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Introduction

I. Le muscle

1. Généralités

Le muscle est un tissu majeur de I'organisme humain. Il représente a lui seul entre 40 et 50% du
poids sec d'un Homme. Les cellules qui le constituent sont, comme beaucoup d’autres, capables de
mouvement mais leur caractéristique propre est leur capacité a se contracter. Elles fonctionnent sous
forme « d’'unités contractiles » unies ou pluricellulaires. Le muscle transforme I'énergie chimique en

énergie mécanique.

Chez les mammiféres, on distingue trois types de tissus musculaires: lisse, cardiaque et
squelettique (figure 1). Plusieurs paramétres permettent de les différencier et notamment leur aspect en
microscopie optique, leur composition histologique ou encore leur mode de controle et leur capacité a se

contracter de maniére volontaire ou non.

1.1. Le tissu musculaire lisse

Ce premier type de muscle est un composant important des structures viscérales. Il ne possede
pas de striation transversale (figure 1) d’ou son qualificatif de muscle «lisse ». Sa contraction est
involontaire, sous la dépendance du systeme nerveux végétatif et de certaines hormones. Il est composé
de cellules plates, étoilées, pourvues de prolongements. On distingue plusieurs types de cellules

musculaires lisses ayant chacune une activité spécifique.

Les cellules myoépithéliales sont retrouvées au niveau des glandes mammaires, salivaires ou

sudoripares. Elles jouent un role dans la sécrétion glandulaire en facilitant I'excrétion.

Les péricytes sont localisés au niveau de la lame basale de certains vaisseaux sanguins. Leurs
prolongements entourent I'endothélium des capillaires, ce qui leur conferent la capacité de contréler le
débit vasculaire : en se contractant, ils diminuent le diamétre de la lumiére de ces vaisseaux. Ces cellules
peuvent également étre impliquées dans la régénération tissulaire. Elles possedent un potentiel de

différentiation qui sera activé en cas de lésion.

Les myofibroblastes enfin, sont des cellules fusiformes qui participent a la plasticité cellulaire
ainsi qu’a sa motilité au sein des tissus conjonctifs. Ils ont un role majeur dans la cicatrisation puisque,
lors d’une lésion tissulaire, ils vont s’activer et proliférer de maniére importante. Ils vont également

synthétiser une matrice extracellulaire temporaire afin de rapprocher les berges de la plaie.
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1.2. Le tissu musculaire strié

1.2.1. Le tissu musculaire cardiaque

Comme son nom l'indique, le tissu myocardique est spécifique du cceur. Son réle est d'assurer un

rythme continu. A la différence du muscle lisse, il apparait strié en microscopie optique (figure 1).

Les cardiomyocytes qui le composent possedent une caractéristique intrinseque particuliere : ils
ont la capacité de s’exciter spontanément, ce qui leurs confére une activité rythmique indépendante.
Néanmoins, le systeme nerveux autonome exerce une influence sur les battements cardiaques. Il peut
accélérer ou diminuer le rythme des contractions, respectivement via ses composantes sympathiques ou

parasympathiques.
1.2.2. Le tissu musculaire squelettique

Comme le muscle cardiaque, ce tissu apparait strié en microscopie (Figure 1). Il recouvre
I'ensemble du squelette (d’ot son nom) et permet, lorsqu’il se contracte, de faire pivoter les os autour des
articulations. Il est sous la dépendance du systéeme nerveux cérébro-spinal, et peut donc se contracter de
maniére consciente. L'ensemble de ces muscles est responsable de la motricité cinétique, des
mouvements du squelette et de certains organes ainsi que du maintien de la posture, de la motricité

statique.

Les travaux de recherche que j'ai réalisés au cours de mon doctorat ont porté sur ce dernier type

de tissu. Il est décrit plus en détail dans le chapitre suivant.

Muscle Muscle
strié non strié
- F P R TR LE L
: __*.3;*-;‘ v ? £ *.& 2 1
> 1 3 : & 38\
: Ry »  #2
€ B iy (N FN
- .' 3 B g (i:! - ' oy
: =3 = TES l
== ME v YL T
Muscle squelettique Muscle cardiaque. Muscle lisse, = |
Muscle :
: Muscle non volontaire
volontaire

Figure 1 : Coupes histologiques des 3 types de muscles
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition » Bruce Alberts
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2. Le muscle squelettique

2.1. Myogenese et développement

Avant d’atteindre son caractére mature, la fibre musculaire passe par plusieurs stades de

développement.

La premiére étape se caractérise par la prolifération, dans les somites de 'embryon, de cellules
uni-nucléées, les myoblastes, sous I'influence de facteurs de transcription spécifiques du muscle tels que
Myf5 ou MyoD. Apres cette premiére vague de prolifération, ces cellules migrent vers un bourgeon de
membre en développement. Lorsqu’elles atteignent leur destination, un deuxiéme stade débute: les

myoblastes cessent de se diviser, s’alignent et fusionnent en un syncytium plurinucléé, le myotube.

A ce stade, les noyaux des cellules fusionnées sont retrouvés en position centrale. Cette
caractéristique de la maturation myogénique sera, comme nous le verrons plus loin, trés utile pour

diagnostiquer certaines myopathies.

La différentiation se poursuit, les noyaux sont repoussés en périphérie des myocytes et une
connexion neuronale est mise en place vers la dixiéme semaine de la vie embryonnaire. Les axones des
motoneurones issus de la corne antérieure de la moelle épiniére viennent ensuite innerver la fibre

musculaire créant ainsi une jonction neuromusculaire (JNM) (Figure 2).

Noyau

, 33@ —___ FUSION

MYOBLASTES N
> > 3“:3 I
MYOTUBE
Cellule satellite
Lame basale JNM /
_— ___— DIFFERENTIATION

FIBRE MUSCULAIRE

Figure 2 : Myogeneése d’une fibre musculaire.
Représentation schématique des différentes étapes de la différentiation myogénique.
Les myoblastes, cellules fusiformes avec un seul noyau, fusionnent pour former un myotube présentant initialement des noyaux
centraux. Les noyaux migrent ensuite en périphérie et la différentiation en fibre musculaire se termine. Les cellules satellites sont
retrouvées au niveau de la lame basale qui entoure la fibre.
Une accumulation de noyaux est visible sous la jonction neuromusculaire (jNM).
Adapté d’apres « Repére Savoir & Comprendre » AFM

25



Des la fin du deuxiéme trimestre de vie embryonnaire chez '’homme, on retrouve, sous la lame
basale, juxtaposées aux fibres musculaires, une population de progéniteurs musculaires appelées cellules
satellites. Dans le muscle adulte, ces dernieres vont rester dans un état quiescent jusqu’a ce qu'une lésion
se produise. A ce moment-13, elles seront activées, proliféreront et entreront dans la voie de

différenciation musculaire responsable de la régénération des fibres 1ésées (voir plus loin).

2.1.1. Role desjonctions communicantes dans le développement musculaire

La plupart des tissus de l'organisme disposent de systemes de communication entre cellules
appelés jonction communicantes (gap jonction). Ce sont des canaux qui laissent diffusés librement les
ions et les petites molécules. Ils sont constitués de protéines appartenant a la famille des connexines qui
vont se regrouper en hexamere pour former un connexon. A son tour, ce dernier se connectera avec un

autre connexon situé sur la membrane de la cellule voisine pour former un véritable canal.

Dans les cellules musculaires, les jonctions communicantes jouent un réle important durant la
myogeneése mais ne sont plus retrouvées dans le muscle adulte. En effet, elles disparaissent lors de la
formation des myotubes par fusion des myoblastes entre eux. Au cours du développement, ce mécanisme
est sous la dépendance de plusieurs connexines différentes dont le membre le plus important, et le
premier identifié dans les cellules musculaires, est la connexine 43 (Cx43). Lorsque l'on bloque
I'expression de cette molécule, les myoblastes ne peuvent plus fusionner entre eux et les facteurs de
différentiation tels que la myogenine ou MRF4 sont inhibés. A I'inverse, lorsque I'on surexprime Cx43, la
différentiation cellulaire est favorisée et la formation des myotubes accélérée. Cx43 est donc un

régulateur clé du développement musculaire (figure 3) (Merrifield and Laird, 2016).

Myogenic Myoblasts

Precursor

Cell MyoD | Myogenin
Myt-5 ,}\‘- MRF4

Somite Migration @ Determlnnuon ‘\ Drﬂerennmon
Cx43? \’“ \ E % Cx43 L
\ -

Sa!elhte

&

Cx43+

Figure 3 : Variation d'expression de la connexine 43 (Cx43) au cours de la myogenése
Les précurseurs cellulaires entrent dans le lignage myogénique suite a I'expression de Myf5 et MyoD ou se différencient en
cellules satellites sous la dépendance de Pax7. Au stade myoblaste, Cx43 est retrouvée exprimée a la membrane des cellules
et dans leur cytoplasme. La fusion des myoblastes en myotubes est contrélée simultanément par I'augmentation de
I’expression des facteurs Myogénine et MRF4 et la diminution de celle deCx43.
Merrifield and Laird, 2016
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Plus récemment, 'expression de trois autres connexines a également été mise en évidence dans
des myoblastes de souris au cours de I'embryogenese : Cx39, Cx40 et Cx45. Les deux premiéres ne sont
plus exprimées a la naissance mais on constate une augmentation du taux de Cx45 et de Cx43 dans les
muscles de souris adulte en cours de régénération (Araya et al., 2005; Maltzahn et al.,, 2004; Merrifield

and Laird, 2016).

Au cours de la croissance, le volume musculaire va augmenter jusqu’a devenir vingt fois plus
important a I'dge adulte. Ce n’est pas le nombre de fibres qui va croitre (environ 250 millions a la
naissance) mais leur diameétre et leur longueur. Différents facteurs nerveux, mécaniques et hormonaux

sont a l'origine de cette évolution.

Avec I'age, les muscles s’aminciront et leur force diminuera progressivement : il y aura perte de
fibres, diminution de leur taille voire dénervation de certaines. D’autres facteurs pourront étre a I'origine

de I'atrophie musculaire telle que la sous-utilisation ou la non-utilisation de certaines fibres.

2.1.2. La polarité cellulaire planaire (PCP)

Comme nous venons de le voir dans le paragraphe précédent, les myoblastes sont issus des
somites embryonnaires. Ce sont des structures métamériques transitoires des vertébrés dont sont
dérivés tous les muscles squelettiques du corps et des membres. Le muscle squelettique primitif est un
tissu particuliérement bien organisé ou les premieres fibres musculaires formées sont toutes paralléles
et alignées dans I'axe antéro-postérieur de I'embryon. Leur arrangement précis est essentiel a la fonction

contractile de ce tissu.

De nombreuses molécules telles que les protéines des familles wnt, fat, daschous ou encore
frizzled régulent étroitement le processus de myogenese et participe au maintien de '’homéostasie
musculaire (Caruso et al., 2013; Mao et al,, 2016). Les signaux de polarisation qu’elles émettent sont
interprétés par les myocytes en cours d'élongation, leur permettant ainsi de s’allonger dans une seule

direction, I'axe de I'embryon.

Cette voie de signalisation est appelée « voie de polarité cellulaire planaire » ou PCP. Elle est
parfaitement conservée au cours de I'évolution et n’est pas spécifique du muscle. La PCP est utilisée
chaque fois que des cellules ont besoin de s’orienter dans I'espace de maniére coordonnée, par exemple
pour organiser les soies sur les ailes de drosophile (figure 4), les cheveusx, les poils ou les cils de la cochlée
chez '’humain (Carvajal-Gonzalez and Mlodzik, 2014; Goodrich and Strutt, 2011; Sienknecht, 2015). Il
n'est dés lors pas étonnant de constater que le mauvais fonctionnement de la PCP peut avoir des

conséquences dramatiques sur la mise en place et le fonctionnement de certains organes et tissus.
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Dans le cas des muscles, 'inhibition spécifique de membres de la voie PCP aboutit a la
désorganisation des myocytes qui s’allongent alors dans des directions aberrantes, entrainant une
désorganisation du tissu musculaire et une perte de sa fonction motrice (Mao et al., 2016; Sugiyama et

al, 2015).

Figure 4 : Représentation schématique de la surface apicale d’une cellule épithéliale d’aile de drosophile.

La répartition asymétrique de différentes protéines, induit la mise en place de la voie de polarité cellulaire planaire.
D’apres Goodrich and Strutt, 2011

2.1.3. Fatl

Le géne fatl est connu pour étre l'orthologue humain d'un des membres de la famille des
cadhérines « fat » retrouvées chez la drosophile. Chez ces insectes, seules deux protéines sont incluses
dans cette famille : les protéines fat (ft) et fat-like (ftl). Fat joue un réle majeur dans la polarité cellulaire
planaire pendant 'embryogénese de la drosophile. Elle code pour une protéine « suppresseur de tumeur
» qui contrdle la prolifération et 'adhésion cellulaire. Lorsqu’elle est mutée, la croissance cellulaire n’est
plus maitrisée, ce qui conduit a I'apparition de larves de taille plus importante que la normale, d’ou le
nom du gene (Sharma and McNeill, 2013). Fat-like intervient quant a elle dans la morphogénese et le
maintien de structures tubulaires d’origine ectodermique tel que le glomérule ou la cochlée. Ces deux

protéines ont, comme toutes les cadhérines, la capacité de lier le calcium.

Chez les mammiferes, cette famille comporte quatre membres numérotés de fatl a fat4. Malgré
une origine phylogénétique commune avec leurs orthologues drosophiliens, ces protéines ont évolué de
maniere différente. Ainsi, d’apres différentes expériences réalisées sur la mouche et la souris, il semble
que fatl partage le plus grand degré d’homologie avec fat-like et fat4 avec fat. Cependant, plusieurs
études effectuées sur des modeles murins ont montré que fatl et fat4 agissent de facon synergique au
cours du développement. Elles controleraient la fermeture du tube neural, le développement du cerveau,
la croissance cochléaire ou encore le développement correct des reins (Badouel et al., 2015; Saburi et al.,
2012).En 2013, I'implication du géne fat1 a été mise en évidence dans 'orientation et la mise en place du

tissu musculaire via le processus de PCP.
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Les travaux réalisés sur un modele murin hypomorphe pour le géne fatl, ont montré qu’'une
diminution de la quantité de cette protéine induit 'apparition d'un phénotype dystrophique avec
notamment une atrophie asymétrique de certains muscles de la face et des épaules (figure 5) (Caruso et

al, 2013).

Fatl LacZ/LacZ

symptomatique

Symptomatique précoce
(6% perte de masse musculaire)

Figure 5 : Fibres musculaires rhomboides de souris adultes Fat1a<Z/lacZ ghservées en microscopie
électronique a différents stades d’apparition des symptémes (6-15% de perte de poids), a trois
grossissements différents.

En comparant les prélévements musculaires de souris WT (D1, D3, D5) avec ceux de souris hypomorphes pour fat1(D2, D4, D6), on

observe une architecture des fibres fragmentée et des tubules T déstructurés.
Dans les myofibres de souris sauvages (D3), les tubules T (fléches violettes) sont visibles entre les myofibrilles, alignés avec précision
a l'extrémité des filaments de myosine, de part et d'autre de chaque bande Z. En revanche, dans les fibres dystrophiques de souris
fat1lacz/Lacz (D4), la désorganisation générale est corrélée a des modifications de la structure des triades. Les triades peuvent étre
absentes (étoiles), mal alignées, mal orientées (fléches orange), ou encore fragmentées (fléches rouges).
Dans les muscles de souris fat1Llacz/LacZ yn écart plus important entre le sarcolemme et l'appareil contractile est observé (indiquée
en double barre fléchée bleue) par rapport aux myofibrilles sauvages (D5). Il y perte de l'association étroite entre l'appareil
contractile et le sarcolemme.
Echelle : (D1, D2) 5 mm; (D3, D4) 0,5 mm ; (D5, D6) 0,2 mm.

Caruso etal,, 2013
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Ainsi, de nouvelles fonctions ont été attribuées a la protéine fat1 : elle intervient dans la polarité
planaire des myoblastes au cours du développement et controle de cette maniére, la forme et la position
de groupes de muscles distincts. On pense qu’elle jouerait également un réle dans la contraction
musculaire chez I'individu adulte via son implication dans le couplage excitation-contraction au niveau

des tubules T (Caruso et al.,, 2013).

Une partie de mes travaux de doctorat a consisté a étudier 'impact de mutations faux-sens
retrouvées dans le gene fat1 sur la fonction de la protocadhérine qu’il code. En effet, ces recherches ont
permis de montrer qu’elle pourrait étre impliquée dans une pathologie musculaire phénotypiquement

semblable a la dystrophie Facio-Scapulo-Humérale (Puppo, Dionnet et al., 2015).
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3. Structure et organisation cellulaire du muscle

3.1. Les motoneurones

Les motoneurones établissent la connexion entre le systeme nerveux central et le systéeme
musculaire. Leurs corps cellulaires sont dans le tronc cérébral ou dans la corne antérieure grise de la
moelle épiniére tandis que leurs axones myélinisés sont directement connectés aux muscles. Ces contacts
synaptiques entre fibres musculaires et neurones moteurs se font au niveau de la jonction
neuromusculaire (JNM) ou plaque motrice (figure 6).

