squelettique n'est pas impliqué dans le
développement du syndrome métabolique induit par le déficit en TP53INP1, ce qui est particulierement important.
De plus, ces données révélent que TP53INP1 joue un réle clé dans I'équilibre entre la fonction musculaire et le

métabolisme oxydatif.

Finalement ces travaux complémentaires ont permis de répondre a la question sur le t6le de TP53INP1 et de

mieux appréhender le fonctionnement du muscle et des outils développés pour son étude.



Tumor protein 53-induced nuclear protein 1 deficiency reduces oxidative
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Key points summary

Tumor protein 53-induced nuclear protein 1 (TP53INP1) deficiency favors oxidative stress-

associated obesity and insulin resistance.

Despite skeletal muscle has a predominant role in metabolic syndrome development, the
bioenergetics and functional consequences of TP53INP1 deficiency upon this tissue

remain undocumented.

We report in mice that TP53INP1 deficiency increases whole-body fat accumulation and
adiposity, but does not affect cytosolic oxidative stress, lipid content and mitochondrial pool

and capacity in myocyte.

In exercising gastrocnemius muscle in vivo, TP53INP1 deficiency reduces the oxidative
ATP synthesis capacity and the proton efflux without altering the fatigue resistance, and

paradoxically increases the contractile force.

Beyond the demonstration that skeletal muscle is not involved in the development of
metabolic syndrome induced by TP53INP1 deficiency, these data reveal that TP53INP1

plays a key role in the balance among muscle function and oxidative metabolism.
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Abstract

Tumor protein 53-induced nuclear protein 1 (TP53INP1) deficiency leads to oxidative
stress-associated obesity and insulin resistance. Although the skeletal muscle plays a
predominant role in metabolic syndrome development, the bioenergetics and functional
consequences of TP53INP1 deficiency upon this tissue remain undocumented. To clarify this
issue, gastrocnemius muscle mechanical performance, bioenergetics and anatomy were
investigated under physiological condition in TP53INP1-deficient and wild-type mice using a
multidisciplinary approach implementing noninvasive magnetic resonance (MR) imaging and
dynamic 31-phosphorus MR spectroscopy. TP53INP1 deficiency increased whole-body fat
accumulation (+56%) and adiposity (+49%) but did not affect cytosolic oxidative stress, lipid
content, and mitochondrial pool and capacity in myocyte. TP53INP1 deficiency also did not
disturb basal bioenergetics status but increased (+59%) VDAC1 content, a crucial ADP/ATP
shuttle between mitochondrial matrix and cytosol. In exercising muscle in vivo, the oxidative
ATP synthesis capacity was dramatically reduced (-58%) in TP53INP1-deficient mice despite
the level of ADP (the main in vivo stimulator of mitochondrial respiration) did not differ between
genotypes. Moreover, TP53INP1 deficiency did not alter fatigue resistance but paradoxically
increased the contractile force, without any difference for fiber-type distribution and STIM1
calcium regulation protein content between both groups. In addition, proton efflux from the
muscle was decreased (-67%) in TP53INP1-deficient mice, thereby indicating a reduced blood
supply. In conclusion, TP53INP1 plays a role in muscle function and bioenergetics through
oxidative capacity impairment in exercising muscle possibly as the consequence of abnormal

mitochondrial respiration regulation and/or defective blood supply.



Introduction

Tumor protein 53-induced nuclear protein 1 (TP53INP1) was identified in the late 1990s
independently by three different laboratories (Saadi et al., 2015). The gene encoding TP53INP1 belongs
to a gene family composed of two members, namely Tp53inpl and Tp53inp2 (also known as DOR, for
“diabetes- and obesity-regulated”), which are highly conserved in mammals (Carrier et al., 1999;
Baumgartner et al., 2007). TP53INP1 is considered as a key stress protein with antioxidant-associated
tumor suppressive function (Gommeaux et al., 2007; Cano et al., 2009; N'Guessan et al., 2011). Two
major mechanisms by which TP53INP1 contributes to stress response have been unveiled. First, in the
nucleus, TP53INP1 regulates the transcriptional activity of p53 and p73 by direct interaction, and
mediates the antioxidant activity of p53 (Tomasini et al., 2002; Tomasini et al., 2005; Cano et al., 2009).
Second, independently of p53, TP53INP1 is involved in autophagy and more particularly mitophagy

(Seillier et al., 2012; Seillier et al., 2015).

It has been evidenced in cultured cells and in vivo that TP53INP1 deficiency causes a chronic
cellular oxidative stress characterized by an increase of reactive oxidative species (ROS) level and a
decrease of antioxidant defenses (Gommeaux et al., 2007; N'Guessan et al., 2011). Restoration of
TP53INP1 expression in TP53-deficient cells is able to reduce ROS content toward normal level,
demonstrating the primary role of TP53INP1 in the antioxidant activity of p53 (Cano et al., 2009).
Besides, recent experiments have reported that the chronic oxidative stress observed in the absence of
TP53INP1 results from the accumulation of defective mitochondria in association with impaired
PINK1/PARKIN mitophagy and massive intracellular accretion of lipid droplets (Seillier et al., 2015),
which is in accordance with other studies showing that mitochondrial function is impaired in various
mouse models deficient for enzymes and transcription factors involved in antioxidant defenses (Ho et
al., 2004; Liu et al., 2009). In addition, given that mice lacking TP53INP1 are prone to develop ROS-
driven obesity and insulin resistance, it has been proposed that TP53INP1 protects from metabolic
syndrome through a mechanism involving prevention of oxidative stress through mitochondrial
homeostasis regulation ((Cano et al., 2009; N'Guessan et al., 2011; Seillier et al., 2015). Noteworthy, it
must be kept in mind that skeletal muscle has a predominant role in the development of metabolic
syndrome because it is one of the major organs patrticipating in the assimilation, storage and utilization

of glucose provided by food. Yet, the physiological consequence of TP53INP1 deficiency on this tissue
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has never been addressed. This issue warrants consideration because excessive cytosolic oxidative
stress as well as reduced oxidative capacity are usually associated with impairment of muscle function

(Reid et al., 1994; Supinski et al., 1997; Moopanar & Allen, 2005; Zolfaghari et al., 2015).

The aim of the present study was to investigate the impact of TP53INP1 deficiency
upon skeletal muscle function and bioenergetics under physiological condition. In particular,
we have tested whether lack of TP53INP1 impairs the oxidative capacity and mechanical
performance. For this purpose, we used mutant mice generated in the laboratory in which
TP53INP1 has been genetically inactivated (Gommeaux et al., 2007), that we compared with
their wild-type counterpart. Force-generating capacity, energy metabolism and oxidative ATP
flux were investigated in contracting gastrocnemius muscle during a standardized fatiguing
bout of exercise, using noninvasive magnetic resonance (MR) imaging and 31-phosphorus
(®*P) MR spectroscopy. 3P-MR spectroscopy is a unique and valuable technique for the
dynamic and simultaneous monitoring of the acidosis and the levels of high-energy
phosphorylated compounds involved in muscle bioenergetics, thereby assessing a number of
key variables depicting muscle oxidative capacity, ATP turnover and regulation in intact muscle

(Kemp et al., 1995; Lanza et al., 2011; Prompers et al., 2014; Kemp et al., 2015).

Methods

Ethical Approval

All animal procedures were performed with the approval of the animal experiment
committee of Aix Marseille University and under the supervision of BG (license to perform
experiments #13.164 2008/11/25) in strict accordance with the guidelines of the European
Communities Council Directive 86/609/EEC for Care and Use of Laboratory Animals. The
present work complies with the animal ethical principles of The Journal of Physiology and
Grundy’s (2015) checklist. Every attempt was made to minimize the number and suffering of

animals at all times. Mice were housed as 4-6 per cage in an environmentally controlled facility



(12-12 h light-dark cycle, 22°C) with free access to commercial standard food and water until

the time of the experiments.

Animal model

The generation of TP53INP1-deficient mice (in which the gene Trp53inpl encoding
murine TP53INP1 was inactivated by homologous recombination; named Tp53inpl-in this
work) backcrossed on the C57BL/6 parental genetic background and their genotyping by PCR
were described previously (Gommeaux et al., 2007; N'Guessan et al., 2011). Twenty-one 5-
months-old male Tp53inpl** (n = 10) and Tp53inpl” (n = 11) mice generated from
heterozygous (Tp53inpl*-) pairs (Laboratoire d’Exploration Fonctionnelle de Luminy,

Marseille, France) were used for these experiments.

Study design

Each animal was studied in a noninvasive manner twice over a one-week period. The
first study session was devoted to the dynamic in vivo investigation of gastrocnemius muscle
function and bioenergetics throughout a standardized rest-exercise-recovery protocol
including a fatiguing workout. During the second session, whole-body MR images were
acquired to quantify body and abdominal fat contents. Afterwards, animals were euthanatized
by cervical dislocation following isoflurane anesthesia. Gastrocnemius muscles were quickly
removed, freeze-clamped with nitrogen-chilled metal tongs, and stored at -80°C for in vitro

analytical procedures.

Non-invasive investigation of gastrocnemius muscle function and

bioenergetics

Investigations were conducted using an innovative homebuilt experimental setup that
has been designed to be operational inside the 4.7-Tesla horizontal magnet of a preclinical
47/30 Biospec Avance MR scanner (Bruker, Karlsruhe, Germany) equipped with a 120-mm

BGA12SL (200 mT/m) gradient insert (Giannesini et al., 2010). The setup allows (i) to get
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anatomical information about the hindlimb using MR imaging, (ii) to assess gastrocnemius
muscle mechanical performance with a dedicated ergometer consisting of a foot pedal coupled
to a force transducer, and (iii) to monitor dynamically the levels of high-energy phosphorylated
compounds and acidosis in this muscle using 3P-MR spectroscopy. We have chosen to study
the gastrocnemius muscle, which forms the belly of the calf, because it is clearly distinct from
the other muscles of the leg, easily accessible for MR coils and large enough to give 3'P-MR
spectra in a short time and with a good signal to noise ratio, and preferentially activated using

our experimental methodology.