Section de la
moelle épiniére

Axone du
motoneurone Terminaisons

de I'axone

Terminaisons
de I'axone

Bouton

Jonction Z
neuromusculaire

Fibres

musculaires (

B)

A) — "8 Fibres Bouton Jonction
musculaires terminal neuromusculaire

Figure 6 : Motoneurone innervant un muscle squelettique :
En atteignant le muscle squelettique, le neurone moteur (motoneurone) se ramifie ; chaque ramification forme une jonction avec
une seule cellule musculaire (fibre musculaire).
A) Représentation schématique B) Jonctions neuromusculaires observées en microscopie électronique
D’apres « physiologie humaine - 3¢me édition » Scherwood
Les motoneurones transmettent aux muscles une excitation cohérente apreés intégration des
entrées synaptiques. Ces derniéres, majoritairement retrouvées sur l'arborisation dendritique,
convergent vers le soma pour déclencher un train de potentiels d’action aprés sommation spatiale. C’est
I'arrivée de ce potentiel d’action aux jonctions neuromusculaires qui génerera la contraction des fibres.
Chez les mammifeéres, un motoneurone unique peut innerver plusieurs fibres musculaires de propriétés
mécaniques proches, on parle alors d'unité motrice. Au cours du développement embryonnaire, les fibres
quant a elles, vont recevoir des connexions en provenance de plusieurs motoneurones. Elles les perdront

progressivement pour ne conserver l'innervation que d’'un unique motoneurone une fois mature. Ce

phénomene est appelé élimination synaptique (figure 7)(Tintignac et al., 2015).
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Figure 7 : Elimination synaptique au cours de la maturation de la

jonction neuro-musculaire
Extrait de : http://www.embryology.ch/francais/vcns/encephale08.html

Plus le motoneurone est loin de sa cible, plus le diameétre de son axone est grand et plus le nombre
de fibres musculaires qu'il innerve est important. En effet, la taille des unités motrices est proportionnelle
a la précision du mouvement que le muscle doit réaliser. On trouve par exemple de trés petites unités
motrices avec seulement 3 a 4 fibres par neurone moteur, au niveau des muscles contrdélant les
mouvements du globe oculaire. En revanche, lorsque l'on observe des muscles contrélant des
mouvements puissants et relativement moins précis, comme le biceps brachial, on retrouve plus d'une
centaine de fibres musculaires par motoneurone. On peut atteindre 2000 fibres par unité motrice au

niveau du quadriceps.

L’ensemble des neurones moteurs qui innerve un méme muscle forme une population, un pool de
motoneurone. Ils sont retrouvés en amas cylindrique dans la moelle épiniere au niveau de plusieurs
segments. D’apres le type de fibres auxquelles ils sont connectés, on distingue trois grandes catégories

de motoneurones :
- les motoneurones a, qui innervent exclusivement les fibres musculaires extrafusales,

- les motoneurones y, qui innervent les fibres intrafusales qui constituent les fuseaux

neuromusculaires,
- les motoneurones 3, qui innervent les deux types de fibres.

Les fuseaux neuromusculaires sont des récepteurs sensoriels qui répondent aux changements de
pression, de force et de longueur du muscle. IIs sont localisés prés de la jonction musculo-tendineuse ou
dans le corps des muscles. Les fuseaux mesurent entre 7 et 10 mm et sont constitués de fibres musculaires

de taille variable dont la région centrale ne contient pas de matériel contractile.
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Ces fibres, hautement spécialisées, sont contenues dans une capsule de collagéne et sont appelées
fibres intrafusales par opposition a la majorité des fibres musculaires avec lesquelles nous sommes
familiers, qui sont extrafusales. Ce sont des récepteurs d'étirement soumis aux changements de longueur

du muscle qui courent parallélement aux fibres extrafusales (figure 8).
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Figure 8 : Action des fuseaux neuromusculaires
A : Position de départ. B : L’activité y (*) étire la portion centrale du fuseau, entrainant une décharge afférente (*).
C: L’activité du motoneurone « (*) provoque la contraction des fibres extrafusales, raccourcissant le fuseau et
réduisant la décharge afférente. Af : fibres afférentes.
Extrait de « physiologie du muscle squelettique » David Jones, Joan Round, Arnold de Haan

3.2. L’appareil contractile

Le muscle strié est formé de cellules multinucléées, les fibres musculaires, qui sont entourées par
le sarcolemme, une membrane plasmique électriquement excitable. Chaque fibre musculaire, qui peut
s’étendre sur toute la longueur du muscle, contient un faisceau de nombreuses myofibrilles, disposées
parallélement et enfouies dans un liquide intracellulaire, le sarcoplasme (figure 9A). Ce liquide contient
des vésicules de réticulum endoplasmique lisse également appelées réticulum sarcoplasmique, des
mitochondries, du glycogene, et aussi des composés hautement énergétiques comme I'ATP et la

phosphocréatine (figure 9B).
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Figure 9 : Anatomie du muscle squelettique.
A) Représentation schématique d’'un muscle squelettique B) Détail d’'une myofibrille en microscopie électronique

A) Extrait de http://svt.ghediri.com/bac-sciences/10/neurophysiologie/20/fonctionnement-du-muscle-squelettique.html,
B) adapté de http://slideplayer.fr/slide/6006893/

3.2.1. Lamyofibrille

L’efficacité de contraction d’'un muscle est dépendante de I'organisation interne de ses fibres. Les
myofibrilles, dont le diamétre varie de 1 a 2 pum, sont le support de la contraction musculaire. Trés
nombreuses dans une fibre musculaire, elles se disposent parallélement a son grand axe et s’étendent sur
toute sa longueur. Cette répartition ainsi que leur composition hétérogéne leur donnent un aspect strié

sur plusieurs niveaux, caractéristique du muscle squelettique.

A. Striation du muscle : bandes et sarcomere

La myofibrille est I'élément contractile des cellules musculaires, c’est le composant majeur du
cytoplasme de la cellule. Le premier niveau de striation du muscle s’observe sur le plan longitudinal, par
le regroupement en faisceaux des myofibrilles (figure 9B). Le second niveau d’organisation est apporté
par la présence de stries transverses dans les myofibrilles, qui donnent son aspect caractéristique au

muscle squelettique lorsqu’on I'observe en microscopie (figure 10).

Figure 10 : Sarcomére normal
Coupe longitudinale d’'un muscle squelettique humain observée en microscopie électronique (x22500)
Extrait de « pathologie du muscle strié » Jean de Recondo

34



Introduction

Ces stries transverses sont dues a l'alternance réguliere de disques sombres et de disques clairs.
Les noms qui leur ont été attribués ont été choisis en raison de leurs propriétés biréfringentes différentes

en microscopie optique (figure 11):

- Les premiers disques, sombres et anisotropes forment la bande A. Cette derniere est divisée en

deux par une bande plus claire, la bande H, elle-méme centrée sur la ligne M.

- Les seconds, clairs et isotropes, constituent la bande I qui est elle aussi divisée en deux par une

bande sombre, la strie Z.

Dans une myofibrille, la structure entre deux disques Z est définie anatomiquement et constitue
le sarcomeére. Cette structure est l'unité de contraction élémentaire, structurale et fonctionnelle, du

muscle squelettique.

La strie Z est une structure particulierement complexe car elle unit et sépare a la fois deux

sarcomeres voisins.
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Figure 11 : Aspect strié, en bandes, du muscle squelettique.
En haut, représentation schématique d’un sarcomere et des différentes bandes qui le constituent.
En bas, détails montrant la disposition des filaments d’actine et de myosine.
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »

Chez les mammiferes, a la longueur naturelle de repos du muscle, une myofibrille comprend une
chaine de sarcomeéres mesurant entre 2 et 2,5um chacun. Lors de la contraction musculaire, la distance
entre deux bandes Z diminue de maniére simultanée dans toute la cellule et entraine un raccourcissement
global des sarcoméres d’environ 30%. Les observations faites au microscope classique ont montré que la
bande A conserve une largeur constante lors de I'allongement ou de la contraction du muscle alors que

celle de la bande I varie.
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C’est grace a l'identification des protéines contractiles présentes dans les myofibrilles et a la
compréhension de leur disposition al'intérieur, que le mécanisme de génération de la force et 'apparence

striée du muscle squelettique ont pu étre expliqués.

3.2.2. Les myofilaments

L’aspect hétérogéne des myofibrilles s’explique par leur structure filamentaire. Elles sont
constituées de deux types de filaments : les uns épais et les autres fins. Ce sont eux qui donnent leur

aspect strié au muscle puisque leur répartition dans la cellule est parfaitement réguliére.

Les filaments épais sont composés d'un assemblage de molécules de myosine. Ils formentla bande
A ouils se disposent de fagon hexagonale les uns par rapport aux autres, et s’associent avec des protéines
au milieu du sarcomére pour constituer la ligne M. La bande | quant a elle, est formée par les filaments
fins ou microfilaments, qui sont composés d’actine. On les trouve également dans une partie de la bande
A ouils vont se distribuer entre les filaments épais. Dans cette zone, chaque filament épais est entouré de
six filaments fins. A I'inverse, chaque filament d’actine peut interagir avec trois filaments différents de

myosine (figure 12).

La zone H, située au centre de la bande A, apparait plus claire en microscopie car elle est
uniquement constituée de filaments épais. En effet, les filaments fins n’atteignent pas la ligne M. Cette
derniere, située au centre de la zone H donc de la bande A, a une épaisseur de 80 a 90nm et assure la

stabilité sur le plan longitudinal et transversal du treillis formé par les filaments épais.

strie Z
zone A

zone |

Ligne M

Figure 12 : Représentation schématique de différentes coupes de sarcomere
Extrait de « physiologie du muscle squelettique » David Jones, Joan Round, Arnold de Haan
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A. Les protéines contractiles

ATéchelle de la myofibrille, de nombreuses protéines jouent un role stratégique dans I'efficacité

de contraction et le maintien de '’homéostasie cellulaire.

a. Lamyosine et I'actine

Bien que le mouvement volontaire soit une des caractéristiques qui séparent’'animal de la plante,
les protéines contractiles, tant la myosine que 'actine, sont présentes dans tous les types de cellules. Elles

sont responsables du flux protoplasmique mais aussi des mouvements des organites intracellulaires.

Le muscle squelettique (comme le muscle cardiaque) a la particularité de renfermer un
pourcentage particulierement élevé d’actine et de myosine dans ses cellules (environ 80% des protéines
totales). Comme décrit plus haut ces deux protéines sont disposées selon un schéma tres ordonné a
'intérieur de la cellule, permettant la génération de mouvements et de force contrélée. C’est I'interaction
de I'actine avec la myosine qui va entrainer le glissement des filaments fins sur les filaments épais et

permettre la contraction du muscle.

La myosine : composant des filaments épais

La myosine comme l'actine, est présente dans les regnes animaux et végétaux. L'isoforme
retrouvée dans les muscles squelettiques des mammiferes est la myosine II. La molécule est faite de 2
chalnes identiques « lourdes » (environ 200kDa chacune) codées par le gene MYH (17pter-p11) et de

quatre chalnes légéres (environ 20kDa chacune) codées quant a elles par MYL1 (2q33qter).
La myosine est constituée de deux fragments majeurs (figure 13) :

- la téte globulaire, encore appelée domaine moteur ou fragment S1, qui peut se combiner a

I'actine puisque c’est elle qui porte I'activité ATPasique et,
- la portion S2, qui comprend la région flexible de la molécule et une queue.

La longue queue a superenroulement forme des faisceaux avec les queues d'autres molécules de
myosine. Ces interactions queue-queue forment de gros « filaments épais » bipolaires qui ont plusieurs
centaines de tétes de myosine, orientées dans des directions opposées aux deux extrémités du filament
épais. Au centre de chacun se trouve une région dans laquelle aucune téte ne se projette et ou 'on ne
retrouve que des queues de myosine. Cette région correspond a la zone H, celle dénuée de filaments fins

et représente environ 10% de la longueur totale du filament épais.

Contrairement aux microfilaments dont la longueur peut légerement varier, les filaments épais

ont la méme longueur dans tout le régne animal.
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Figure 13 : Myosine I1

(A) Schéma d’une molécule de Myosine Il composée de 2 chaines lourdes (vert) et de quatre chaines légeéres (bleu).
Les chaines légéres sont de deux types distincts et une copie de chaque type se trouve dans chaque téte de myosine. La dimérisation
se produit lorsque deux hélices a de la chaine lourde s’enroule I'une autour de I'autre pour former un superenroulement, conduit
par l'association d'acides aminés hydrophobes réguliérement espacés. La disposition en superenroulement forme un bdtonnet
allongé en solution et cette partie de la molécule est appelée la queue.
(B) Les deux tétes globulaires et la queue sont faciles a observer sur les photographies en microscopie électronique de molécules de
myosine ombrées au platine.

Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »

L’actine : le composant principal des microfilaments ou filaments fins

L’actine, codée par le gene ACTA1 (1gq42), est une protéine tres ancienne qui a peu évoluée dans
le temps : les actines des cellules animales et végétales sont immunologiquement et fonctionnellement
similaires. C’est une protéine globulaire (actine G) qui se polymérise en un double filet hélicoidal polarisé

(actine F) (figure 14).
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Figure 14 : L'actine
A) Schéma d’un microfilament (ou actine F), un polymeére hélicoidal a deux brins, composé de nombreuses molécules d’actine G.
B) Microfilament observé en microscopie électronique
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »

Cette polarité est toujours orientée du disque Z (extrémité +) vers le centre du sarcomeére
(extrémité -). La polymérisation de I'actine nécessite I'hydrolyse de '’ATP en ADP. Aprés perte de l'ion

phosphate, la molécule reste liée au filament et représente environ 90% de ’ADP total du muscle.

A leurs extrémités, les filaments d’actine sont coiffés par deux protéines, la tropomoduline et la
CapZ, qui les stabilisent et empéchent leur dépolymérisation. La premiere protege I'extrémité - des
filaments tandis que la seconde, 'extrémité +. CapZ est située dans la strie Z ou elle facilite 'accrochage
des filaments fins aux autres protéines présentes a cet endroit. La longueur des filaments d’actine, peut

varier selon les muscles ou dans un méme sarcomere.
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b. La tropomyosine et la troponine
La tropomyosine et la troponine sont les autres constituants des filaments fins.

La tropomyosine, est une protéine fibreuse codée par le géene TPM3 (1q22-23). Elle est constituée de deux
chalnes polypeptidiques identiques qui se logent dans les sillons formés par les deux brins d’actine
torsadés en hélice (figure 15). Chaque molécule de tropomyosine entre ainsi en contact avec sept sous-
unités d’actine G. Lorsque le muscle est au repos, la tropomyosine est disposée sur les filaments fins de

telle sorte qu’elle bloque les sites de liaison de la myosine a I'actine.

Le dernier constituant du filament fin est la troponine, codée par le gene TNNI1 (1q32). C’est une
protéine globulaire, hétérotrimérique, composée des sous unités C, T et I. Comme la tropomyosine, la
troponine est située dans les sillons des filaments d’actine (figure 15). Elle interagit par ailleurs avec ces
deux protéines, respectivement via ses sous-unités T et [. La troponine joue un role important dans le
déclenchement de la contraction musculaire puisque sa sous-unité C lui confére une capacité a fixer
fortement le calcium. En effet, lorsqu'une molécule de calcium se fixe sur la sous-unité C, cela va modifier
la conformation de I'échafaudage protéique dans le sillon du filament d’actine et libérer les sites de

fixation de la myosine sur I'actine.
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Figure 15 : Représentation schématique des interactions de la tropomyosine et de la troponine avec
la molécule d'actine.

Le calcium est I'élément clé dans la libération du site de fixation de la myosine sur l'actine.
Extrait de « pathologie du muscle strié » Jean de Recondo
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B. Les protéines de structure du sarcomere

En dehors des protéines impliquées dans le phénomeéne de contraction, il en existe d’autres dont

la fonction est de maintenir I'architecture du sarcomere (figure 16).
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Figure 16 : Principales protéines impliquées dans la structure du sarcomére
D’apres « avancées dans les myopathies des ceintures » Savoir et comprendre - juin 2016 - AFM

a. Le troisieme groupe de myofilaments

Un troisieme type de filaments organise la disposition tridimensionnelle des filaments fins et
épais et permet le maintien de leur architecture lors des épisodes de contraction et de relaxation. Formés
de protéines géantes qui s’associent a I'actine et la myosine, ils conferent au tissus musculaire son
élasticité inhérente. Ce sont eux également qui controlent sa réorganisation lorsque des forces

supérieures au fonctionnement physiologique ont été appliquées au muscle.
La titine
Aprés la myosine et l'actine, la titine est la protéinela plus abondante dans le muscle strié,
représentant quelque 10 % de la masse myofibrillaire. Codée par le gene TTN (2q31), c’est une protéine

géante de 4200kDa (la plus grande protéine du vivant), extrémement longue (plus d’1um), qui s’étend

sur la longueur d’'un demi-sarcomere (figure 17).
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Titine

Nébuline Actine (filament fin)

Figure 17 : Localisation des filaments de titine et de nébuline dans un sarcomére
Extrait de « pathologie du muscle strié » Jean de Recondo

La titine est ancrée au niveau du disque Z par son extrémité N-terminal et s’étire jusqu’a la ligne
M c6té C-terminal (Meyer and Wright, 2013). Sa structure est hautement répétitive et modulaire : 90%
de sa masse est constituée de répétitions immunoglobuline et de domaines de fibronectine-III qui
permettent la liaison a diverses protéines myofibrillaires. Dans la bande I par exemple, elle interagit entre
autres avec l'actine, I'a-actinine, la téléthonine, la myomésine ou la nébuline et dans la bande A avec la
myosine, la Myosin Binding Protein-C (MyBP-C) et l'obscurine (figure 18) (Kontrogianni-

Konstantopoulos et al., 2009).
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Figure 18 : Représentation schématique de la titine et de ses interactions avec des protéines partenaires
dans la bande A

Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2009
Les 10% restant de sa structure, située dans la bande A, sont formés d’'un domaine kinase et de
17 régions uniques qui ne présentent aucune homologie avec des séquences connues. C’est notamment
dans ces régions que l'on retrouve des sites de liaison a la calpaine 3 (figure 18) (Kontrogianni-

Konstantopoulos et al.,, 2009) (Charton et al,, 2015).

Les roles de la titine sont divers : elle intervient dans le maintien de la structure et I'élasticité des
sarcomeres mais également dans la transduction du signal que ce soit entre les myofibrilles ou entre le

noyau et les différents compartiments de la cellule musculaire (Kriiger and Kétter, 2016).
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Douée de propriétés intrinseques « élastique », un des réles majeurs de la titine lors du travail
musculaire est de résister a I'étirement excessif du sarcomeére en générant une force opposée a sa tension
et de maintenir 'alignement des filaments fins et épais. En effet, pendant la contraction d'un muscle strié,
la tension active provient de I'action des filaments fins sur les filaments épais et la tension passive résulte

de I'extension de la titine (Tskhovrebova and Trinick, 2003).