Animal preparation

Each mouse was initially anesthetized in an induction chamber using an air flow (3
L/min) containing 4% isoflurane. The left hindlimb was shaved before electrode cream was
applied at the knee and heel regions to optimize electrically evoked muscle contractions.
Anesthetized animal was then placed supine in the experimental setup. Corneas were
protected from drying by applying ophthalmic cream, and the animal’s head was placed in a
facemask continuously supplied with 1.75% isoflurane in 33% O, (0.2 L/min) and 66% N»O
(0.4 L/min). The foot was positioned on the pedal of the ergometer and the hindlimb was
centered inside a 20-mm-diameter *H Helmholtz imaging coil while the belly of the
gastrocnemius muscle was located above an elliptic (8 x 12 mm?)3!P-MR spectroscopy surface
coil. The leg was immobilized using piece works fitting animal morphology. Body temperature
was controlled and maintained at a physiological level throughout the experiment using a
feedback loop including an electrical heating blanket, a temperature control unit (ref. 507137,

Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) and a rectal thermometer.

Induction of muscle contraction and contractile force measurement

Muscle contractions were induced by electrostimulation using two transcutaneous
surface electrodes connected to a constant-current stimulator (DS7A, Digitimer,

Herthfordshire, United Kingdom). One electrode was placed at the heel level and the other one



was located just above the knee joint. Electrical signal coming out from the force transducer of
the ergometer was amplified (operational amplifier AD620, Analog Devices, Norwood, MA,
USA; 70-dB gain; 0-5 kHz bandwidth) and converted to a digital signal (PCI-6220, National
Instrument, Austin, TX, USA) that was continuously monitored and recorded on a personal
computer using the WInATS software version 6.5 (Sysma, Aix-en-Provence, France). The
digital signal was converted to force according to a linear calibration curve and expressed in

mN.

Fatiguing exercise protocol

Gastrocnemius muscle function and bioenergetics were evaluated throughout a
fatiguing bout of exercise consisting of 6 minutes of maximal isometric contractions repeated

at a frequency of 1.7 Hz in order to produce marked mechanical and metabolic changes.

Preliminary adjustments

Before the launch of MR acquisition, muscle was passively stretched at rest by
adjusting the angle between the foot and the hindlimb in order to produce maximal twitch
tension in response to supramaximal square wave pulses (1-ms duration). The individual
maximal electrostimulation intensity was determined by progressively increasing stimulus

intensity until there was no further increase in the peak twitch force.

Multimodal MR data acquisition

Ten consecutive noncontiguous axial slices (1-mm thickness; 0.5-mm spaced) covering
the region from the knee to the ankle were selected across the hindlimb. Anatomic images of
these slices were acquired at rest using a spin echo sequence (18.2-ms echo time; 1000-ms
repetition time; two accumulations; 30 x 30 mm? field of view; 256 x 256 matrix size; 8.5-min
total acquisition time). 3'P-MR spectra (8 kHz sweep width; 2048 data points) from the
gastrocnemius muscle were continuously acquired before (rest period; 6-min duration), during

and after (recovery period; 15-min duration) the 6-min fatiguing exercise. Spectra acquisition
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was gated to muscle electrostimulation to reduce potential motion artifacts due to contraction.
A fully relaxed spectrum (12 scans, 20-s repetition time) was acquired at rest, followed by a
total of 768 saturated free induction decays (FID; 1.875-s repetition time). The first 64 FIDs
were acquired in resting muscle and summed together. The next 192 FIDs were acquired
during the exercise and were summed by packets of 32, allowing a 60-s temporal resolution.
The remaining 512 FIDs were obtained during the recovery period and were summed as 7

packets of 32 FIDs followed by 3 packets of 64 FIDs and one packet of 96 FIDs.

MR data processing and calculation

MR data were processed using custom-written analysis programs developed under the
IDL (Interactive Data Language, Exelis Visual Information Solutions, Boulder, CO, USA)
environment (Mattei et al., 2006; Le Fur et al., 2010). For each hindlimb MR image, region of
interest was manually outlined so that the corresponding cross-sectional area of the
gastrocnemius muscle was measured. Muscle volume was calculated by summing up the
volume between consecutive slices. Relative concentrations of phosphocreatine (PCr),
inorganic phosphate (P;) and ATP were obtained from 3!P-MR spectra using a time domain
fitting routine based on the AMARES-MRUI Fortran code and appropriate prior knowledge for
the ATP multiplets (Vanhamme et al., 1997). Absolute amounts of phosphorylated compounds
were expressed relative to basal ATP concentration determined in vitro using a
bioluminescence-based method (see analytical procedures below). Intracellular pH was
calculated from the chemical shift of the P; signal relative to PCr according to the formula
(Arnold et al., 1984): pH = 6.75+log[(3.27-6ri)/(3ri-5.69)]. ADP concentration was calculated
from [PCr], [ATP] and pH considering the equilibrium constant (K = 1.67 10° M%) of the creatine
kinase reaction (Roth & Weiner, 1991). The rate of PCr degradation (VPCrsim, in mM/min) at
the start of the exercise was calculated as VPCrsim = APCr/TPCrsim, Wwhere APCr is the extent
of PCr depletion measured at the exercise-end (relative to basal value) and TPCrsim is the time
constant of PCr degradation. TPCrsim was determined by fitting the time course of PCr level to

a mono-exponential function with a least-mean-squared algorithm. Similarly, the PCr recovery



kinetic parameters were determined during the postexercise period by fitting the time course
of PCr resynthesis to a mono-exponential function. The maximal oxidative capacity (Qmax, in
mM/min) was calculated from the time-constant of PCr resynthesis (TPCrwc) and the PCr
concentration in resting muscle (PCrrest): Qmax = PCrrest/TPCriec (Lanza et al., 2011; Prompers
et al., 2014). Force-normalized oxidative ATP synthesis was calculated as the ratio between
VPCrec and the amount of force produced at the exercise end considering that at this time,
ATP production from oxidative phosphorylation is equal to VPCrrec (Boska, 1991; Prompers et
al., 2014). The rate of proton efflux from the muscle (in mM/min) was calculated in the early
stage of the postexercise recovery period from the changes in pH and levels of high-energy

phosphorylated contents as described previously (Trenell et al., 2006; Layec et al., 2011).

Non-invasive MR measurement of fat content

Explorations were performed with our preclinical 47/30 Biospec Avance MR scanner.
Each mouse was initially anesthetized by isoflurane inhalation as described above and placed
in prone position in a whole-body imaging coil (PRK200-RES200, Bruker, Karlsruhe, Germany)
integrating a facemask continuously supplied with 1.75% isoflurane in 33% O (0.2 L/min) and
66% N0 (0.4 L/min). Axial MR images were acquired across the entire body length excluding
the tail using a turbo spin echo sequence (5.530-ms echo time; 77.85 ms-effective echo time;
300-ms repetition time; 2 averages; 40 x 40 x 80 mm? field of view, 128 x 128 x 64 matrix size).
Fat volume was quantified using an automatic segmentation method based on a pixel intensity
analysis of MR images with the FMRIB Software Library v5.0.2.2, (FSL, Oxford University, UK;
http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl). Fat mass was calculated considering that density of adipose

tissue is 0.92 g/cm? (Farvid et al., 2005).

Citrate synthase activity

Freeze-clamped gastrocnemius muscle (20 to 30 mg) was homogenized with a lysis
reagent (ref. C3228; Sigma-Aldrich France, Saint-Quentin Fallavier, France) and a protease

inhibitor cocktail (ref. P834; Sigma-Aldrich France). Citrate synthase activity was measured on
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a microplate reader (Victor X3; PerkinElmer, Waltham, MA, USA) using the colorimetric Citrate
Synthase Assay Kit (ref. CS0720; Sigma-Aldrich France) according to the manufacturer’s
instructions. Citrate synthase activity was normalized by the protein content measured using
the colorimetric Pierce BCA Protein Assay Kit (ref. 23225; Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA).

In vitro determination of metabolic content

Intramuscular contents for ATP, glycogen and glucose were determined in 40-60 mg of
freeze-clamped muscles homogenized in 1.2 mL of ice-cold 0.6 M perchloric acid using a
Polytron PT2100 (Kinematica AG, Luzern, Switzerland). After incubation for 15 min at 4°C, the
homogenates were centrifuged (15 min, 2000 x g, 4°C). The supernatants were neutralized
with K2COs, placed for 30 min at 4°C and centrifuged (15 min, 2000 x g, 4°C) to remove
precipitates. ATP concentration was determined using the bioluminescence ATP
Determination Kit (ref. A22066; Invitrogen, Eugene, OR, USA). Glycogen and glucose contents
were assessed by colorimetric procedure using the Glycogen Assay Kit (ref. E2GN-100;

EnzyChrome, Hayward, CA, USA).

Intramyocellular lipid (IMCL) content was determined in another part (50-70 mg) of the
freeze-clamped muscle homogenized in 1 mL of a 1% (w/v) Triton X-100 in chloroform solution.
Briefly, homogenates were centrifuged (10 min, 13000 x g, 20°C), the organic phases were
collected and chloroform was removed using a nitrogen evaporator (N-EVAP-111,
Organomation, Berlin, MA, USA). IMCL content was then measured using the colorimetric Free

Fatty Acid Quantitation Kit (ref. MAK044, Sigma-Aldrich France).

Protein quantification

Total proteins extraction and quantification

Freeze-clamped muscles were homogenized using a MagNA Lyser Instrument (Roche

Life Science France, Meylan, France) in MagNA Lyser Green Beads filled with a lysis buffer



containing 50 mM Tris/HCI, 15% glycerol, 1mM DTT, 10 mM EDTA, 0.2% Triton, 46 mM KCI
and 10 pL of protease inhibitor cocktail (ref. P2714; Sigma-Aldrich France) per 500 pL. The
homogenates were subjected to sonication and centrifugation at 10,000 x g for 10 minutes at
4°C. The supernatants were aliquoted and used for BCA protein assay (Promega Glomax Multi

detection System spectrophotometer at 560 nm) to determine total protein content.

Myosin heavy chain isoform analysis

The primary antibodies were purchased from Developmental Studies Hybridoma Bank
(DSHB, University of lowa, lowa City, IA, USA) and were specific to the myosin heavy chains
(MHC) type | (mouse anti-bovine 1gG2b, ref. BA-F8; at 1:250), type lla (mouse anti-bovine
1gG1, ref. SC-71; at 1:250) and type llb (mouse anti-bovine IgGM, ref. BF-F3; at 1:250). The
primary antibody specific to glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
purchased from Santa Cruz Biotechnology (ref. SC-48167; at 1:1000). The fluorescent
secondary antibodies used were as follow: IRDye® 800CW donkey anti-mouse 1gG (H + L)
(ref. PIN926-32212, Li-Cor; at 1:10,000) and IRDye® 800CW donkey anti-goat I1gG (H + L)
(ref. PIN926-32214, Li-Cor; at 1:10,000). Twenty pg of proteins extract were separated by
SDS/PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare). Membranes were
probed with the appropriate primary antibodies for overnight at 4°C followed by washes and
one-hour incubation at room temperature with the appropriate fluorescent secondary
antibodies. Proteins were detected using an Odyssey infrared imaging system (Odyssey, Li-
Cor Biosciences). Amplitudes of protein expression were arbitrary quantified with the ImageJ
software (http://imagej.nih.gov/ij/). Peak area for each band corresponding to MYHx or STIM1

was normalized to GAPDH peak area.