La titine interagit de deux maniéres avec la myosine: directement via de multiples sites
d’interaction répartis tout le long des filaments épais dans la bande A mais également indirectement par

I'intermédiaire de la myomésine et de la protéine M au niveau de la ligne M (Houmeida et al., 1995).

Au niveau de la strie Z, la titine est reliée a I'actine par I'a-actinine. Cette association de protéines
garantie le maintien de 'assemblage myofibrillaire au cours du travail musculaire. Toujours sur cette
méme ligne Z, la titine interagit avec la téléthonine (Faulkner et al, 2001)(voir paragraphe «la

téléthonine » [1.3.2.2.c.b]).

Différentes pathologies musculaires sont dues a des mutations retrouvées dans la titine et sont
regroupées sous le terme de titinopathies. On retrouve notamment dans ce groupe une dystrophie
musculaire des ceintures, la LGMD2] et une forme de dystrophie semblable a la dystrophie d’Emery

Dreifuss mais sans atteinte cardiaque.

La nébuline

Autre protéine géante, la nébuline, codée par le géne NEB (2q23.3), est étroitement associée aux
filaments fins d’actine, I'actine F (figure 17). De longueur similaire a la titine (=1pm), la plupart de sa
masse (97%) est composée de domaines modulaires répétés. Elle est connue pour ancrer son extrémité
C-terminale au niveau de la ligne Z du sarcomere. Sa structure allongée entraine de nombreuses

associations avec des protéines partenaires (figure 19).
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Figure 19 : Représentation schématique de la nébuline et de ses interactions avec des protéines partenaires
Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2009

42



Introduction

De la ligne Z a l'extrémité du filament d’actine on va trouver les protéines suivantes :
la tropomoduline, la tropomyosine, les troponines et I'actine, c’est-a-dire les composants majeurs du
filament fin. Il a été suggéré que la nébuline sert de matrice pour la mise en place de la bande I et que sa
longueur détermine celle des filaments fins. En effet, contrairement a la titine, la nébuline n’a pas de

propriété élastique, sa structure est inextensible.

La Nébuline régulerait donc la longueur du filament fin mais aurait également un réle dans le
controle des performances contractiles du muscle, via ses interactions avec la Myosine et I'a-actinine au
niveau de la bande I. Elle serait également impliquée dans la transduction de signaux, la transmission de

forces et le maintien de I'intégrité du sarcomere durant la contraction.

C’'est en fait'élément qui va préciser la largeur des disques Z et déterminer 'arrangement latéral
de ces derniers en rapport avec les myofibrilles adjacentes. Au niveau de la bande I, des interactions avec

la Myosine et I'a-actinine ont été mises en évidence, lui conférant ainsi un réle dans la contraction.

Des zones de contact avec la calmoduline, la MyBP-C, la capZ, la desmine, I'archvilline, la titine et

la myopalladine ont également été mises en évidence.

Son absence va se traduire par une réduction de la taille des filaments fins et un déficit des
performances contractiles du muscle. Des expériences réalisées sur des souris completement déficientes
en Nébuline, confirment que cette protéine renforce la probabilité d’attachement des tétes de Myosine

sur le filament d’Actine.

L’obscurine

Identifiée en 2001, I'obscurine, codée par le géne OBSCN (1g42), est la troisieme et derniere
protéine géante identifiée a ce jour dans le sarcomere. Elle est composée de plus de huit mille acides
aminés et comme les deux autres, la majeure partie de sa masse est constituée de motifs
immunoglobuline. C'est également un élément indispensable au maintien de I'intégrité du sarcolemme et
de la bonne symétrie des sarcomeres au sein des muscles des ailes de drosophiles (Katzemich et al,,
2012). Enfin, elle aiderait la dystrophine dans sa localisation au sein des costameres et aurait un réle

important dans I'organisation des microtubules sub-sarcolemmaux (Randazzo et al.,, 2013).

Les partenaires de 'obscurine sont multiples et leurs interactions se situent principalement au niveau de
la bande M. On retrouve notamment des associations avec la titine, la myomésine, les ankyrines, la MyBP-

C, la calmoduline ou encore la myosine (figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique de 'obscurine et de ses interactions avec des protéines partenaires
Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2009

b. La myotiline

Tout comme les précédentes protéines décrites, la myotiline, codée par le géne MYOT1(5q31), est
une protéine myofibrillaire qui joue un réle central dans 'assemblage du sarcomere. Co6té N-terminal, elle
est impliquée dans la stabilité et le contrdle du disque Z ou elle y ancre les filaments fins d’actine grace a

des interactions avec 'a-actinine.

Coté C-terminal, elle s’homodymérise par ses domaines immunoglobulines avec une autre molécule de
myotiline ce qui lui permet de couvrir I'intégralité d’'un sarcomere (figure 21). De cette manieére, elle
régule la taille des fibres musculaires et participe au maintien de la masse musculaire (Salmikangas et al.,

2003).

Myotilin Ac‘tin Nebulin

™ Titin
a-actinin
telethonin
CapZ

Figure 21 : Représentation schématique de I'assemblage de molécules de myotiline dans un sarcomére
Salmikangas et al., 2003

Lorsqu’elle est mutée, la myotiline est responsable de myopathie des ceintures de type 1A

(LGMD1A) (Nigro and Savarese, 2014; Reilich et al., 2011).
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c. L'a-actinine

L’a-actinine, présente sous forme dimérique dans les fibres contractiles, est le principal
constituant de la strie Z dont elle détermine I'épaisseur. Il en existe quatre isoformes dont trois sont
retrouvées au sein du muscle squelettique [ACTN1(14q22-24); ACTN2(1q42-43); ACTN3(11q13-14)].
L’a-actinine assure le lien entre les filaments fins en les interconnectant entre eux par des ponts
moléculaires laches, laissant ainsi la possibilité a la myosine Il d’entrer dans le faisceau. Le nombre de
ponts qu’elle effectue dans la strie Z est tres variable puisqu’elle adapte sa structure aux contraintes
mécaniques de chaque type de muscle. L’a-actinine n’est retrouvée que dans les faisceaux laches, et est

remplacée par la fimbrine dans les faisceaux serrés (Figure 22).
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Figure 22 : Interconnexion, dans la strie Z, des filaments d’actine par 'a-actinine ou la fimbrine
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »

C. Les protéines de régulation du sarcomere

En plus de son réle structural, la titine a également une fonction de « plateforme » pour
différentes protéines régulatrices du sarcomere. Parmi elles, on retrouve la calpaine 3, la téléthonine mais
aussi les Muscle Ankyrin Repeat Proteins (MARPs) ou encore la muscles-specific RING finger protein-1

(MURF-1).
a. La calpaine 3

La famille des calpaines

Décrites pour la premiere fois en 1964, les calpaines (pour Calcium-dependant papain-like
protease) « classiques » la calpaine-1 (ou p-calpain) et la calpaine-2 (ou m-calpain), respectivement codée

par les génes CAPN1 (11q13) et CAPNZ (1g41), ont été les principales étudiées jusque dans les années 90.
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Ce flt certainement dii au fait qu’elles s’expriment de maniére ubiquitaire dans tous les tissus des
mammiferes. Depuis, une douzaine d’autres membres ont été caractérisés, la plupart « non classiques ».
IIs sont ainsi qualifiés parce qu’ils ont subit des modifications de la structure primaire de leurs domaines
ou bien parce qu'ils s’expriment spécifiquement dans un tissu ou un organe donné pour y remplir une
fonction particuliére (Ono et al, 2016). Toutes sont des protéases a cystéine, non lysosomiales et
dépendantes du calcium. Leur réle est de réguler les fonctions cellulaires en hydrolysant certains

substrats de facon tres limitée et spécifique.

A l'exception de la calpaine 3 qui ne possede qu’une large et unique sous-unité catalytique, tous
les membres de la famille sont des hétérodimeres comportant une petite sous-unité régulatrice associée
a une grande sous-unité catalytique. La premiére est toujours identique tandis que la seconde, elle, est
variable selon le membre de la famille. L’'unité catalytique comprend quatre domaines structuraux dont
un domaine protéolytique, un domaine de liaison au calcium et deux domaines sans homologie connue

(Ono and Sorimachi, 2012).

Zoom sur la calpaine 3

La calpaine 3 codée par le gene CAPN3 (15q1-3) est exprimée de facon prépondérante dans le
muscle squelettique ot son ARNm est au moins dix fois plus abondant que ceux des grandes sous-unités
des calpaines p et m. Ce transcrit de 3,5kb code une protéine de 94kDa comportant les quatre domaines
caractéristiques des calpaines et trois courtes régions spécifiques: NS (pour N-terminal addition
Sequence), IS1 et IS2 (pour Insertion Sequence) (figure 23).

1w Cys 200 wo His Asn 800 &

1s2 L

~
Domaines protéolytiques 1 et I1 Domaine 111 Domaine IV

Figure 23 : Représentation schématique de la calpaine 3 et de ses différents domaines
NS : N-terminal addition sequence ; IS1 : insertion sequence ; CBSW : Calpain-type Beta-SandWich domain aussi appelé C2-
domain-like domain (C2L) ; PEF : Penta EF hand domain
Ono etal,, 2016
Les domaines NS et IS1, respectivement situés dans la région amino-terminale de la protéine et
dans un de ses domaines protéolytiques, sont spécifiques de la calpaine 3 et renferment chacun un site

d’autoclivage de la protéine. IS2 est quant a lui localisé entre les domaines III et IV et comprend un signal

de localisation nucléaire ainsi qu'un site de liaison a la partie N2A de la titine (Ono et al., 2016).
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ATlinverse des autres membres de sa famille, I'activité lytique de la calpaine 3 fonctionne lorsque
le taux de calcium cellulaire est bas ; son activation ne dépend pas d’un signal calcique. Sa demi-vie est
extrémement rapide et elle subit une autolyse immédiatement apres sa traduction ; elle exerce, en outre,
une activité protéolytique in vitro vis-a-vis d’autres protéines comme la fodrine ou la spectrine, deux

protéines du cytosquelette se fixant sur I'actine et dont la structure est proche de celle de la dystrophine.

Le gene CAPN3 est composé de 24 exons, couvre 40kb et a été localisé sur le chromosome 15 en
15q1-15q3. L’étude des ADN complémentaires (ADNc) du messager de la calpaine 3 humaine a mis en
évidence des épissages alternatifs touchant les exons 6, 15 et 16 et aboutissant a une grande variété de
messagers selon les tissus et le stade de développement. La traduction de ces isoformes entraine des

modifications de structure et de propriété de la calpaine.

L’absence de I'exon 6 affecte I'autolyse de la protéine, mais pas la dégradation de la fodrine ni la
liaison a la titine. Situé dans le site catalytique, I'exon 6 doit également jouer un réle déterminant dans la
reconnaissance d'un substrat spécifique. L’'épissage de I'exon 15, qui porte un site de localisation
nucléaire, peut moduler la localisation subcellulaire de la calpaine. Quant a la délétion de I'exon 16, elle a
deux effets : elle affecte les deux types de protéolyse, en accroissant leur dépendance vis-a-vis du calcium,

et entraine une augmentation de la liaison a la titine (Herasse et al.,, 1999; Ono et al.,, 2016).

Parmi les données récentes, une description de la structure cristalline de la calpaine a été faite.
Elle permet de comprendre comment le calcium modifie la conformation de I'enzyme et la rend

fonctionnelle (Partha et al,, 2014).

Chez TI'adulte, la calpaine s’exprime dans le tissu musculaire squelettique et les techniques
d'immunofluorescence utilisant des anticorps spécifiques ont mis en évidence sa localisation dans le

noyau.

Il a été également montré que, lors des dix premieres semaines du développement embryonnaire
humain, la calpaine 3 s’exprime de facon prépondérante dans le cceur puis qu’elle y décroit tandis que

son expression dans le muscle squelettique augmente (Ono et al., 2016).

C'est une protéine essentielle pour le bon fonctionnement du muscle squelettique et qui,
lorsqu’elle est mutée, est responsable de la dystrophie des ceintures la plus fréquente, la LGMD2A (Limb
Girdle Muscular Dystrophy type 2A) encore appelée calpainopathie. Elle est le siége de trés nombreuses

mutations réparties sur toute sa séquence, sans point chaud mutationnel particulier.
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Dans le but d’améliorer le diagnostic de la maladie, un pan de mes recherches a été consacré a
I'étude du caractere pathogene de mutations faux-sens retrouvées chez des patients souffrant de
calpainopathie. ]'ai étudié leur impact sur I'épissage de CAPN3 et montré que quasiment la moitié d’entre
elles provoquait la synthése de transcrits aberrants codant une protéine non fonctionnelle. ]’ai également
établi que ce phénomene de modification d’épissage peut aussi s’observer pour des mutations

synonymes, comme je I'ai démontré a partir d’'une biopsie musculaire de patiente (Sevy et al,, 2015).

b. La téléthonine

La téléthonine, codée par le géne TCAP(17q12), est une protéine sarcomérique de 19kDa
exprimée dans les muscles cardiaque et squelettique au niveau des disques Z. Elle intervient dans le
fonctionnement du tubule T, participe au bon assemblage du sarcomére et joue également un roéle dans
I'apoptose (Ibrahim et al., 2013; Knoll et al., 2011). Les analyses structurales de la protéine montrent
qu’elle est formée de diverses structures hélicoidales comportant de nombreux repliements ce qui lui

confére des roles totalement différents aux extrémités N- et C-terminales (Sadikot et al., 2010).

Cependant, sa forme en épingle a cheveux lui confére une forme pseudo-symétrique qui permet
la stabilisation antiparalléle de molécules de titine via deux domaines Ig-like spécifiques. Ainsi, il peut se
former un complexe comprenant deux titines accrochées a une téléthonine. La formation d'un tel
oligomeére a pour but d’augmenter la cohésion des titines entre elles et de renforcer leur ancrage a laligne
Z. C'est la coordination titine/téléthonine qui permet I'équilibre dynamique des muscles, la stabilité
(Pinotsis et al., 2006; Zou et al,, 2006).

Lorsqu’elle est mutée, la téléthonine est responsable de myopathie distale et de myopathie des
ceintures de type 2G (Nigro and Savarese, 2014). Elle est également connue pour jouer une action sur

une des voies de signalisation de la myostatine (Markert et al., 2010).

c. Les Muscle Ankyrin Repeat Proteins (MARPs)

La famille des MARPs renferme plusieurs membres dont la Cardiac Ankyrin Repeat Protein (CARP)
codée par le gene Ankrd1 (10q23), la Diabetes related Ankyrin Repeat Protein (DARP) codée par Ankrd23
(2q11) et 'ANKyrin-Repeat Domain 2 (Ankrd2 ; 10q23). Ces trois membres possedent tous un signal de
localisation nucléaire qui suggere qu’ils pourraient jouer un role de régulateur de la transcription
génique. Les MARPs sont connues pour interagir avec la titine a la ligne Z mais surtout dans sa région
N2A. Au niveau de ce dernier domaine, elles vont former un complexe avec la calpaine 3 pour participer
ala transduction de signaux entre la myofibrille et les noyaux (figure 24, voir paragraphe suivant) (Ojima

etal,, 2005).

48



Introduction

Des études réalisées sur des modeles murins de LGMD2] et LGMD2A ont montré que la perte
d’interaction entre titine et calpaine 3 provoque une surexpression de CARP conduisant a une
dégénérescence musculaire sévere. Ceci s’explique entre autres parce que I'expression de cette MARP est
sous la dépendance de la calpaine 3 qui la régule en la clivant du c6té N-terminal. CARP joue elle-méme
un réle important dans la régulation transcriptionnelle de nombreux genes tel que NF-«kB (Laure et al,

2009, 2010; Ojima et al., 2005).

d. La muscles-specific RING finger protein-1 (MURF-1)

Lorsque MURF-1 (TRIM63; 1p34) est exprimée de maniere exogene dans des cellules
musculaires, on constate une désorganisation de 'assemblage protéiques a la ligne M, autour de la titine.
Cette protéine a donc un role critique dans la construction de I'échafaudage moléculaire mis en place a
ce niveau (figure 24). D’autres expériences montrent qu’elle intervient dans la régulation de I'expression
génique, notamment via des interactions avec la glucocorticoid modulatory element binding protein-1
(GMEB-1, 1p35) qui contrdle la transcription en fonction des taux de glucocorticoides cellulaires (Ojima
et al, 2005). Il a également été établi que MURF-1 a des activités ubiquitine-ligase qui lui permettent
d’'intervenir dans des processus d’atrophie musculaire et de contréler le renouvellement protéique

(Palma et al., 2008).

zZ M 4

\4 v v

e oo 07 Y L ) (v o o amy vy o oo a ]
] P = o W
T-cepw& AMURF-1 o ™ Sp94. " i Tcdp
> \flae : ; G/ \dARBs  Titi
;EMQ.l::sE; P4 P TMARPS/ | :l‘:f"‘ Titin
tinin A R DY e ‘ ':‘1;10-
nz'v- N2A N2A "“
(b)
Titin N-ter MARPs p94 Titin N-ter

G
deletion in mdm
© M-line
Titin N-ter ‘
is1 is2 is3 is4 is5 isé is7
A167A168A169A170 Kinase M1/ | M2 M3 |M4 /M5 |M6 | M7 M8 M9 M0
MURF-1 94
p94 P MURF-1
is7 is6 is5 is4 is3 is2 is1
f Titin N-ter

Figure 24 : Organisation des protéines de structure du sarcomére
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Enfin, le site de fixation de MURF-1 sur la titine est proche du site de fixation de la calpaine 3, ce
qui laisse supposer qu’elles interagissent a ce niveau. Cette hypothese est notamment appuyée par le fait
que, chez les patients atteints de LGMD2A, on retrouve des taux de MURF-1 plus élevés que la normale et
un niveau d’expression génique plus important. MURF-1 est donc une protéine qui joue un réle important

dans ’homéostasie du muscle squelettique (Fanin et al.,, 2013; Ojima et al., 2005).