STIM1 analysis

The primary antibody specific to stromal interaction molecule 1 (STIM1) was purchased
from Sigma-Aldrich France (ref. S-6072; at 1:750). The fluorescent secondary antibodies used

were as followed: IRDye® 800CW donkey anti-rabbit 1IgG (H + L) (ref. 926-32213, Li-Cor; at
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1:10,000). Twenty pg of proteins extract were separated by SDS/PAGE and transferred onto
nitrocellulose membranes (GE Healthcare). Membranes were probed with primary antibodies
for overnight at 4°C followed by washes and one-hour incubation at room temperature with

fluorescent secondary antibodies.

Oxidative proteins analysis

Oxidative proteins were quantified using the Oxidized Protein Western Blot Detection
Kit (ref. ab178020, Abcam) according the manufacturer’s guidelines. Ten pg of proteins were
separated by SDS/PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare).
Membranes were probed overnight at 4°C with primary antibody rabbit anti-DNP from Oxidized
Protein Western Blot Detection Kit, followed by washes and one-hour incubation at room
temperature with fluorescent secondary antibody IRDye® 800CW donkey anti-rabbit IgG (H +
L) (ref. 926-32213, Li-Cor; at 1:10,000). Proteins were detected using an Odyssey infrared
imaging system. Amplitudes of oxidative protein expression were arbitrary quantified with the
ImageJ software (http://imagej.nih.gov/ij/). Peak area for each band corresponding to DNP-

proteins was normalized to derivatization control peak area.

PARKIN, PINK1, PGC-1a, VDAC1, 4HNE analysis

Twenty um sections from freeze-clamped muscle were homogenized using polytron PT2100 in a
lysis buffer containing 50 mM Tris/HCI, 15% glycerol, 1 mM DTT, 10 mM EDTA, 0.2% Triton, 46 mM
KCI and 10 pL of protease inhibitor cocktail (ref. P2714, Sigma-Aldrich France) per 500 pL. The
homogenates were subjected to sonication and centrifugation at 10,000 x g for 10 minutes at 4°C. The
supernatants were aliquoted and used for BCA protein assay (Promega Glomax Multi detection System
spectrophotometer at 560 nm) to determine total protein content. Twenty pg of proteins extract were
separated by SDS/PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare). Membranes
were blocked in 5% non-fat milk in phosphate-buffered saline Tween-20, and developed with antibodies
specific for PARKIN (ab15954 - 1:1000, Abcam), PGC-la (ref. sc13067 - 1:200; Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany), PINK1 (ref. BC100-494 - 1:200, Novus Biologicals, Montlugon,

France), VDAC1 (ref. ab14734 - 1:2500; Abcam, Cambridge, UK), 4HNE (ref. NHE11-S - 1:500; Alpha



Diagnostic, San Antonio, TX, USA), and B-tubulin (ref. T4026 - 1:3000, Sigma-Aldrich France).
Secondary antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology: anti-rabbit horseradish
peroxidase (HRP)-conjugate (ref. sc-2004 - 1:5000) and anti-mouse HRP-conjugate (ref. sc-2005 -
1:5000). Immunoblots were developed using the Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore). Chemiluminescence was detected using Fusion FX7 device (Fisher Bioblock Scientific,
llikirch, France). Amplitudes of protein expression were arbitrary quantified with the ImageJ software
(http://imagej.nih.gov/ij/). Peak area for each band corresponding to PARKIN, PINK1, PGC-1a, VDAC1

or 4HNE was normalized to Beta-tubulin peak area.

Statistics

All values are expressed as mean + SEM. Sample distribution was tested with the
Shapiro-Wilk test. Force production and fatigue resistance throughout the 6-min exercise were
tested using two-factor (group x time) ANOVAs with repeated measures on time followed by
Tukey-Kramer post-hoc multiple comparison tests to determine pairwise differences between
groups. For other variables, significant differences were determined with non-parametric
Mann-Whitney tests or parametric two-tailed Student’s t-tests. The significance level was set

at P <0.05.

Results

Morphological characteristics

Body weight (Fig. 1A) and gastrocnemius muscle volume (Fig. 1B) did not differ
significantly between wild-type and TP53INP1-deficient mice, but the ratio between body
weight and gastrocnemius muscle volume was higher (+6%) in animals lacking TP53INP1 (Fig.
1C), hence suggesting that TP53INP1 deficiency affects body composition. Actually, we found
using in vivo whole-body MR imaging that both body (Fig. 1D) and abdominal (Fig. 1E) fat

contents were larger (+56% and +50%, respectively) in TP53INP1-deficient mice, whereas
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lean mass was not affected in those animals (Fig. 1F). Overall, adiposity index was 49% higher
in mice lacking TP53INP1 (Fig. 1G). Besides, TP53INP1 deficiency did not alter the relative

distribution of MHC isoform proteins in the gastrocnemius muscle (Fig. 2).

Metabolic content

No differences were observed between both genotypes for IMCL (Fig. 3A) and total glucidic
(Fig. 3B) contents. However, glycogen store was 49% larger (Fig. 3C) in TP53INP1-deficient mice
whereas glucose content was 19% lower (Fig. 3D). Further, the citrate synthase activity did not differ

between both groups (Fig. 3E).

Protein content and oxidation

There were no differences between both groups for oxidative protein (Fig. 4A), STIM1
(Fig. 4B), PARKIN, PINK1, PGC-1a and 4HNE contents (Fig. 4C). By contrast, the VDAC1

protein level was 59% higher in TP53INP1-deficient mice (Fig. 4C).

Mechanical performance

Contractile force production was normalized to gastrochnemius muscle volume
measured from anatomic hindlimb MR images. The time courses of force production and force-
generating capacity throughout the 6-min in vivo fatiguing bout of exercise are shown in Fig.
5A and 5B. For each group, force transiently increased in the early stage of the exercise (Fig.
5A) to reach a maximal value that was 13% larger in TP53INP1-deficient mice (Fig. 5C). Force
then decreased progressively until the exercise end as a sign of fatigue development; at this
stage, the extent of force reduction did not differ between both groups, averaging around 45%
(Fig. 5D). Importantly, force production was 10-15% larger in TP53INP1-deficient mice during
the first half of the exercise (Fig. 5A), whereas the shape of force-generating capacity curve
was very similar for both mouse genotypes during the whole exercise (Fig. 5B). Moreover, the
total amount of force produced during the whole exercise was larger (+17%) in TP53INP1-

deficient mice (Fig. 5E).



Gastrocnemius muscle bioenergetics

Muscle bioenergetics was assessed throughout a standardized rest-exercise-recovery
protocol. At rest, TP53INP1-deficient mice did not display any significant alterations of pH and
PCr, ATP and ADP contents (Table 1), which indicates that the basal bioenergetics status was
preserved in these animals. During the fatiguing exercise, the time courses of phosphorylated
compound levels and pH were comparable in the two mouse genotypes (Fig. 6A-D). At the
start of the exercise, PCr was rapidly consumed at a similar rate between wild type and
TP53INP1-deficient mice (Table 1). After 2 min, PCr level reached a plateau that was
maintained until the end of exercise (Fig. 6A), which indicates the establishment of a metabolic
steady state since the PCr pool is at this stage considered as a shuttle for the transport of high-
energy phosphates between the sites of production and consumption of ATP (Meyer et al.,
1984; Wallimann et al., 1992). For both groups, ATP level decreased slightly throughout the
exercise (Fig. 6B), hence demonstrating that ATP homeostasis was ensured, whereas ADP —
the main stimulator of oxidative ATP synthesis in vivo (Gyulai et al., 1985; Kemp & Radda,
1994) — continuously accumulated (Fig. 6C) to reach an end-exercise value that did not differ
between mouse genotypes (Table 1). The time course of pH was characterized by a strong
and rapid acidosis during the first half of the exercise period followed by a phase of fairly steady
state (Fig. 6D). At the exercise end, there were no differences between both genotypes for the
extents of PCr degradation (an index of the intramuscular energetics load), ATP depletion and
acidosis (Table 1), hence showing that the stress induced by exercise produced similar
bioenergetics changes in both groups. Nevertheless, the oxidative ATP production measured
at the exercise end was strongly lower (-58%) in mice lacking TP53INP1 (Fig. 7A). During the
postexercise recovery period, TP53INP1 deficiency dramatically reduced the initial rate of PCr
resynthesis (-54%; Fig. 7B) and prolonged the time constant for PCr resynthesis (+141%; Fig.
7C), which indicates mitochondrial bioenergetics defect. Consistently, the maximal oxidative

capacity was reduced in TP53INP1-deficient mice (-52%; Fig. 7D). In addition, the initial rate
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of proton efflux from the muscle in the early stage of the recovery was reduced in mice lacking

TP53INP1 (-67%; Fig. 7E).

Discussion

This in vivo study represents the first attempt for investigating the impact of TP53INP1
deficiency upon skeletal muscle function and bioenergetics. The main findings are that
TP53INP1 deficiency increases whole-body fat accumulation and adiposity but does not affect
oxidative stress, lipid content, and mitochondrial pool in myocyte. However, oxidative ATP
synthesis capacity and proton efflux are dramatically reduced in exercising TP53INP1-deficient
muscle in vivo, whereas the fatigue resistance remains unchanged and the contractile force is

paradoxically increased.