D. Les protéines d’ancrage a la membrane basale

a. Les filaments intermédiaires et la desmine

Les filaments intermédiaires possédent une structure moléculaire unique qui les distingue des
autres composants du cytosquelette. A l'inverse de l'actine et de la myosine qui sont des protéines
globulaires, 'unité de base des filaments intermédiaires est un dimere tres allongé (~45 nm) et tres fin
(~2-3 nm). Dans le muscle squelettique comme dans d’autres types cellulaires dans lesquels ils sont
présents, les filaments intermédiaires s’assemblent spontanément entre eux, sans suivre d'axe de
polarité particulier. Ils s’organisent en un réseau supramoléculaire complexe qui s'étend de la surface du

noyau a la membrane plasmique.

Ce sont des éléments trés stables mais non statique, qui résistent a la dénaturation dans des
tampons trés dénaturants. Ce réseau implique I'association avec d’autres constituants du cytosquelette
et la présence de nombreuses protéines "accessoires" dites IFAPs (Intermediate Filament Associated

Proteins).

La desmine, codée par le gene DES (2q35) est un des principaux composants des filaments
intermédiaires, c’est la protéine caractéristique des cellules musculaires. Localisée dans les disques Z et
orientée longitudinalement, elle relie les myofibrilles les unes aux autres dans le sarcomeére et les fixe

d’un c6té a la lame basale et de 'autre a la face cytosolique de I'’enveloppe nucléaire (figure 25).
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Figure 25 : Répartition des filaments de desmine dans la cellule musculaire

http://www.jci.org/articles/view/38027 /figure/1

Cette organisation en réseau fibreux rigide permet la transmission, a la membrane plasmique, des
forces générées par I'appareil contractile. La communication dans le sens inverse est également assurée

par intégration de signaux en provenance de la matrice extracellulaire vers les organites cytoplasmiques.

Dans le muscle, la desmine interagit avec de nombreux partenaires et ce, a différents niveaux.
Dans le sarcolemme, elle s’associe avec la nébuline, I'actine, la titine, I'a-actinine ou encore la myosine et
la dynéine. Au niveau des jonctions neuromusculaires, on la retrouve interagissant avec la tubuline et la
dystrobrévine. A I'opposée, ses connexions aux lamines lui permettre d’entrer en interaction de maniére

indirecte avec d’autres protéines telle que I'émerine ou encore le facteur MyoD (Frock et al., 2006).

Le nombre croissant de partenaires de la desmine tend a penser qu’elle joue un role important
dans la régulation de la fonction musculaire. Son implication dans des pathologies musculaires telles que

la LGMD1E ou 2R semble le confirmer (Nigro and Savarese, 2014).
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3.2.3. La fibre musculaire

Les fibres musculaires sont des entités cellulaires cylindriques dont la longueur est
proportionnelle a celle du muscle auquel elles appartiennent. Chacune d’entre elles est formée de la
fusion de plusieurs centaines de cellules musculaires — ou myoblastes - en un syncytium plurinucléé. Les
nombreux noyaux qui les constituent sont situés a la périphérie du cytoplasme (sarcoplasme), accolés a
la membrane plasmique (sarcolemme) qui est elle-méme doublée d’'une lame basale. La fibre musculaire
striée a un diametre qui varie entre 10 et 100 nm, elle contient tous les organites et inclusions cellulaires
classiques tels qu'un appareil de Golgi, des vésicules, de nombreuses mitochondries, un réticulum

endoplasmique lisse et un granuleux.

A. Structure et composition interne

a. Le sarcolemme

Comme toute membrane plasmique, le sarcolemme constitue une interface entre
I'environnement cellulaire interne et le milieu extracellulaire. Il est formé d'une double couche de
phospholipides dans laquelle sont enchissées de nombreuses protéines transmembranaires qui

représentent environ la moitié de sa masse totale.
Parmi les fonctions de ces protéines, on notera des roles importants dans :

- Letransportsélectif, actif ou passif, de petites molécules (ions, glucose, acides aminés) et ce, grace
a l'utilisation de pompes a solutés ou de canaux hydrophiles insérés dans la membrane. Ce
processus de transfert ionique participe de maniére centrale a la production et la propagation du

potentiel d'action dans la fibre.

- Laréception de messages chimiques délivrés par les hormones et les neurotransmetteurs au pole

extracellulaire de la cellule et notamment au niveau de la plaque motrice.

- L'ancrage d'éléments du cytosquelette a la matrice extracellulaire et a la membrane basale afin

de stabiliser le sarcolemme que sa composition rend treés fluide.

- Latransmission de la force de contraction produite au niveau du sarcomeére jusqu’a la membrane

basale.

Sur la face externe du sarcolemme, la plupart des protéines transmembranaires et certains lipides
sont conjugués a des chaines de polysaccharides pour former des glycoprotéines et des glycolipides.
Plusieurs dystrophies musculaires sont directement liées a des déficits en ces protéines ou en protéines

interagissant avec elles.
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b. Le tubule transverse

La présence de tubules transverses (tubule T) est caractéristique des cellules musculaires. Ce sont
de profondes invaginations du sarcolemme qui courent transversalement au travers de la fibre pour

former un réseau complexe de branches en contact avec les myofibrilles (figure 26).

Figure 26 : Tubules transverses.
Observation en microscopie électronique sur coupe longitudinale de fibres musculaires.
Les fléches indiquent les tubules T
Extrait de « Junqueira's Basic Histology : Text and Atlas 12° édition »

[Is permettent entre autres, d’apporter le potentiel d’action musculaire dans la profondeur de la
cellule via leur contact avec les myofibrilles et I'appareil contractile. Les tubules T sont répartis

régulierement au sein de la cellule et sont positionnés a la jonction bande A/bande I.

c. Le réticulum sarcoplasmique

Dans la cellule musculaire, le réticulum endoplasmique lisse change de nom et devient le
réticulum « sarcoplasmique », du fait du haut niveau de spécialisation qu’il acquiert notamment dans sa
capacité a stocker et relarguer le calcium. C'est un sac membraneux complexe dont l'intérieur est
entierement séparé du cytoplasme de la fibre. Sa structure est faite de deux parties topographiquement
distinctes : la premiere, appelée réticulum sarcoplasmique longitudinal apparait tel un fin réseau qui
court le long des myofibrilles. La seconde région est appelée réticulum sarcoplasmique jonctionnel, elle
suit les tubules T a I'intérieur de la cellule et voit ses extrémités s’élargir en grosses protubérances, les

citernes terminales (figure 27).

Cette différence structurale est assortie d'une différence fonctionnelle: le réticulum
sarcoplasmique longitudinal est plus spécialement impliqué dans la recapture du calcium tandis que le

jonctionnel est spécialisé dans sa libération.
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Membrane plasmique
Myofibrille

Tubule transverse

Réticulum sarcoplasmique
longitudinal

Réticulum sarcoplasmique
jonctionnel

Figure 27 : Disposition du réticulum sarcoplasmique dans la cellule musculaire
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »

d. Latriade

L’association d'un tubule T et des deux citernes terminales qui I'entourent forme une structure
caractéristique appelée triade. Dans la zone de rencontre entre le tubule T et le réticulum sarcoplasmique,
les deux membranes sont trés proches l'une de I'autre c’est pourquoi, en microscopie électronique, on

distingue des pieds de condensation liant les deux membranes (figure 28).

En section transversale sur ces mémes coupes, les tubules T sont souvent vus aplatis, sous forme
de triade avec une portion de réticulum sarcoplasmique arrondie de chaque coté. Ailleurs, leur section

transverse a tendance a étre circulaire.

Myofibrille

Pied de condensation

Tubule transverse

Réticulum sarcoplasmique
0,5um longitudinal

Figure 28 : Triades observées au microscope électronique
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »

54



Introduction

Comme nous le verrons plus loin, la triade est un élément extrémement important dans la cellule
musculaire puisqu’elle renferme notamment des canaux calciques jouant un rdle crucial dans la
contraction. Parmi les protéines qui la constituent, la triadine (TRDN ; 6q22) est un élément clé pour le
maintien de sa structure et son fonctionnement optimal. En effet, quand elle est absente, comme c’est le
cas dans le modéle murin KO-triadine, on observe une mauvaise orientation des tubules T et un
aplatissement des citernes terminales (lumiere du réticulum = 68nm chez la souris sauvage contre 26nm

chez la souris KO) (figure 29) (Oddoux et al.,, 2009).

Figure 29 : Des défauts de structures du réticulum sarcoplasmique apparaissent chez la souris Ko-triadine.
Des tubules T sont retrouvés orientés perpendiculairement a la jonction bande A - bande I, et I'épaisseur de certaines citernes
terminales est diminuée comparé au WT.

Oddoux et al., 2009

B. Environnement extérieur de la fibre

De toutes les interactions existantes entre les cellules d'un organisme pluricellulaire, celles
intervenant dans le maintien des cellules entre elles sont les plus fondamentales. Elles peuvent étre de
différentes sortes, il peut s’agir d’adhésions entre cellules par lintermédiaire de matériaux
extracellulaires qu’elles sécretent, de jonctions d’ancrage intercellulaires, de jonctions serrées... Quoi
qu'il en soit, elles doivent d’'une fagon ou d'une autre, s’associer les unes aux autres pour constituer un

tissu organisé. Ce chapitre se focalise sur 'environnement extérieur de la cellule musculaire.

a. Lalame basale

Lalame ou membrane basale se situe a I'extérieur de la membrane plasmique, c’est une fine feuille
de matrice extracellulaire tres résistante, qui sous-tend de pres les épithéliums de tous les animaux
multicellulaires. Chez les vertébrés, elle entoure chaque cellule musculaire et sépare les membranes
plasmiques des cellules nerveuses et musculaires au niveau des synapses. C’est une structure librement
perméable qui renferme des cellules spécifiques du muscle, les cellules satellites (voir page suivante). Au
niveau de sa structure, la lame basale est formée d’un réseau de fibres qui s’organisent sur une ossature

de glycoprotéines reliées les unes aux autres et maintenues serrées.
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La composante fibreuse de cet espace est représentée par le collagéne dont on connait au moins
dix-neuf variétés. Dans la cellule musculaire, la forme la plus abondement retrouvée est le collagene de
type VI assemblé en un réseau en forme de feuillet. Pour la fraction glycoprotéique, ce sont les molécules
de laminine 2 qui sont majoritairement présentes, elles s’associent entre elles via leurs bras latéraux pour
former un second réseau de soutien pour la cellule. Il faut ajouter a cela, le perlécane, un volumineux
protéoglycane a héparane sulfate qui permet de souder les réseaux de collagene et de laminine entre eux.
Enfin, on retrouve également dans la membrane basale, des intégrines et d’autres récepteurs

sarcolemmaux.

Comme dans tous les épithéliums, la lame basale apporte un support mécanique au tissu
musculaire et forme a la fois une interface et un point d’ancrage avec le tissu conjonctif lache. Ce systéme
d'amarrage entre les deux milieux permet a la cellule musculaire de s'adapter aux contraintes

mécaniques, en particulier aux déformations qu'elle subit lors d'une contraction du muscle.

Elle peut néanmoins avoir d’autres roles comme celui d’influencer la polarité et la différentiation
cellulaire ou bien encore, servir de guide pour la migration des cellules satellites. En effet, apres 1ésion
d’une fibre musculaire, la membrane basale va former un cadre dans lequel aura lieu la régénération du

muscle.

Dans la région synaptique, la lame basale a un caractere chimique distinct, avec des isoformes
particulieres du collagéne IV et de la laminine, ainsi qu'un protéoglycane différent, 1'agrine. Cette
variation de composition lui permet de jouer un réle central dans la reconstruction de la synapse apres
une lésion nerveuse ou musculaire. Elle va coordonner sa réorganisation spatiale dans chacun des deux

types cellulaires qui forment la jonction neuromusculaire.

b. Les cellules satellites

Les cellules satellites sont appelées ainsi du fait de leur localisation en périphérie de la fibre, dans
la lame basale (figure 30). Elles représentent une population de cellules myogéniques mononuclées non

différenciées et sont responsables de la régénération musculaire.

cellule satellite

Figure 30 : Une cellule satellite dans une fibre musculaire squelettique
Extrait de « Biologie moléculaire de la cellule - 5° édition »
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En absence de 1ésion, elles sont maintenues dans un état quiescent en phase GO du cycle cellulaire.
Lors de leur activation, apres une lésion d’origine génétique ou traumatique, elles sortent de cet état,
repartent dans le cycle cellulaire et adoptent un phénotype activé caractéristique, tres proche de celui
des myoblastes embryonnaires. Elles vont par exemple ré-exprimer le facteur de transcription MyoD,

proliférer puis sortir a nouveau du cycle cellulaire pour s’engager dans la voie de différenciation

nécessaire a la réparation des fibres lésées.

Lors de leur activation, une minorité de cellules satellites échappent a la prolifération et
retournent a un état quiescent sans s’étre différenciées. Ce phénomene de division asymétrique permet
de restaurer la population de cellules satellites précurseurs. Néanmoins, il a été démontré que la capacité
proliférative de ces cellules est limitée chez I'étre humain, elles se rapprochent plus dans ce sens de

progéniteurs spécifiques musculaires que de véritables cellules souches.

Ainsi, dans le cas des dystrophies musculaires, cette population cellulaire pourra palier aux
déficits engendrés par les protéines défectueuses mais ce, uniquement jusqu’'a épuisement du stock de
cellules de réserve. C’est a partir de cette étape que la maladie va progresser et que la dégénérescence

musculaire va s’amplifier (Jiang et al,, 2014).

c. Les costameres

Les costameres sont généralement décrits comme des épaississements de membrane disposés a
intervalles réguliers sur la face interne du sarcolemme, en regard des stries Z. Leur role est identique a
celui des contacts focaux observés au pole basal des cellules épithéliales : ils servent a attacher et
renforcer le contact entre la membrane sarcoplasmique et la lame basale. Ce sont des sites bien délimités
dans lesquels on retrouve de nombreuses protéines, notamment la dystrophine, qui interviennent dans

la mise en place des renforcements entre la cellule et son milieu extérieur.

Dans la partie intracellulaire, au niveau des costameres, diverses molécules telles que
plectrine/desmine ou encore vinculine/actine s’associent pour former des complexes qui vont interagir
avec des intégrines, plus particuliérement les intégrines 1, au niveau du sarcolemme. En regard de ces
molécules, I'interaction se prolonge dans la lame basale, entre les intégrines et d’autres protéines comme

la fibronectine.

La bonne mise en place d’'un tel échafaudage protéique est indispensable a la survie et au bon
fonctionnement des fibres musculaires. Comme nous le verrons dans les chapitres suivants, il est
nécessaire de considérer la cellule musculaire comme un ensemble intégré ou le dysfonctionnement d’'un

seul maillon de la chaine retentit sur la capacité fonctionnelle du tout.
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d. La matrice extra cellulaire et 'endomysium

Comme nous venons de le voir, la lame basale est une portion spécialisée de matrice
extracellulaire, commune a tous les épithéliums et considérée comme un archétype exemplaire. Il faut
donc la distinguer de la matrice extracellulaire dans sa forme classique, qui est plus volumineuse, plus
variée et qui se trouve dans les tissus conjonctifs. Ces tissus renferment de nombreux fibroblastes qui
sécrétent des éléments constituant la matrice extracellulaire. Il est intéressant de noter que les molécules
qui constituent la lame basale et la matrice extracellulaire sont largement similaires mais qu’elles ne sont

pas présentes dans les mémes proportions et peuvent varier dans leur organisation.

Dans le muscle, les fibroblastes sont situés encore plus a la périphérie de la lame basale, entre les
fibres musculaires. Ils sécretent les fibres de collagene qui vont s’associer aux chaines de
glycosaminoglycanes et aux protéoglycanes pour former I'endomysium. Ceci constitue la « substance

fondamentale », un gel fluide hydrophile au sein duquel ions et métabolites diffusent aisément.

Les intégrines, composants principaux de la matrice extracellulaire

Les cellules fabriquent la matrice extracellulaire, 'organise et la dégrade. La matrice en retour
exerce de puissantes influences sur les cellules. Ces influences sont surtout exercées par des protéines
transmembranaires d’adhésion cellulaire, qui agissent comme des récepteurs de la matrice. Ces
récepteurs attachent la matrice extracellulaire au cytosquelette de la cellule, mais leur role ne s’arréte
pas a cette simple liaison mécanique passive. Plusieurs types de molécules peuvent servir de récepteurs

ou corécepteurs mais, sur les cellules animales, les récepteurs principaux sont les intégrines.

Comme les cadhérines qui servent principalement a attacher les cellules entre elles, ce sont des
maillons transmembranaires dont le réle est d’ancrer les protéines de la matrice extracellulaire au
cytosquelette des cellules musculaires (généralement via des connexions avec l'actine). Elles jouent
également un role dans les adhésions cellule a cellule ainsi que dans la migration et la différentiation des

cellules au cours du développement.

Ces protéines réceptrices du sarcolemme sont des molécules dimériques composées d'une sous-
unité a et d'une sous-unité B. Il existe de nombreuses isoformes de ces molécules qui peuvent s’associer
et donner naissance a une grande variété d’hétérodimeres. Certaines sont spécifiques d’'un tissu, comme
la sous-unité a7 qui ne s’exprime que dans les muscles squelettiques et cardiaque. Dans ces organes, elle
est retrouvée associée a la sous-unité 31 avec laquelle elle forme un important récepteur cellulaire pour

la laminine 2.
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Les membres de cette famille ont la capacité de transmettre des signaux a travers la membrane
plasmique, dans les deux sens. La liaison d’'une composante de la matrice a une intégrine peut envoyer
un message vers l'intérieur de la cellule, mais les conditions intracellulaires peuvent aussi envoyer un
signal vers I'extérieur, pour controler la liaison de I'intégrine a la matrice. Une tension appliquée sur une
intégrine fait qu’elle renforce sa prise sur les structures intra- et extracellulaires, a I'inverse, la perte de
tension peut l'inhiber entrainant alors une séparation des complexes de signalisation moléculaire de
chaque c6té de la membrane. De cette facon, les intégrines peuvent non seulement servir a transmettre

un signal, mais également a le convertir en un autre type de message.

e. Les cavéoles

Lorsque la fibre musculaire n’est pas sollicitée et qu’elle est maintenue a sa longueur de repos,
son sarcolemme apparait gondolé, couvert de petites dentelures, les cavéoles. Ce sont de petites
invaginations de membrane en forme de vésicules rondes ouvertes vers I'extérieur qui permettent

d’augmenter la surface musculaire de 60 a 80% pendant le développement et méme a I’dge adulte.