Our data show that TP53INP1 deficiency changes animal morphology. We found that
the ratio between body weight and gastrocnemius muscle volume was larger in TP53INP1-
deficient mice, which leads to assume that body composition is altered in these animals. We
have performed in vivo whole-body MR imaging to test this assumption and found that body
and abdominal fat contents were larger (+56% and +50%, respectively) in mouse lacking
TP53INP1, which is in line with previous experiments showing that dissected gonadal fat is
more abundant in this mouse model (Seillier et al., 2015). Noteworthy, this increased fat
content occurred without any concomitant change in lean mass, thereby causing an increased
adiposity in mice lacking TP53INP1. Considering that increased adiposity favors the
development of metabolic syndrome (Tchernof & Despres, 2013; Bhatti et al., 2016), our
results therefore support the view that TP53INP1 prevents metabolic syndrome development
through the dampening of body fat accumulation (Seillier et al., 2015). More specifically, it has
been proposed on the basis of experiments in cultured immortalized mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) that this propensity to develop metabolic syndrome results from the

accumulation of defective mitochondria leading to mitochondria-derived ROS increase and



massive intracellular lipid accretion in the absence of TP53INP1 (Cano et al., 2009; N'Guessan
et al., 2011; Seillier et al., 2015). On the contrary, we found that TP53INP1 deficiency did not
affect PINK1/PARKIN mitophagy, expression of PGC-1a mitochondria biogenesis factor and
creatine kinase activity, which demonstrates that muscle mitochondrial pool and capacity were
not changed. Also, we did not detect any difference between both phenotypes for intramyofiber
lipid content and biomarkers of reactive oxygen species. Taken together, these data lead us
to state that despite skeletal muscle is considered to play an important role in the development
of metabolic syndrome, this tissue would not be involved in the ROS-drive obesity and insulin

development induced by TP53INP1 deficiency.

Importantly, our in vivo 3!P-MRS measurements however evidenced that muscle
mitochondrial capacity was dramatically impaired in TP53INP1-deficient mice under
physiological condition. This impairment did not affect the basal bioenergetics status but
strongly reduced the normalized oxidative ATP synthesis in exercising muscle, i.e., when
energy demand is high. The origin of this oxidative defect has to be explain. We found that the
time constant of PCr resynthesis after the 6-min fatiguing bout of exercise was increased in
muscle lacking TP53INP1, which indicates (Lanza et al., 2011; Prompers et al., 2014) that the
intrinsic mitochondrial capacity was reduced in vivo. It must be pointed that mitochondrial
respiration is mainly stimulated in vivo by ADP throughout a feedback loop (Gyulai et al., 1985;
Kemp & Radda, 1994). However, we found that oxidative ATP production was reduced in
TP53INP1-deficient mice whereas ADP accumulation did not differ between both groups.
Then, it can be assumed that lack of TP53INP1 weakens the feedback control of ADP on
mitochondrial respiration. In that, we found that VDACL1 content was increased in muscle
lacking TP53INP1, in accordance with what was observed in cultured TP53INP1-deficient
MEFs (Seillier et al., 2015). VDAC1 has a key role in the regulation of mitochondrial
bioenergetics, being involved in the transport of ADP across the mitochondrial outer membrane
(Rostovtseva & Colombini, 1997; Anflous et al., 2001). Therefore, increased VDAC1 content

in TP53INP1-deficient mice can be interpreted as a compensatory mechanism for alleviating
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the potent weakened feedback control of ADP. Besides, the ability of mitochondria to produce
ATP critically depends on oxygen supply. Yet, we found that proton efflux from the muscle was
67% lower in TP53INP1-deficient mice, which indicates (Kemp et al., 1995; Cea et al., 2002)
reduction in muscle blood flow. Such a reduction is consistent with previous studies showing
that oxidative stress impairs the endothelial function via accelerated degradation of nitric oxide
(Goodwill & Frisbee, 2012; Sena et al., 2013). Blood flow reduction might limit oxygen and
substrate delivery to the muscle, which in turn would reduce oxidative ATP synthesis during

exercise.

Given the deleterious effect of TP53INP1 deficiency on oxidative capacity, one can
wonder whether TP53INP1 deficiency impairs ATP regeneration in exercising muscle, thereby
affecting muscle function. ATP is indeed critical for the contractile process because it is
involved in myofilaments sliding and ion transport (including calcium reuptake by the
sarcoplasmic reticulum). Additionally, skeletal muscle has a high potential for regenerating
ATP during exercise to keep in pace with an energy demand that can increase by several
orders of magnitude at the transition between rest and exercise (Wallimann et al., 1992;
Hochachka & McClelland, 1997; Sahlin et al., 1998). In the present study, we have
implemented an intensive exercise protocol to produce a global energetic stress. Despite this,
we found that ATP level and energy load throughout the exercise were very similar in the two
groups, which demonstrates that TP53INP1 deficiency did not compromise ATP homeostasis.
We found that muscle fatigue resistance was not affected by TP53INP1 deficiency. On the
other hand, we surprisingly observed that both the maximal contractile force and the total
amount of force produced during the whole fatiguing exercise were larger (+13% and +17%,
respectively) in TP53INP1-deficient mice. These data could not be linked to any typological
change because we found that lack of TP53INP1 did not affect MHC distribution. Also, it must
be kept in mind that muscle performance can be improved in exercising muscle in response to
an increase in energy supply and/or calcium release from the sarcoplasmic reticulum (Allen et

al., 1997; Westerblad et al., 1998). However, we found that gastrocnemius muscle content of



STIM1, the main regulator of Store Operated Calcium Entry (SOCE) in the skeletal muscle
(Woo et al., 2016), did not differ between TP53INP1-deficient and wild-type mice, thereby
indicating that lack of TP53INP1 did not affect calcium reentry in sarcoplasmic reticulum.
Further investigations are required to determinate the origin of the ergogenic effect associated

to TP53INP1 deficiency.

In conclusion, this study provides data evidencing that TP53INP1 plays a role in muscle
function and bioenergetics. TP53INP1 deficiency actually reduces the in vivo oxidative
capacity in exercising muscle possibly as the consequence of abnormal mitochondrial
respiration regulation and/or defective blood supply. Nevertheless, TP53INP1 deficiency does
not affect oxidative stress level and mitochondrial pool in resting muscle, thereby indicating
that this tissue is not involved in the development of metabolic syndrome previously reported

in TP53INP1-deficient mice.
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Table 1

Gastrocnemius muscle bioenergetics assessed in vivo using *'P-MR spectroscopy.

Tp53inpl** Tp53inpl’-

Basal

[PCx], mM 10.8+0.6 11.1+0.3

[ATP], mM 43+0.4 48+0.3

[ADP], uM 48+0.3 5.4+0.4

pH 7.02 +0.03 7.02 +0.02
Onset of the exercise

Initial rate of PCt consumption, mM/min 71+09 67+1.1
End of the exercise

A[PCr] (relative to basal), mM 70405 6.7+023

A[ATP] (relative to basal), mM 0.6+0.3 09+03

[ADP], uM 26 +3 22+3

ApH (rcladive to basal), pH unit 0.33%0.03 0.36 £ 0.04

Data are means + SEM (Tp53inpl**, n = 10; Tp53inpl-, n = 11).
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Figure 1. Morphological characteristics. Body weight (A), gastrocnemius muscle
volume (B), ratio between body weight and gastrocnemius muscle volume (C), body
(D) and abdominal (E) fat contents, lean mass (F), and adiposity index (G). Data are
means = SEM (Tp53inpl**, n = 10; Tp53inpl”, n = 11). * Significantly different from

Tp53inpl**,
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proteins (Tp53inp1**, n = 8; Tp53inpl, n = 10).

A 800 4 B 25 -~ C 10 1~
_ T S
&2 £ 20 A 8 -
S 600 1 g — =
£ < o)
=3 o E
= 0D 15 1 S5 61
S ] 5o 3
2" 3E 5t
8 E’v 10 A ;3 4 4
- © =
0 200 - g o
s © 5 2
0 0 0 -
[ tps3mNpt ™ [ tessmNpt [ rpsainp1**
M s M o5 M 53
D . E o4;
>~
* £
- 12 2E 03 | L
3 =
€~ o2
89 88
©2 8 £S5 02 A
0 € T o
g #>E
=) I %
O 44 82 011
o2
0 0,0
[ rpsamNp1* [ rpsamnp1**
M o551 M ps53npr

Equipe Neuromyologie Translationnelle (U1251) 197



Figure 3. In vitro determination of metabolic contents and citrate synthase
activity. IMCL (A), total glucidic (B), glycogen (C) and glucose (D) contents, and citrate
synthase activity (E). Data are means + SEM (Tp53inp1**, n = 10; Tp53inpl”, n = 11).

* Significantly different from Tp53inpl*+.
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Figure 4. Protein content and oxidation. Oxidative protein (A; n = 6 for both groups).
STIM1 (B), and PARKIN, PINK1l, PGC-la, VDACl and 4HNE (C) contents
(Tp53inpl**, n = 8; Tp53inpl”, n = 10). Data are means + SEM. * Significantly different

from Tp53inpl*+.
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Figure 5. Gastrocnemius muscle mechanical performance. Time courses of force
production (A) and force-generating capacity (B) were measured in vivo throughout the
6-min fatiguing bout of exercise performed simultaneously to the dynamic 3'P-MRS
acquisition. Maximal contractile force produced during the whole exercise (C), extent
of force reduction measured at the exercise end (D) and total amount of force
production during the whole exercise (E). For the panels A and B, Panova indicates the
overall result of the two-way repeated measures ANOVA, and Tukey post-hoc multiple
comparisons were used to determine pairwise time-points differences. Data are means
+ SEM (Tp53inpl**, n = 10; Tp53inpl’, n = 11). * Significantly different from

Tp53inplt*,
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Figure 6. Noninvasive investigation of gastrocnemius muscle bioenergetics

using dynamic 3!P-MRS. Changes in [PCr] (A), [ATP] (B), [ADP] (C) and pH (D) were

measured throughout the 6-min fatiguing bout of exercise and the 15-min postexercise

recovery period. For each panel, the first time-point (t = 0) indicates the basal value.

Data are means = SEM (Tp53inp1**, n = 10; Tp53inpl”, n = 11).



>
w
(@)

rate (nmol/N)
N o) [e5)
o o o
Initial rate of PCr
resynthesis (mM/min)
*
PCr resynthesis time
constant (min)

Oxidative ATP production
N
o

[ tpsainpL™ ] tpsainpr™ [ tpsainpL™
M psane” M Tps3np1” M rps3ineL”

O
5

m
£

[«2]
L

Maximal oxidative capacity
(mM/min)
N
*
Proton efflux (mM/min)
N

[ tpsainp™ [ tpsainpe™
M rpsaneL” M rps3inpL”

Figure 7. Gastrocnemius muscle oxidative function and proton efflux. Oxidative
ATP production at the end of the 6-min fatiguing bout of exercise (A), initial rate (B)
and time-constant (C) of PCr resynthesis at the start of the postexercise recovery
period, maximal oxidative capacity (D) and proton efflux (E). Data are means + SEM

(Tp53inpl**, n = 10; Tp53inpl-, n = 11). * Significantly different from Tp53inp1*/*.
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