Fixées dans la membrane et étroitement unies au systeme tubulaire transverse, elles jouent un
role dans 'organisation de la membrane, le trafic membranaire, la pynocytose ou encore la transduction
de signaux. Les cavéoles représentent également des sites d’arrimages pour protéines de signalisations
dans les zones membranaires riches en lipides particuliers. Dans le muscle, une protéine spécifique
intervient dans leur constitution, la cavéoline 3. Cette protéine, connue pour interagir avec la dystrophine
et le complexe « Dystrophin-Associated Glycoprotein Complex » (DAGC), joue un role clé dans la fusion des

myoblastes en myotubes lors du processus de maturation des fibres musculaires.

3.3. Les faisceaux et enveloppes externes du muscle

Dans le muscle, les fibres musculaires sont groupées en faisceaux et assemblées entre elles par du tissu

conjonctif organisé en trois enveloppes interconnectées.

3.3.1. L'endomysium

La premiére enveloppe conjonctive qui entoure individuellement chaque fibre musculaire est
I'endomysium. Comme nous l'avons vu précédemment, il est essentiellement composé de matrice
extracellulaire, un tissu conjonctif lache qui renferme des fibroblastes, des capillaires, des fibres
nerveuses sensitives et motrices mais également des mastocytes préts a intervenir en cas de réactions

inflammatoires.
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3.3.2. Le périmysium

Le périmysium assemble les différentes fibres musculaires qui se groupent pour former des fascicules.
IIs renferment les faisceaux musculaires (chacun constitués de dix a cent fibres) ainsi que des artérioles
et veinules qui donneront naissance, dans I'endomysium, au fin réseau de capillaires qui assure la
vascularisation de chaque fibre musculaire. Dans cette enveloppe, on trouve également des rameaux
nerveux constitués de fibres myéliniques dont les branches vont se ramifier dans I'endomysium pour

terminer a la jonction neuromusculaire, au centre de chaque fibre qu’elles innervent.
3.3.3. L’épimycium

L’épimycium est I'enveloppe la plus externe, c’est un tissu conjonctif dense qui entoure plusieurs
faisceaux pour constituer le muscle a proprement parlé. Il est traversé par de gros vaisseaux, artéres et

nerfs qui s’y ramifient avant de pénétrer dans les couches musculaires plus internes.

3.3.4. Les tendons

A l'extrémité des fibres musculaires, les membranes externes deviennent irréguliéres, dentelées

et se lient étroitement au tissu conjonctif pour former les tendons.

Le role des tendons est d’unir les muscles au squelette osseux et de réguler la contraction
musculaire. Flexibles et trés résistants, ils sont principalement composés de fibres de collagéne I et
d'élastine qui leur conferent des propriétés viscoélastiques. Ils ont également une capacité a

emmagasiner de 'énergie pour leur permettre de s’adapter a I'exercice physique.

Selon les pieces squelettiques sur lesquelles ils s’insérent et en fonction du type de muscles
auxquels ils sont attachés, la forme des tendons varie : ils peuvent étre ronds, plats, courts ou longs. Sur
le plan structural, les tendons peuvent étre divisés en trois régions : la jonction musculo-tendineuse, le
corps et la jonction tendino-osseuse. Chacune de ces régions intervient dans le transfert des forces
mécaniques aux articulations et amortie ainsi les contraintes sur les structures péri-articulaires comme

les ligaments.
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4. Fonctionnement du muscle

4.1. Jonction neuromusculaire et membrane postsynaptique

La jonction neuromusculaire est une structure essentielle pour le fonctionnement du muscle car
elle assure la transmission de la commande provenant du motoneurone «, qu’elle soit d’origine
volontaire, automatique ou réflexe déclenchant ainsi la contraction musculaire grace a un médiateur,

I'acétylcholine.

Une jonction neuromusculaire est une connexion synaptique entre la branche axonale d'un
motoneurone et la fibre musculaire. On ne la voit pas souvent en microscopie électronique sur des coupes
issues de biopsies car il y a seulement une jonction par fibre et la probabilité que la coupe passe par cette
région est faible. A ce niveau, le sarcolemme présente des replis trés irréguliers ; il y a souvent des noyaux

ainsi qu'une accumulation de glycogéne et de mitochondries juste sous la jonction.

Dans la terminaison présynaptique, I'acétylcholine est stockée dans les vésicules avec de I'ATP et
une hormone peptidique, le « calcitonin gene-related peptide ». Les potentiels d’action, qui arrivent au
niveau de la terminaison axonale, ouvrent des canaux calciques voltage dépendants. L’afflux de calcium
provoque alors la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane nerveuse présynaptique et la
libération de leur contenu dans I'espace synaptique. Ce relargage est donc dépendant de la présence de

calcium a l'extérieur, et est ralenti par une concentration élevée de magnésium. La quantité

d’acétylcholine relachée a partir d’'une seule vésicule synaptique s’appelle un quantum.

La membrane postsynaptique de la fibre musculaire contient des récepteurs a I'acétylcholine qui
sont situés sur les crétes de plis. La cholinestérase, 'enzyme qui hydrolyse I'acétylcholine, est synthétisée
par la fibre musculaire et secrétée dans I'espace synaptique ou elle se lie a la lame basale qui remplit
I'espace synaptique. La liaison de I'acétylcholine au récepteur postsynaptique entraine une
dépolarisation de la membrane de la fibre musculaire. La propagation de cette dépolarisation dépend du
nombre de récepteurs liés a I'acétylcholine, qui dépend lui-méme du nombre de vésicules synaptiques

ayant libéré leur contenu dans la fente synaptique.

Un seul quantum d’acétylcholine produit une dépolarisation de la membrane appelée potentiel de
plaque motrice miniature (MEPP). S’il y a suffisamment de quanta d’acétylcholine libérés en méme temps,
les MEPP vont s’additionner et produire une dépolarisation suffisamment importante pour déclencher
un potentiel d’action. La membrane musculaire postsynaptique est riche en canaux sodiques,
particulierement dans ses plis ; cela assure la naissance d’'un grand potentiel d’action a partir de la
dépolarisation, qui va se propager le long du sarcolemme et des membranes des tubules T. Une fois
hydrolysée, la choline libre est recaptée par la terminaison axonale présynaptique ou elle est synthétisée

de nouveau en acétylcholine.
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4.2. Propagation du potentiel d’action et couplage excitation-contraction

Dés que l'influx nerveux arrive a la plaque motrice, I'acétylcholine est libérée dans la fente
synaptique, se fixe sur les récepteurs nicotiniques et déclenche leur ouverture. Ces récepteurs
appartiennent a la superfamille des canaux ioniques activés par des ligands (Ligand-Gated Ion
Channels ou LGIC). Ils sont composés de cinq protéines transmembranaires arrangées en un hétéro-
pentamere comprenant deux sous-unités a et trois autres sous-unités distinctes : 3, y, et 8. L’ensemble

forme un pore permettant le passage de cations a travers la membrane.

L’ouverture du récepteur nicotinique provoque une entrée et une diffusion massive d’ions sodium
dans le sarcoplasme qui font naitre a leur tour, une vague de dépolarisation. La différence de potentiel
ainsi créée va se propager tout le long du sarcolemme, dans les tubules T, et se diffuser jusqu’aux citernes

terminales du réticulum sarcoplasmique. Il en résulte un afflux massif de calcium dans le cytoplasme.

Deés lors, les ions calcium vont pouvoir se fixer sur la sous-unité C de la troponine et initier le
changement de conformation du complexe tropomyosine/troponine/actine pour libérer les sites de
fixation de la myosine sur les microfilaments. Par hydrolyse d’ATP, les tétes de myosine vont se mettre
en mouvement et enclencher le glissement des filaments fins sur les filaments épais. Ce processus est
connu sous le nom de couplage excitation-contraction car il permet la transformation d'un signal

électrique en un travail mécanique (figure 31).
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Figure 31 : Régulation de la contraction via le complexe tropomyosine/troponine
D’apres : https://coeuretmaladiescoronariennes.files.wordpress.com/2016/05/img411.jpg?w=1075

4.3. Role du Calcium

Le calcium est I'élément clé dans la gestion de la contraction puisque c’est sa concentration
intracellulaire qui détermine I’état d’activation du muscle. Au repos, elle est faible (<0,1pM) mais peut
grimper jusqu'a mille fois plus pour atteindre 0,1mM lors d'une stimulation. De ce fait, les mouvements
calciques dans la cellule doivent étre strictement contrélés pour que I'homéostasie cellulaire soit

maintenue.
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La plus grande partie des flux et reflux de calcium est sous la dépendance d’'un gradient de
concentration qui existe entre le compartiment cytosolique et le milieu extracellulaire. C’est I'utilisation
de divers transporteurs ainsi que la gestion de I'ouverture ou de la fermeture de canaux situés sur la
membrane plasmique qui va permettre un premier niveau de régulation. Un autre point de controle
important s’effectue au niveau d'une réserve calcique intracellulaire, le réticulum sarcoplasmique

(Harraz and Altier, 2014).

Plusieurs familles de canaux répartis sur différentes membranes, participent a I'entrée massive
de calcium dans le sarcoplasme lors de la contraction ainsi qu’a sa sortie lors de la relaxation musculaire.

IIs sont décrits plus en détails dans les paragraphes suivants.

4.4. Les canaux mis en jeu au cours de la contraction musculaire

4.4.1. Les canaux sarcolemmaux controlant I'entrée extracellulaire de calcium

A. Les canaux calciques voltage-dépendants (Voltage-Dependent Ca2+ Channels (VDCC))
a. Le récepteur aux dihydropyridines (DHPR)

Ce premier groupe de canaux est le plus fréquemment retrouvé sur la membrane plasmique des
cellules excitables. Les différents membres qui le constituent sont activés par des différences de
potentiels bien définies. Le principal représentant de cet famille est le récepteur aux dihydropyridines

(voir plus loin).

B. Les canaux calciques non voltage-dépendants

a. Les Receptor-Operated Channels (ROC)

Les premiers sont les Receptor-Operated Channels (ROC) qui s’ouvrent suite a la fixation de
ligands tels que le diacylglycérol (DAG) sur leur domaine intracytosolique. Leur activation résulte de la
mise en place d'une cascade de réactions mettant en jeu des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
et des récepteurs tyrosine-kinase (RTK). Ces deux types de récepteurs activent la phospholipase C (PLC)
qui va a son tour, hydrolyser le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;) en inositol 1,4,5-
trisphoshate (IP3) et diacylglycérol (DAG). C’est cette derniere molécule qui activera les ROC pour

permettre I'entrée de calcium extracellulaire.
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b. Les Store-Operated Channels (SOC)

Autres membres de la famille des canaux calciques non voltage-dépendants, les Store-Operated
Channels (SOC) encore appelés Calcium Release-Activated Channels (CRAC) ou Calcium Induced Calcium

Release (CICR) s’activent lorsque la concentration calcique du réticulum sarcoplasmique diminue.

L’'information est alors transmise au sarcolemme via un messager « senseur calcique », STIM1,
situé sur la membrane du réticulum sarcoplasmique. Ce processus d’activation est décrit plus en détail

dans le paragraphe « couplage STIM1/SOC ».

c. Les échangeurs d’'ions sodium/calcium (NCX)

Les échangeurs d’ions sodium/calcium (Na*/Ca?* exchanger (NCX)) constituent la troisieme et
derniére famille de molécules permettant les mouvements d’ions calcium entre les milieux intra et
extracellulaires. Ce sont des transporteurs sodiques et calciques controlés par un gradient ionique
(3Na*/1Ca?*) de maniere ATP-indépendante. Ils ont la particularité de fonctionner dans les deux sens,
soit selon un mode « forward » couplant un influx de sodium a une extrusion calcique contre son gradient
électrochimique, soit selon un mode « reverse » permettant une entrée de calcium dans la cellule et une
sortie sodique simultanée (Altamirano et al., 2014). Retrouvés dans différents tissus et notamment dans
le muscle cardiaque (Iwamoto et al., 2007; Philipson and Nicoll, 2000), les NCX sont principalement mis

en jeu dans le sens forward.

Trois isoformes distinctes ont été identifiées : NCX1, NCX2 et NCX3. Seules les isoformes 1 et 3
sont retrouvées exprimées au niveau des tubules transverses et du sarcolemme dans le muscle
squelettique. L'expression de NCX1 est prépondérante durant le développement embryonnaire et la
maturation postnatale puis décroit graduellement et concomitamment avec 'augmentation de NCX3, qui

sera elle, prédominante dans le muscle mature (Altamirano et al,, 2014).

4.4.2. Les récepteurs membranaires controlant la sortie de calcium du réticulum

sarcoplasmique

Comme nous I'avons vu précédemment, la contraction musculaire est due a une augmentation
tres importante du calcium cytosolique notamment via une libération massive de calcium stocké dans le

réticulum sarcoplasmique.

A. Les récepteurs a la ryanodine

Plusieurs canaux participent a ce phénomeéne de relargage. Le principal est le récepteur a la

ryanodine (RyR1) qui fait partie du complexe de relachement du calcium décrit en détail plus loin.
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B. Les récepteurs a l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)

Sur la membrane du réticulum, on trouve également des récepteurs de type IP3R qui s’ouvrent
lorsqu’ils fixent leur ligand, I'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Comme les molécules de diacylglycérol
précédemment décrites, I'IP3 résulte du clivage du PIP2 par la protéine PLC. Ces récepteurs

sarcoplasmiques sont donc activés de maniere indirecte par les RCPG et les RTK.

C. Les récepteurs « senseur calcique »

Les derniers récepteurs auxquels nous nous intéresserons dans l'étude de l'augmentation
cytosolique de calcium sont les récepteurs de type STromal Interaction Molecule (STIM). Ils sont
majoritairement situés a la membrane du réticulum sarcoplasmique et servent de messager pour les

récepteurs SOC situés sur le sarcolemme.

4.4.3. Le complexe de relachement du calcium (CRC)

Dans le muscle squelettique, le calcium est majoritairement libéré au niveau de la triade par

'association de deux canaux principaux qui forment le complexe de relachement du calcium (CRC).

Le premier est un canal calcique voltage dépendant, le récepteur aux dihydropyridines (DHPR),
situé sur la membrane du tubules T dans la triade. Il est activé par I'arrivée du potentiel d’action dans le

tubule T.

Le second, situé sur la membrane du réticulum sarcoplasmique face au DHPR, est le récepteur a
la ryanodine (RyR1). C’est ce récepteur-canal qui va permettre la sortie de calcium du réticulum vers le

sarcoplasme.

La structure trés spécifique du CRC permet un couplage physique entre le DHPR et le RyR1 qui
est a la base de la libération de calcium. En effet, lors de I'arrivée de la vague de dépolarisation dans les
invaginations du sarcolemme, la sous-unité a1 des récepteurs DHPR change de conformation permettant
alors une interaction physique entre le DHRP et le RyR1. La communication entre les deux structures
conduital’ouverture du canal RyR1 et alalibération des stocks de calcium depuis la lumiere du réticulum
vers l'espace cytoplasmique. Ce mécanisme est appelé le « Voltage Induced Calcium Release » (VICR)
(Lamb, 2000). La sortie de calcium du réticulum va étre massivement amplifiée par un autre mécanisme
appelé « libération du calcium induite par le calcium » (Calcium Induced Calcium Release (CICR)). En effet,
les premiers ions calcium libérés dans le cytoplasme vont trés rapidement se fixer sur d’autres récepteurs

membranaires voisins qui induiront a leur tour une augmentation du taux calcique intracellulaire.
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4.4.4. Le couplage STIM1/SOC

Lorsque le muscle est au repos, une grande quantité d’ions calcium est présente a l'intérieur du
réticulum sarcoplasmique et certains de ces ions sont fixés sur la sous-unité intraluminale de la protéine
STromal Interaction Molecule 1 (STIM1). Cette protéine transmembranaire de 90kDa est codée par le géne
STIM1 (11p15) dont le transcrit comporte 12 exons. La partie cytosolique qui la compose est de taille
plus importante (figure 32).

Partie Intraluminale Domaine cytosolique

Figure 32 : Représentation schématique de la protéine STIM1

Tant que des molécules de calcium sont liées a ses deux domaines EF-hand intraluminaux, STIM1
reste inactive. Lorsque le phénomene de contraction musculaire survient, la quantité de calcium intra-
sarcoplasmique diminue puisque le calcium se déverse dans le cytosol et les ions qui étaient fixés sur
STIM1 s’en détachent (Kp=200uM) (Soboloff et al., 2012). La libération des EF-hand active alors la
protéine qui s’homodimérise puis s’oligomérise, et se transloque dans des zones de contact entre
sarcolemme et réticulum sarcoplasmique. C’est dans ces régions qu’elle va interagir avec des récepteurs
partenaires de type « Store Operated Channels » et les activer. Parmi ces récepteurs, son principal
partenaire avec qui elle interagit physiquement via son domaine SOAR (Stim-Orai Activating Region) est

le récepteur ORAI1 (12q24) (figure 33) (Soboloff et al., 2012).

Active Inactive
Extracellular space Orail channel Orail channel

Plasma membrane

Resting STIM1 dimer Activated STIM1 dimer

Figure 33 : Activation du récepteur membranaire ORAI1 par STIM1
L’activation de STIM1 est provoquée par le décrochage des ions calcium de ses sites EF-hand. S’en suit une dimérisation puis une
oligomérisation de plusieurs molécules STIM1 qui iront activer ORAI1
Soboloffetal., 2012
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L’étude de la dimérisation de STIM1 et de son interaction physique avec ORAI1 est un des quatre

themes que j’ai abordé au cours de mes travaux de doctorat.

Dans une autre étude réalisée par Varnai et collaborateur, il est rapporté que STIM1 s’associe a
une protéine, la « End-Binding protein 1 » (EB1) codée par le gene MAPRE1(20q11), pour se transloquer
vers la membrane (figure 34). Localisée a I'extrémité + des microtubules, EB1 a pour role de réguler la
dynamique des microtubules et de favoriser leur élongation. Via ces actions, elle va déplacer les clusters
de STIM1 dans la membrane sarcoplasmique etles amener dans des zones de contact avec le sarcolemme.
Ainsi, les récepteurs STIM1 vont informer les récepteurs SOC qu'une déplétion calcique s’est produite
dans le réticulum et que la contraction musculaire est en cours. Cela provoquera alors I'entrée de calcium

depuis le milieu extracellulaire (Varnai et al., 2009).

% after Ca2* release
before Ca4* release

Ca2t Ca2+
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membrane
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microtubule

Figure 34 : EB1 interagit avec STIM1 pour I'amener a la membrane plasmique activer ORAI1
Varnai et al,, 2009

44.5. STIM1L

Un transcrit alternatif nommé STIM1L (L pour long) a été mis en évidence, d’abord chez la souris
dans de nombreux organes dont les muscles, puis chez ’homme dans des fibres musculaires adultes ainsi
que dans des myotubes en culture. Plus long que le transcrit « classique », il est le résultat de la rétention
d’'une séquence de 318 nucléotides située tout de suite en aval de I'exon 11 (Darbellay et al., 2011). Ces
106 acides aminés supplémentaires portent un site de liaison a I'actine permettent 'ancrage de la

protéine de 115kDa a la membrane.

Ainsi, cela favorise un « pré-groupement » au niveau du sarcolemme entre STIM1L et ORAI1,
avant méme qu’une déplétion calcique ne survienne. Lorsque cette derniere va se produire, la proximité
entre ORAI1 et STIM1L va permettre une premiere activation rapide d’'ORAI1 et 'ouverture de son canal.
L’ouverture des autres canaux suite a I'association de STIM1 avec ORAI1 aura lieu environ deux minutes

plus tard, le temps que les clusters de STIM1 soient amenés a la membrane.
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4.4.6. STIM2

Une autre protéine de la méme famille que STIM1, STIM2 (4p15) peut aussi se lier a ORAI1 et en
déclencher 'ouverture : c’est la protéine issue du transcrit STIM2a qui exerce ce role. Comme de tres
nombreux autres génes, le géne STIM2 est soumis a |'épissage alternatif. La protéine produite par le
transcrit STIM2(, quant a elle, produit I'effet inverse lorsqu’elle se lie a ORAI1 : elle provoque la fermeture
du canal calcique (figure 35). Ce phénoméne semble se produire au cours de la différentiation cellulaire

ou en réponse a différents signaux environnementaux (Rana et al,, 2015).

L’hypothése d'une régulation d’épissage dépendante de I'état physiologique de la cellule est avancée par
les auteurs de I'étude: Lorsque I'expression de STIM2{ n’est pas nécessaire, la production de son
transcrit est diminuée en faveur du transcrit STIM2«a et les protéines STIM2[3 présentes dans le milieu

sont dégradées (Rana et al,, 2015).
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Figure 35 : Modéle de régulation des SOC par STIM2
Ranaetal, 2015

4.5. Les récepteurs mis en jeu au cours du relachement musculaire

Nous l'avons vu, la contraction est induite par une dépolarisation membranaire et une
augmentation de la concentration intracellulaire de calcium. Le relaichement musculaire est donc
logiquement obtenu suite a la repolarisation des membranes et au retour, dans le cytosol, a un faible taux
de calcium. Plusieurs phénomenes sont ainsi simultanément mis en jeu : les canaux sodiques et calciques

décrits précédemment se referment tandis que d’autres canaux ioniques a effets antagonistes s’ouvrent.
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4.5.1. Les récepteurs sarcolemmaux controlant la sortie de calcium

Pour que la concentration calcique intra-cytoplasmique diminue rapidement, la membrane du

sarcolemme est équipée de protéines spécifiquement dédiées a la sortie active ou passive du calcium.

A. Les pompes Ca?*/ATPase

Les pompes « Plasmic Membrane Ca?* ATPase (PMCA)» utilisent I'ATP pour fonctionner
activement contre le gradient ionique de la cellule. Pour une molécule d’ATP hydrolysée, deux molécules

de calcium sont rejetées en dehors de la cellule.

B. Les échangeurs d’ions sodium/calcium (NCX)

Déja décrits précédemment, les NCX sont controlés par un gradient électrochimique de sodium
leur permettant de fonctionner dans les deux sens. Ainsi lors de la relaxation, les pompes a sodium
voltage-dépendantes présentes sur la membrane plasmique sont fermées et les ions Na2* ne peuvent plus
rentrer dans la cellule. Les échangeurs d'ions sodium/calcium fonctionnent alors en faisant sortir une

molécule de calcium a I'extérieur de la cellule pour faire rentrer trois molécules de sodium.

4.5.2. Les récepteurs membranaires du réticulum sarcoplasmique controlant le

recaptage calcique

A. Les pompes SERCA (Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca?* ATPases)

Sur la membrane du réticulum sarcoplasmique comme sur le sarcolemme, il existe des canaux
spécialisés dans le pompage actif du calcium en dehors du cytosol. Ces pompes SERCA
(Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca?* ATPases) interviennent pour remplir les stocks
intracellulaires de calcium tel que le réticulum sarcoplasmique afin qu'’ils soient a nouveau disponibles

lors de la prochaine contraction musculaire.

On estime que le temps nécessaire pour ramener le taux de calcium intracellulaire a sa valeur de
repos est de I'ordre de 30ms. Quand la concentration basale de calcium est atteinte, aucune molécule
n’est plus fixée sur la sous-unité C de la troponine. Ainsi, I'inhibition exercée par la troponine I sur la

liaison actine-myosine est rétablie, ce qui induit alors 1a relaxation musculaire.
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[I. Les maladies génétiques

1. Des pathologies héritables et transmissibles

1.1. Hérédite

L’hérédité (du latin hereditas, « ce dont on hérite ») est définie comme la transmission de
caractéres génétiques, au sein d'une méme espéce, d'une génération mere a une génération fille. Ces
caracteres sont codés par des génes localisés sur les chromosomes sexuels et autosomiques. La
ressemblance entre individus d’'une méme famille est une conséquence directe de cette capacité de

transmission de I'information génétique.

Néanmoins, un des processus biologiques les plus importants est la capacité de générer des
variations dans ces génes, qui seront responsables de la diversité génétique entre individus d'une méme
espéce. Ces variants ou polymorphismes, peuvent étre sans conséquence phénotypique ou permettre
I'acquisition de fonctions protéiques nouvelles, bénéfiques pour I'individu qui les porte. On pourra alors

qualifier ces modifications de « moteurs » de I’évolution.

A l'inverse, ces variations géniques peuvent avoir des effets pathogenes sur le fonctionnement
cellulaire. On parle alors de mutations. Lorsqu’'une maladie génétique est transmise de maniére
monogénique ou mendélienne, la ou les mutations qui en sont responsables n’affectent qu’'un seul gene.
Pour ces différentes pathologies, on distingue différents modes de transmission (e.g.: dominant et

récessif).
1.1.1. Dominance

Comme nous I'avons vu précédemment, I'information génétique est codée par des génes, eux-
mémes situés sur différents loci chromosomiques. Chez I'étre humain comme chez la plupart des
mammiferes, chaque chromosome est présent en deux exemplaires dans les cellules. Ainsi, un géne peut
s’exprimer sous différentes formes ou « alléles » selon qu’il se situe sur I'un ou 'autre des chromosomes
homologues. On retrouve des génes responsables de maladies génétiques aussi bien sur les autosomes

que sur les gonosomes X et Y.

On qualifie une maladie génétique de dominante si elle se développe des lors qu'une mutation est
retrouvée sur un des deux alleles. Le statut génotypique des individus malades du fait de cette mutation
peut alors varier : soit hétérozygote, porteurs de deux copies alléliques différentes dont une morbide et

une sauvage ; soit homozygote, porteurs de deux copies identiques de I'alléle morbide.
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1.1.2. Récessivité

Par opposition au caractére dominant, on parle de maladie génétique récessive si celle-ci se
développe lorsque chaque alléle est porteur d’'une mutation. Ainsi le profil génétique des malades
souffrant de ce type de pathologie peut étre de deux sortes : homozygote ou hétérozygote composite
c’est-a-dire porteur de deux mutations différentes au méme locus. On notera par ailleurs que 'émergence
des maladies génétiques récessives et 'augmentation de leur nombre sont d’autant plus favorisées dans
les populations consanguines. Ceci s’explique par le fait que le brassage allélique est réduit et que la

fréquence d’apparition du trait morbide est augmentée.

1.2. Apparition « de novo »

Nous venons de le voir, les maladies génétiques sont majoritairement héritées d'un ou des parents
et transmissibles a la descendance. Cependant parfois, certaines de ces pathologies apparaissent de
maniére inattendue dans une famille sans aucun antécédent. Elles sont alors dues a I'apparition de
néomutations encore qualifiées de mutations de novo ayant pu survenir au cours de la méiose, de

I'ovogéneése ou de la spermatogénése.
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2. Une palette de mutations tres riche

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les variations géniques sont le moteur de
I'évolution et de la diversité interindividuelle mais qu’elles peuvent aussi survenir dans des régions
géniques ne tolérant aucune variation de séquence. Elles sont alors qualifiées de mutations et conduisent
au développement de maladies génétiques diverses. Chez I'homme, la totalité des mutations dénommées
comme telle a un impact sur le fonctionnement cellulaire. La cascade de réactions physiopathologiques

qu’elles induisent dépend du type de mutation rencontrée.

Les mutations different par leur nature, leur déterminisme, leur localisation, leur impact

moléculaire, leurs conséquences fonctionnelles et en derniére analyse, leurs manifestations cliniques.

2.1. Les micromutations ou mutations ponctuelles

Ce premier type de mutation constitue le degré le plus fin dans I'échelle des tailles de variations
possibles du génome. Ce sont des modifications de séquence touchant un seul nucléotide ou un tres petit
nombre d’entre eux. Ce sont les mutations les plus fréquentes puisqu’elles représentent a elles seules les
trois quarts des cas consignés dans la base de données de mutations pathologiques chez 'homme,

« Human Gene Mutation Database (HGMD) ».

Le plus souvent, il s’agit de substitution (par définition mononucléotidique) mais une faible
proportion de ces mutations consiste en des suppressions ou additions d’'un seul ou de quelques

nucléotides. Elles font alors parties de la catégorie des « INDEL ».

2.1.1. Les substitutions nucléotidiques

Les substitutions sont le seul type de mutations qui ne modifie pas le nombre de nucléotides. Elles
font également parties de la catégorie de mutations ponctuelles la plus fréquemment retrouvée.
Lorsqu’elles se produisent dans un exon, elles peuvent perturber le cadre de lecture en créant un codon
stop prématuré (voir plus loin, « mutations non-sens »), ou en modifiant I'épissage de I'’ARN pré-messager

(voir « Mutations affectant la maturation du pré-ARNm » [I11.4.1]).

La substitution nucléotidique consiste au remplacement d'une base par une autre. Elles sont
classées en deux catégories, chacune définie par la classe de molécules a laquelle la base azotée de I'acide
nucléique appartient. En effet, selon la nature du noyau aromatique qui constitue le squelette des quatre
nucléotides, on différencie le groupe des purines contenant guanine et adénosine de celui des pyrimidines

renfermant cytosine et thymine.
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Lorsque la substitution induit un changement de classe de la base, c’est-a-dire, remplacement
d’'une purine par une pyrimidine ou inversement, on parle alors de transversion (huit possibilités). En
revanche, si la substitution ne provoque pas de modification de groupe, on parle cette fois de transition

(quatre possibilités).

On classe également les différentes substitutions nucléotidiques en fonction du changement
qu’elles induisent au niveau de la séquence d’acides aminés codée par le géne qui les porte. Parmi elles,

on distingue les mutations non-sens, faux-sens et isosémantiques.

A. Les mutations non-sens

On appelle mutation non-sens, les substitutions nucléotidiques qui conduisent a I'apparition d'un
codon stop prématuré au moment de I'étape de traduction protéique. Elles ont pour effet de perturber le
cadre de lecture de 'ARN messager puisqu’elles 'interrompent avant la fin. Ceci peut entrainer la
production d’une protéine tronquée dont l'activité fonctionnelle est réduite voire nulle ou tout

simplement, I'absence de formation de la protéine.

B. Les mutations faux-sens

Les mutations faux-sens sont des substitutions qui entrainent un changement d’acide aminé. Leur
impact peut étre large puisque leur effet peut aussi bien s’exercer sur 'ARN messager en modifiant
I'épissage que sur la protéine elle-méme. Elles peuvent avoir un effet délétere sur la structure
macromoléculaire de la protéine, sa conformation dynamique, ses interactions avec divers partenaires,

sa localisation ou son adressage cellulaire, sa maturation, ou encore son activité enzymatique.

C. Mutations synonymes ou isosémantiques

On qualifie de mutations synonymes ou isosémantiques les changements nucléotidiques n’ayant
pas d'impact sur 'acide aminé codé par le triplet dont ils font partis. Cette « plasticité » de codon est liée
au caractere dégénéré, redondant du code génétique qui confére la possibilité d’utiliser différentes

combinaisons de nucléotides pour coder un méme acide aminé.

Appelées a tort mutations silencieuses pendant de nombreuses années, elles étaient considérées
comme des variations bénignes de la séquence nucléotidique. Il a finalement été démontré que ces
mutations peuvent avoir un effet sur le fonctionnement cellulaire qui peut parfois étre extrémement
pathogeéne. Un exemple de pathologie découlant de ce type de mutations est développé plus loin (voir

« Mutations introniques et exoniques créatrices de sites cryptiques d’épissage » [111.4.1.4]).
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2.1.2. Les INDEL : des petites insertions / délétions

Ce type de modification concerne généralement un petit nombre de nucléotides insérés ou délétés
dans un exon. Lorsque le nombre de bases modifiées n’est pas un multiple de trois, cela provoque une
perte de la phase de lecture du géne (ou frameshift), ce qui conduit a 'apparition d'un codon stop
prématuré et a la formation d’'une protéine tronquée qui, dans la majorité des cas, ne sera pas
fonctionnelle. A I'inverse, lorsque la variation nucléotidique est un multiple de trois, le cadre de lecture
est maintenu mais la protéine produite est différente de la version sauvage. En effet, 'ajout ou la
suppression de quelques acides aminés codés par les nucléotides en question va modifier les séquences
primaire, secondaire et tertiaire de la protéine, ce qui peut rendre la protéine non fonctionnelle ou

toxique.

2.2. Les macromutations

Ces anomalies du génome se caractérisent par des modifications du nombre de bases. Il s’agit de
délétions, de duplications, d’inversions, d’insertions, d’expansions de triplets ou encore de diminutions

de répétitions de séquences.

2.2.1. Les délétions/ duplications

Les délétions résultent de I'excision d'un segment d’ADN avec rétablissement de la continuité de
la double hélice. La perte de matériel est trés variable, allant de quelques nucléotides a plusieurs
mégabases, atteignant dans ce cas le seuil de détection des méthodes de la cytogénétique. Ce seuil peut
parfois étre largement dépassé dans les trés grandes délétions qui emportent un segment
chromosomique plus ou moins important voire méme un chromosome entier. Dans ce dernier cas, on

parle de monosomie. La seule monosomie viable est celle du X.

Les duplications sont le pendant des délétions, elles résultent de mécanismes similaires et
peuvent concerner des segments d’ADN de toute taille jusqu’a la totalité d’'un chromosome. Les trisomies

des chromosomes 21 et X sont des exemples qui découlent de ce phénomene.

Parfois, les séquences délétées ou dupliquées peuvent conduire a la perte ou la duplication de
genes dans leur intégralité. C'est notamment ce que 1'on observe dans certaines neuropathies (voir « la

maladie de Charcot-Marie-Tooth », [IV.2.1]).
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2.2.2. Les inversions et insertions

L’inversion est un changement d’orientation, téte-béche, d’'un segment plus ou moins long d’ADN, ce qui

rompt le cadre transcriptionnel si I'’événement touche des séquences transcrites.

L’insertion correspond quant a elle a 'introduction dans un géne d’'une séquence endogéne mobile de

type transposons ou bien d'une séquence exogéne virale.

2.2.3. Les expansions de triplets

Découvert plus récemment que les altérations géniques décrites ci-dessus (au début des années
1990), ce groupe de mutations instables a permis d’établir un diagnostic moléculaire pour une vingtaine
de maladies pour lesquelles le mécanisme mutationnel était jusqu’ici inconnu. Caractérisées par
I'expansion variable de séquences trinucléotidiques polymorphes, répétées dans un gene spécifique, elles

sont aussi dénommeées « mutations dynamiques ».

Ces séquences dont le nombre de copies est variable mais limité au niveau des alléles normaux,
augmentent brusquement pour dépasser un seuil pathologique dans les alléles mutés. Dans ce groupe,
on retrouve entre autres, le syndrome de I'X fragile (XFRA), la chorée de Huntington (HD), six formes
d’ataxies spinocérébelleuses autosomales dominantes (SCA), l'ataxie de Friedreich (FRDA) et la

dystrophie myotonique de Steinert (DM1).

Leur mode de transmission présente pour la plupart d’entre elles des caractéristiques trés
inhabituelles avec un biais de transmission parentale des formes les plus sévéres. En effet, au fur et a
mesure des générations, 'augmentation de la taille de 'expansion observée lors de la transmission de la
mutation a la descendance s’accompagne d’un age de début de la maladie de plus en plus précoce avec

des manifestations cliniques de plus en plus graves. On parle alors d’anticipation.

Comme nous le verrons plus loin, les expansions de triplets peuvent survenir a différents
niveaux : dans les régions 5’ ou 3’ non codantes du gene (5’ UTR et 3’'UTR), dans un intron ou encore dans

un exon avec apparition de poly-glutamines associées a des manifestations cliniques neurologiques.

Différents exemples de maladies provoquées par des expansions de triplets sont détaillées dans

le chapitre III : « Les pathologies du muscle d’origines génétiques : classification ».
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2.2.4. Les diminutions du nombre de répétitions de fragments d’ADN

A l'inverse de I'expansion de triplet qui vient d’étre décrit, une maladie peut étre due a une
diminution du nombre de répétition d'une séquence d’ADN particuliere. C’est notamment ce que 1'on
observe chez une tres grande majorité des patients atteints de Dystrophie Fascio-Scapulo-Humérale
(FSHD). En effet, dans la région subtélomérique du bras long du chromosome 4 (en 4q35), on trouve des

séquences répétées en tandem de 3,3 kb appelées D47Z4.

Dans la population générale, on constate que les individus sains possédent plusieurs dizaines de
D474, leurs nombres variant généralement entre onze et cent cinquante. Chez les malades souffrant de
FSHD, ce nombre de répétitions est fortement réduit jusqu’a atteindre un seuil critique compris entre un

etdix. Plus le nombre de D4Z4 est proche de un et plus la maladie est sévére (Salort-Campana etal., 2013).

Le mécanisme pathologique mis en place suite a la diminution du nombre de D4Z4 sera développé

plus en détail dans la partie concernant la FSHD.
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3. La synthese protéique chez le sujet sain : rappel

Comme nous venons de le voir dans le chapitre précédent, on dénombre plusieurs types de
mutations responsables de maladies génétiques. Selon les cas, ces variations nucléotidiques peuvent
avoir un effet délétere a différents niveaux de la synthese protéique. Elles peuvent affecter la
transcription de ’ARN messager, sa traduction mais également impacter directement le fonctionnement

de la protéine.

Afin de mieux comprendre les exemples de mécanismes physiopathologiques complexes mis en
jeu dans les pathologies musculaires décrites au chapitre IIl : « Les pathologies du muscle d’origines
génétiques : classification », les paragraphes suivants rappellent comment chaque étape de la synthése

protéique se déroule dans des conditions physiologiques normales chez un sujet sain.

3.1. La transcription : maturation du pré-messager en ARNm

La maturation des pré-messagers en ARNm est une des étapes-clés de la production de protéines
fonctionnelles. Elle peut étre subdivisée en plusieurs phases qui se déroulent dans le nucléoplasme des

cellules.

3.1.1. Ajout de la coiffe en 5’

Deés qu’environ vingt-cinq ribonucléotides ont été transcrits par 'ARN polymérase II, le pré-
messager subit une premiere modification qui consiste en I'ajout d'une coiffe de type 7-méthylguanosine
sur le premier nucléotide de I'ARN, du coté 5’ de la molécule. Cette adjonction s’effectue bien avant la fin
de la transcription compléte du gene car elle a pour vocation premiére de protéger le pré-messager de la
dégradation par les exonucléases. Cette coiffe va ensuite étre liée par un complexe protéique appelé Cap
Binding Domain (CBD) qui sera indispensable pour faire sortir 'TARNm dans le cytoplasme. Une fois
I’ARNm exporté hors du noyau, les protéines du complexes CBD se décrocheront de la molécule et la coiffe
sera reconnue comme un site de recrutement pour certains facteurs d’initiation de la traduction tel que

elF4E.

3.1.2. Clivage et polyadénylation en 3’

A Tautre extrémité du pré-messager, en 3’, un facteur tétramérique appelé Cleavage and
Polyadenylation Specificity Factor (CPSF) reconnait une séquence consensus de polyadénylation (AAUAA)
et induit son clivage. Le résidu obtenu en aval du site de coupure est rapidement dégradé et une réaction
de polyadénylation démarre a I'extrémité du pré-messager déja coiffée en 5'. Cette réaction, effectuée et
contrdlée par la PolyA Binding Protein Nuclear 1 (PABPN1), consiste en 'ajout de quelques centaines de

bases adénosine a 'extrémité 3’ de la molécule.
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A son tour, cette modification joue divers réles importants. Tout d’abord, elle a pour but de
protéger la molécule d’ARN de la dégradation et d’en assurer la stabilité. Ensuite, elle aura un role
important dans 'export de 'ARN messager mature, du noyau vers le cytoplasme, ou elle permettra le

recrutement et la fixation de certaines protéines nécessaires a l'initiation de la traduction.

3.1.3. Epissage

L’épissage est un mécanisme complexe qui consiste en une modification radicale du transcrit
primaire que constitue le pré-messager. En effet, la plupart des génes eucaryotes sont constitués de petits
fragments de séquences codantes appelés exons qui sont interrompus par de longues séquences non-
codantes, les introns. C’est au cours de I'épissage, qui a lieu de maniere synchrone avec la transcription,

que les introns sont excisés de 'ARN en cours de synthése et éliminés.

De fagon séquentielle, les exons sont reliés entre eux pour donner naissance a une molécule
d’ARNm mature. C’est seulement aprés cette derniére étape de maturation que '’ARNm pourra étre

exporté dans le cytoplasme ou aura lieu sa traduction.

L’épissage est réalisé par le spliceosome, un important complexe ribonucleoprotéique constitué
d’une centaine de protéines. Pour séparer de maniére correcte les exons des introns, il reconnait et utilise
des sites consensus d’épissage retrouvés aux extrémités des introns. Ces motifs sont primordiaux dans le
mécanisme de I'épissage puisqu’ils sont responsables de la synthese correcte des ARNm matures qui

conduiront a la formation d’une protéine fonctionnelle.

A. Les sites consensus d’épissage

Les différentes séquences consensus impliquées dans I'épissage sont au nombre de quatre. Elles
comprennent le site donneur d’épissage, le point de branchement, le polypyrimidine tract et le site
accepteur d’épissage. Ces différents sites sont décrits dans les sous-paragraphes suivants dans l'ordre

dans lequel ils sont reconnus.

a. Le site donneur

Situé a I'extrémité 5’ de I'intron et légérement a cheval sur I'exon, le site donneur d’épissage est
constitué de 3 bases exoniques ainsi que d’'une petite dizaine de nucléotides introniques plus ou moins
conservés selon leur position dans la séquence. Seules les 2 premiéres bases introniques de cette
séquence consensus ne varient pas et sont toujours les mémes : GU. Le site donneur est le premier site
reconnu et utilisé par les différentes protéines qui forment le spliceosome. C’est a ce niveau que débute

le mécanisme d’excision de l'intron.
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b. Point de branchement

Toujours sur l'intron mais cette fois du c6té 3’ a 'opposé du site donneur d’épissage, on trouve
une nouvelle séquence consensus appelée « point de branchement». Généralement situé a une
cinquantaine de nucléotides de la fin de l'intron, il sert de site de fixation pour certaines protéines du
complexe spliceosome. Ce point de branchement tire son nom du fait qu’apreés clivage de I'intron du c6té
5’,le résidu de coupure est « branché » sur cette séquence consensus formant ainsi le lasso (voir plus loin,

le paragraphe : « Le spliceosome : un complexe regroupant les principaux acteurs de I'épissage »).

c. Polypyrimidine tract

Cette troisieme séquence consensus, longue d'une vingtaine de nucléotides, se situe entre le point
de branchement et la fin de l'intron coté 3’ (entre -40 et -5 en amont de I'’exon). C’est une région d’'une
vingtaine de nucléotides, riche en bases pyrimidiques dont la majorité est de type uracile. Comme tous

les sites d’épissage, le polypyrimidine tract est le site de liaison de plusieurs membres du spliceosome.

d. Site accepteur

Le quatrieme et dernier site majeur d’épissage se trouve a l'extrémité 3’ de l'intron. Comme le site
donneur, le site accepteur d’épissage présente une séquence nucléotidique consensus formée des dix
derniers nucléotides de l'intron et des 3 premiers nucléotides de I’exon qui suit. A 'exception des deux
derniers nucléotides introniques qui sont toujours AG, le reste de la séquence du site 3’ d’épissage peut

plus ou moins varier.

Les quatre sites d’épissage qui viennent d’étre décrits sont les cibles des principales protéines composant

le spliceosome, les snRNP (small nuclear RiboNucleoProtein).
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B. Le spliceosome: un complexe regroupant les principaux acteurs de
I'épissage
La réalisation de I'épissage nécessite la mise en place d'un important complexe, le spliceosome,

qui se constitue de maniere séquentielle grace a I'association successive d’'une centaine de protéines.

Certaines ont une fonction spécifique la ou d’autres ont des actions pléiotropes.

Seules les protéines SR et snRNP seront étudiées plus en détails dans les paragraphes qui suivent.

a. Les protéines SR

Ces facteurs protéiques tirent leur nom de leur composition riche en acides aminés sérine (S) et
arginine (R). Actrices les plus importantes du complexe parmi les protéines a effet pléiotrope, les
protéines SR sont extrémement bien conservées entre les différentes espéces, des plantes aux
mammiferes. Elles sont impliquées dans toutes les étapes de I'épissage mais interviennent

principalement dans sa régulation, notamment au niveau de I'épissage alternatif.

Point de vue structural, on retrouve dans leur partie N-terminale, un motif appelé RNA
Recognition Motif (RRM) dont la propriété est d’'interagir de maniére non spécifique avec les ARNs. Leur
extrémité C-terminale quant a elle, est impliquée dans les interactions avec les autres protéines qui

constituent le spliceosome.

b. Les small nuclear RiboNucleoProtein (snRNP) et leurs snRNA associés

Lors de I'épissage, les quatre séquences consensus décrites précédemment interagissent avec
cing membres de la famille des ribonucléoprotéines snRNP. Ces éléments clés de I'épissage sont
constitués d'une part de petits ARNs et d’autre part de protéines. Les snRNA (50 a 250 nucléotides) sont
une famille d’ARNs non codants et non polyadénylés dont les cinq représentants les plus importants sont
appelés snRNA U1, U2, U4, U5, U6 du fait de leur richesse en nucléotides uracile. En ce qui concerne leur
constitution protéique, on trouve huit protéines « Sm» qui forment le coeur de toutes les snRNP,

auxquelles s’ajoutent quelques protéines spécifiques de chaque snRNP.

C. Les sites régulateurs d'épissage

On sait depuis plusieurs décennies que, chez les eucaryotes, un gene peut coder plusieurs
protéines. Ceci est possible grace au mécanisme d’épissage alternatif qui permet la synthése d’ARNm
différents a partir d'un méme fragment d’ADN de départ. En effet, il existe des genes qui comportent des
exons alternatifs qui peuvent, selon la protéine a synthétiser, é&tre ou non maintenus dans I’ARNm mature.
Attention cependant a bien noté que tous les exons de tous les génes ne sont pas alternatifs et ne peuvent

étre épissés.
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En dehors des principales séquences introniques d’épissage précédemment décrites, il existe des
séquences régulatrices localisées dans les exons. Elles peuvent étre de différents types, Exonic Splicing
Enhancer (ESE) ou Exonic Splicing Silencer (ESS). Ce sont des domaines de liaison pour certaines
protéines du complexe spliceosome qui vont favoriser ou non l'inclusion des exons qui les renferment

dans le messager mature.

On serait tenté de penser que de tels sites, capables d’influencer le spliceosome a intégrer ou non
un exon, se retrouvent uniquement dans les exons alternatifs. En réalité, c’est I'inverse qui a été observé
et on s’accorde aujourd’hui a penser qu’on trouve des séquences régulatrices d’épissage dans quasiment
tous les exons. En effet, de telles séquences peuvent également étre présentes dans des exons non
alternatifs qui sont indispensables a la synthese d’une protéine majeure afin de s’assurer de leur

inclusion.

a. Les Exonic Splicing Enhancer (ESE)

Les séquences appelées Exonic Splicing Enhancer (ESE) sont des séquences stimulatrices,
activatrices d’épissage. Elles favorisent l'inclusion de I'exon qui les porte dans ’ARNm mature. A la
différence des quatre principaux sites d’épissage qui comportent des séquences fortement conservées,
les ESE sont caractérisés par une grande variabilité de séquences, ce qui complique leurs détections.
Lorsqu'une mutation apparait dans ce type de site, elle peut diminuer ou abolir I'effet de I'ESE sur le

splicing et provoquer un saut d’exon.

La plupart des ESE sont généralement les cibles de facteurs protéiques de type SR (voir plus loin).

b. Les Exonic Splicing Silencer (ESS)

Le role des Exonic Splicing Silencer (ESS) est contraire a celui des ESE puisqu'’ils vont agir comme
des séquences inhibitrices, extinctrices d’épissage. En effet, leur influence sur le spliceosome va conduire
a I'excision de I'exon et a son élimination comme c’est le cas pour les séquences introniques. De méme
que pour les ESE, I'apparition d’'une mutation dans un de ces sites inhibiteurs pourra étre responsable
d’'une modification d’épissage. Dans ce cas-la, elle pourra favoriser une rétention d’exon au lieu de

conduire a sa résection.

Il a également été démontré que le méme genre de sites Enhancer et Silencer a été retrouvé dans
des régions introniques. Ces séquences, alors appelées pour Intronic Splicing Enhancer (ISE) et Intronic
Splicing Silencer (ISS) ont les mémes fonctions que celles décrites précédemment mais sont cette fois

situées dans les introns.
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D. Déroulement séquentiel de I'épissage

La réalisation de I'épissage nécessite la mise en place de quatre complexes successifs (E, A, B et
C) qui se constituent chronologiquement grace a I'association de la molécule de pré-messager avec les
snRNP et d’autres protéines spécifiques du mécanisme comme les protéines SR. C’est I'association finale

de ces quatre complexes qui donne naissance au spliceosome (figure 36).
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Figure 36 : Les différentes étapes de la formation du spliceosome
http://www.nobelprize.org/educational/medicine/dna/a/splicing/pics/mechanism1.gif

Lors de la premiere étape, la snRNP U1 s’associe avec I'extrémité 5’ de l'intron grace a une
complémentarité de séquence entre le snRNA contenu dans Ul et le site donneur d’épissage.
L’appariement des deux entraine la fixation d'une seconde protéine nommée ASF/SF2. Cette derniére
protéine joue un réle majeur dans I'épissage alternatif puisque la reconnaissance de certains sites
donneurs dépend de sa concentration nucléaire. Dans la région opposée de l'intron, en 3’, une protéine
SR nommée U2AF se fixe sur le site poly pyrimidique. Son ancrage dépend de l'intervention d’autres

membres de la famille des protéines SR. Le tout constitue un premier complexe, le complexe E.
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Dans une deuxieme étape, c’est la snRNP U2 qui intervient. Elle passe d'une forme inactive (dont
le coefficient de sédimentation est 12S) a une forme active (17S) lorsque les protéines SF3a et SF3b s’y
associent. Ce changement d’état induit la fixation de U2 sur le point de branchement via sa séquence
consensus. Cette étape nécessite de 'ATP et l'intervention d'un facteur SF1 ou Branch-point Binding

Protein (BBP). L’ensemble de ces nouveaux éléments constitue le complexe C.

C’estal’étape suivante qu’'interviennent les trois autres ribonucléoprotéines. Les snRNP U4 et U6,
qui sont associées entre elles par une hybridation de séquences entre snRNA, forment avec U5, un
complexe ternaire qui va interagir avec U2 et 'extrémité 5’ de I'intron. L’association du dimeére U4/U6
avec U2 s’effectue via les snRNA par appariement de séquences. La snRNP U5 va quant a elle interagir
avec U1 par I'intermédiaire des nombreuses protéines spécifiques qui la compose. Ces diverses liaisons
ont entre autres pour but d'induire une courbure de I'intron et de mettre pratiquement bout a bout la fin
de l'exon «n» et le début de I'exon « n+1 ». Cette configuration est celle du complexe B dite pré-

catalytique.

Une succession de réactions ATP-dépendantes vont alors se produire pour activer le complexe B
et conduire a son réarrangement profond, aussi bien au niveau constitutionnel que structural : la
premiere réaction provoque la libération d'U4 par déshybridation des séquences ARNs qui la
maintenaient associée a U6 ainsi que la dissociation de la snRNP U1 du site donneur d’épissage. La
seconde induit la formation du lasso (ou lariat) grace a une réaction de transestérification qui se produit
entre la guanine localisée en 5’ de l'intron et 'hydroxyle situé en 2’ sur l'adénosine du site de
branchement. On aboutit au complexe C qui catalyse a son tour une autre réaction de transestérification.
Cette derniere s’effectue entre la derniere base du premier exon et la premiére base de I'’exon suivant,
mis exactement en regard 'un de l'autre grace a U5. C’est seulement aprés cette derniére étape que

I'intron est excisé.

Une fois le lasso libéré, il est débarrassé des snRNP qui lui étaient encore associées et dégradé par
une RNAse présente dans le milieu. Un nouveau cycle d’épissage peut alors commencer pour les

ribonucléoprotéines a nouveau disponibles.

Alafin del’étape de maturation, '’ARN messager est transféré dans le cytoplasme ot il sera traduit

en protéine.
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3.2. La traduction

L’ARNm n’est qu'un intermédiaire entre le gene et la protéine. Il permet de résoudre le probléme
posé par le fait que, chez les eucaryotes, les genes et le systéme de traduction sont localisés dans deux
compartiments différents. En effet, la traduction de la séquence nucléotidique de ’ARNm en une protéine

s’effectue dans le cytoplasme par un gros assemblage ribonucléoprotéique de grande taille, le ribosome.

Ce n’est cependant pas I'unique réle de ’ARNm : I'étape de transcription permet la synthese de
nombreuses copies d’ARNm a partir d’'un seul géne, chacune pouvant étre traduite par plusieurs
ribosomes. Il en résulte que, grace a la molécule intermédiaire qu’est 'ARNm, la quantité de protéines
synthétisées a partir de I'information d’un seul gene est considérablement amplifiée. Enfin, I'existence de

I’ARNm permet d’introduire toute une série d’étapes de régulation possibles.

Il reste toutefois un probléme que I’ARNm ne résout pas : celui de la différence de taille

considérable entre I'acide aminé et le triplet nucléotidique.

3.2.1. L’ARN de transfert : I'intermédiaire qui résout le probleme stérique

Les codons de 'ARNm ne reconnaissent pas directement les acides aminés qu’ils spécifient. La

traduction du messager en protéine dépend d’un intermédiaire : 'ARN de transfert (ARNt).

Ces ARNs sont localisés dans le cytoplasme, qui en contient quelques centaines de milliers de
copies. Ils sont constitués d’'un enchainement de 75 a 85 nt et contiennent de trés nombreux nucléotides
atypiques qui résultent de modifications enzymatiques post-transcriptionnelles. IIs sont tous repliés en
une structure tridimensionnelle précise, formée de quatre courts segments nucléotidiques
complémentaires, ce qui produit une molécule en forme de feuille de tréfle. La feuille de trefle subit
d’autres repliements qui créent une structure tertiaire compacte en forme de L, maintenue par des

liaisons hydrogénes supplémentaires entre les différentes régions de la molécule.

Deux régions comportant des nucléotides non appariés, situées a chacune des deux extrémités de
la molécule en forme de L, sont cruciales pour les fonctions de 'ARNt dans la synthese protéique. L'une
d’elle forme l'anticodon, groupe de trois nucléotides consécutifs qui s’apparient au codon
complémentaire de la molécule d’ARNm ; I'autre est une courte région simple brin situé a 'extrémité 3’

de la molécule qui correspond au site de fixation de I'acide aminé sur ’ARNt (figure 37).
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Figure 37 : Représentation schématique d'un ARN de transfert
http:/ /images.slideplayer.fr/12/3822624/slides/slide_5.jpg
Lors du mécanisme de traduction, un appariement antiparallele a lieu entre le codon codé par
I’ARNm et I'anticodon porté par I’ARNt, ce qui va permettre la liaison de 'acide aminé sur la séquence
protéique en cours de synthése. Il existe une flexibilité dans 'appariement des bases en position 3 du
codon et en position 1 de 'anticodon qu’on appelle le « wobble ». Ceci explique qu’on retrouve entre 40
et 60 ARNt différents dans une cellule : un acide aminé peut étre codé par différents ARNt qu’'on appelle

alors des ARNt « iso-accepteurs ».

3.2.2. L’ARN messager est décodé sur les ribosomes

La synthése des protéines est guidée par les informations portées sur les molécules d’ARNm. Pour
maintenir le bon cadre de lecture et éviter les erreurs, la synthese protéique est effectuée dans le
ribosome, important complexe catalytique composé d'une cinquantaine de protéines différentes et

d’ARNs ribosomaux (ARNr). On en trouve plusieurs millions dans le cytoplasme des cellules eucaryotes.

Les ribosomes sont constitués d’'une grande sous-unité et d’'une petite sous-unité qui s’adaptent

I'une a I'autre pour former un ribosome complet.

La petite sous-unité fournit I'échafaudage qui fait correspondre exactement '’ARNt au codon de
I’ARNm alors que la grande sous-unité catalyse la formation de la liaison peptidique qui relie les acides

aminés entre eux dans la chaine polypeptidique.
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Lorsqu’elles ne sont pas en cours de synthése active de protéines, les deux sous-unités sont
séparées. Pour initier la traduction, la petite sous-unité ribosomale se fixe sur la molécule d’ARNm, pres
de son extrémité 5’ au niveau du codon de départ (AUG). Cette séquence d’ARNm sera reconnue par une
molécule initiatrice particuliére d’ARNt. La grande sous-unité se fixe ensuite sur la petite pour former le

ribosome complet et commencer la synthése protéique.

Pendant cette phase, TARNm est lu et traduit en acides aminés au fur et a mesure de son passage
a travers le ribosome. C’est par l'intermédiaire de I'appariement des bases complémentaires entre les
codons de ’ARNm et les anticodons des ARNt que chaque acide aminé est ajouté a I’extrémité de la chalne
polypeptidique en croissance, selon la séquence correcte. Lorsqu'un codon d’arrét est rencontré, un
facteur de libération se fixe sur le ribosome, entrainant alors la fin de la traduction par libération de la
protéine synthétisée et séparation des deux sous-unités ribosomales. Elles pourront alors étre réutilisées

pour commencer la synthése d’'une autre protéine sur une autre molécule d’ARNm.
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4. Des conséquences physiopathologiques complexes

4.1. Mutations affectant la maturation du pré-ARNm

Comme nous venons de le voir au chapitre précédent, la molécule d’ARN messager sert
d’intermédiaire entre le support de I'information génétique, 'ADN et son « produit d’expression », la
protéine. La production d'un ARN messager mature a lieu suite a une succession de processus complexes.
Ainsi, une mutation peut avoir un effet délétere a n'importe laquelle des étapes précédemment décrites
(figure 38).
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Figure 38 : Principales mutations ponctuelles pouvant toucher un géne et leurs conséquences
Les exons du géne sont représentés par des rectangles blancs. Les séquences impliquées dans la régulation de l'expression du géne
sont représentées des rectangles hachurés en gris.
LCR : locus control region; ESE : exonic splicing enhancers; ESS : exonic splicing silencers.
M:AouC;R:GouA;n:a tgouc;r:goua;y:touc.
Extrait de « Génétique médicale » Martin Krahn

Les différents impacts que peuvent avoir ces mutations sont détaillées dans les paragraphes

suivants.

4.1.1. Mutations dans les séquences promotrices ou régulatrices de la transcription

Lorsqu’elle est localisée dans la séquence promotrice d'un géne (figure 38), une mutation peut
casser un site consensus de liaison d’'un ou plusieurs facteurs de transcription et entrainer une
diminution voire une abolition de la transcription du gene. C’est le cas notamment de certaines mutations
retrouvées dans le promoteur du gene F8 (Xq28) codant pour la protéine facteur 8 responsable de

I’'hémophilie A lorsqu’elle est mutée (Nougier et al.,, 2014).
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D’autres maladies telles que la B-thalassémie (géne HBB; 11p15), I'hypercholestérolémie
familiale (géne LDLR; 19p13) ou I'hémophilie B (gene F9; Xq27) peuvent également étre dues a des

mutations dans la séquence promotrice de leur géne (de Vooght et al., 2009).

De méme, une mutation peut avoir un effet « en cis », lorsqu’elle est située dans des régions plus
ou moins éloignées du promoteur au niveau de séquences régulatrices enhancer ou silencer (figure 39).
Ces petites régions, souvent tissu-spécifiques, peuvent étre des sites de fixation de facteurs de
transcription mais aussi participer a la mise en place de I'échafaudage protéique constituant la
machinerie d’épissage. Lorsqu’'une mutation y est retrouvée, elle peut alors affecter I'une ou 'autre de

ces fonctions (Hrdlickova et al., 2014).

/A

on y 4 L] OO0 R TAwi-rich Y4 A}G

TsS start codon
o < P e
enhancer/silencer proximal promoter core promoter

Figure 39 : Description schématique des différents éléments constituant un promoteur génique
Le promoteur principal (core promoter) régule la transcription du géne puisqu’il renferme des sites de liaisons pour '’ARN
polymérase I et des facteurs de transcription.
Le promoteur proximal contient également des sites de liaison pour différents facteurs de transcription (représentés par des formes
géomeétriques) qui vont influencer l'activité transcriptionnelle.
Les séquences régulatrices de type enhancer et silencer peuvent étre situées trés a distance du site d’initiation de la transcription
(TSS)
TIC : Transcription initiation complex ; RNA pol : ARN polymérase 11

de Vooght et al.,, 2009

Enfin, de maniére beaucoup plus rare, des mutations dans des geénes codant des facteurs de
transcription peuvent avoir un effet « en trans » sur la transcription de genes qu'ils régulent. Un des
exemples caractéristiques de ce phénomene concerne le géene MECP2 (Xq28), impliqué dans le syndrome
de Rett. La protéine MecP2 (pour methyl-CpG-binding protein) est un répresseur transcriptionnel qui agit
en se fixant sur les flots CpG se trouvant dans les régions promotrices de nombreux genes. Lorsqu’elle est
mutée, 'action répressive de la protéine est abolie et la transcription de ses génes cibles dérégulée (Amir

etal, 1999).
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4.1.2. Mutations introniques et abolition de sites consensus d’épissage

Afin qu’exons et introns soient correctement séparés, le spliceosome est guidé et reconnait des
sites consensus d’épissage situés dans les parties introniques du gene. Puisqu’absentes de la séquence
codante, on a longtemps considéré que les variations de nucléotides introniques étaient sans importance
pour la maturation de ’ARNm et le devenir de la protéine. Or, bon nombre de mutations pathogénes

répertoriées comme responsables de maladies génétiques se situent dans ces sites particuliers.

En effet, la modification de la séquence consensus de ces sites peut empécher leur reconnaissance
par le spliceosome : I'exon est alors considéré comme un intron et excisé. L’épissage se poursuit ensuite
comme a I'ordinaire en raboutant les exons suivants sur le messager (figure 40) (Brea-Fernandez et al.,

2008; Kergourlay et al., 2014; Todeschini et al., 2016).

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Epissage normal Glatragt—/~—yyyyyyynyag [R__ MAG|atragt—/~—— yyyyyyynyag [R

Saut d’exon

I —
B —

/’/ \
Exon 1 e Exon 2  —— Exon 3
“Glatragt—~ wywyynsnragt——//— yyyyyyynyag[R_

Figure 40 : Mutation dans un site accepteur d'épissage conduisant au saut de I'exon
Extrait de « Génétique médicale » Martin Krahn

Plusieurs conséquences peuvent découlées de cette modification d’épissage lors de la traduction
de FARNm. Si I'exon délété ne comporte pas un nombre de bases multiple de trois, son absence va
nécessairement entrainer une modification du cadre de lecture (frame-shift). Cela fait en général
apparaitre tot ou tard en aval de la mutation un codon non-sens prématuré qui donnera naissance a une

protéine tronquée qui sera non fonctionnelle, la plupart du temps (Brea-Fernandez et al., 2008).

Si la délétion de I’exon est en phase, la protéine traduite sera plus courte que la sauvage puisque
délétée des acides aminés codés par 'exon manquant. Selon le type d’exon touché, selon la protéine
impliquée, ce changement pourra avoir un impact plus ou moins important sur la fonction de la protéine
(Sinnreich etal., 2006; Todeschini et al., 2016). Certaines protéines raccourcies ne pourront plus assurées
leur role dans la cellule et seront détruites. Leur absence entrainera le développement de la maladie (Le

Gloan et al., 2016).

Dans d’autre cas, la protéine sera toujours fonctionnelle mais moins efficace que sa version
sauvage. On assistera alors a l'apparition d'un phénotype moins sévére que si la protéine était totalement
absente. C’est le cas par exemple de ce qui a été rapportée pour une patiente atteinte de dysferlinopathie
« légere » (Sinnreich et al., 2006) ou encore ce qu’on observe plus classiquement dans la dystrophie de

Becker comparée a la dystrophie de Duchenne de Boulogne (Todeschini et al., 2016).
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Alinverse, 'absence d’une partie de la séquence protéique pourra entrainer 'acquisition d'une

nouvelle fonction qui sera toxique pour la cellule (Ma et al., 2016).

Enfin, dans la derniére situation, la délétion exonique pourra étre sans conséquence et passée

inapercue puisqu’elle n’affectera pas le phénotype.

Comme nous le verrons plus loin, des essais de thérapies géniques se sont développés ces
dernieres années en se basant sur ces principes de sauts d’exon. Ils ont pour but d’amenuiser le
phénotype d’'une maladie en rétablissant le cadre de lecture de la protéine (Barthélémy et al., 2015;

Peccate et al., 2016; Scalet et al,, 2016; Wein et al.,, 2010) (voir « le saut d’exon thérapeutique [V.3.3]).

4.1.3. Mutations exoniques et abolition de sites régulateurs d’épissage

Sur le méme principe que celles décrites précédemment, on trouve aussi des mutations
exoniques, telles que les mutations faux-sens et isosémantiques, qui impactent I'épissage et sont
responsables de pathologies. Lorsqu’elles se situent dans des sites stimulateurs (enhancer) ou inhibiteurs
(silencer) d’épissage, elles peuvent les casser et supprimer les signaux régulateurs qu’ils codent a

destination du spliceosome (figure 41).

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Epissage normal Glatragt—/~ yyyyyyynyag [R__ MAG[atragt——*—— yyyyyyynyag [R

—/"‘4"-\
Exon 1 ] _ESE et Exon 3
E Glatragt—,~— yyyyyyynyag [R ...GEAA... MAG|gatragt———/~—yyyyyyynyag [R
.
C

Figure 41 : Mutation dans un site exonique stimulateur d'épissage conduisant au saut de I'exon
Extrait de « Génétique médicale » Martin Krahn

Ainsi, certains exons seront plus ou moins épissés que d’ordinaire, entrainant alors une
production de protéines non fonctionnelles ou bien, un déséquilibre de quantités des diverses versions
protéiques. Ils pourront également étre épissés ou retenus dans 100% des cas, engendrant alors les

mémes problémes que ceux décrits au paragraphe précédent (Kergourlay et al.,, 2014).
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4.1.4. Mutations introniques et exoniques créatrices de sites cryptiques d’épissage

Les mutations introniques ou exoniques qui impactent I'épissage n’entrainent pas toujours
I'excision totale de I'exon, elles peuvent également étre responsables de la création de sites cryptiques
d’épissage. Cela signifie qu’elles peuvent créer de nouveaux sites donneurs ou accepteurs, des points de
branchements ou encore de nouveaux sites stimulateurs ou inhibiteurs d’épissage. Ainsi, on peut
observer la « création d’exons cryptiques » (figure 42), des exons raccourcis suite a la délétion d’'une
partie de leurs séquences (figure 43) mais aussi des exons rallongés suite a la rétention d’'un morceau

d’intron (figure 44).

Exon 1
Epissage normal

Exon 3
Glatragt—/ —vyyyyyyynyag [R__ MAG|atragt—/+—— yyyyyyynyaq [R

Exon
cryptique
Exon 1 Exon 2 Exon 3

Glatragt - — //— yyyyyyynyag [R MAG] atragt———~—— yyyyyyynyag [R

< b
< . - e
Région intronique

Figure 432 : Mutation responsable de la formation d'un exon cryptique
Extrait de « Génétique médicale » Martin Krahn

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Epissage normal Glatragt——/~—vyyyyyyynyag [R _ MAG|atragt——~—— yyyyyyynyag [R

Délétion de
séquence
exonique

Exon 2

Glatragt—« yyyyyyynyag[R___.K

Exon 1 Exon 3

Figure 423 : Mutation intronique créatrice d'un site cryptique donneur d'épissage conduisant au

raccourcissement de I'exon
Extrait de « Génétique médicale » Martin Krahn

Exon 1 Exon 3

Epissage normal Glatragt—/~—yyyyyyynyag R MAGJatragt——4—— yyyyyyynyag [R

Rétention
de
séquence
intronique
Exon 1 Exon 2 Exon 3

Glatragt—~— yyyyyyynyag [R______ MAGatragt g.tr //———yyyyyyynyag [R_

~
7~

<
~ s . . .
Région intronique

Figure 44 : Mutation exonique créatrice d'un site cryptique donneur d'épissage conduisant a I'allongement
de I'exon
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Un exemple de maladies due a la création de site cryptique d’épissage est le cas du
syndrome de Hutchinson-Gilford encore appelé progéria (De Sandre-Giovannoli et al., 2003). Cette
pathologie humaine rarissime et extrémement grave, se caractérise par un vieillissement prématuré qui
débute dés la période néonatale et une espérance de vie de 'ordre de 13 ans. La mutation causale de la
progéria est une substitution de type transition (remplacement d’une cytosine par une thymine) qui se
produit au niveau du dernier nucléotide d'un codon contenu dans I'exon 11 du gene LMNA (1q22), qui
code lalamine A. Bien que la mutation soit isosémantique et donc sans impact sur I'acide aminé codé par
le triplet qui la renferme (p.G608G), elle entraine un défaut d’épissage en créant un site cryptique
donneur qui conduit a la délétion en phase des cinquante derniers acides aminés de I'exon 11. La protéine
ainsi produite est extrémement toxique pour les cellules et conduit au phénotype gravissime observé

chez les patients.

4.2. Mutations affectant la traduction

Nous I'avons vu, les mutations non-sens entrainent généralement 'absence de formation de la

protéine ou la formation d'une protéine tronquée non fonctionnelle.

Les mutation faux-sens sont quant a elles responsables d'un changement d’acide aminé qui peut
perturber la fonction de la protéine. Leur effet peut étre trés variable puisqu’elles peuvent affecter la
maturation de la protéine, son adressage cellulaire, sa stabilité ou encore son activité enzymatique, sa
capacité d’interaction avec ses partenaires. Du fait de cette diversité d’effet délétere, il est souvent

nécessaire d’effectuer des tests fonctionnels pour déterminer la pathogénicité des variants.

La mutation faux-sens peut aussi bien entrainer une perte de fonction protéique qu'un gain de

fonction. Plusieurs types de gain de fonction sont décrits.

Tout d’abord, lorsqu’elles sont présentes a I'état hétérozygote, certaines protéines mutantes
peuvent exercer un effet dominant négatif sur les protéines codées par l'alléle sauvage. C’est ce que I'on
observe pour certaines protéines de structure comme nous le verrons dans le cas de la dystrophie

musculaire congénitale de type Ullrich [1114.3.1.B].

Dans d’autres cas, la modification structurale peut conduire a l'acquisition d’'une nouvelle

fonction qui aura un effet « toxique », délétere pour la cellule qui I'exprime.

Enfin, le gain de fonction pathogéne peut étre d{i a un excés de fonctionnement d’'une protéine ou

a sa surexpression comme nous le verrons dans le cas de la maladie de Charcot-Marie-Tooth [I11.2.1].
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En conclusion, on constate que les maladies neuromusculaires ont des origines tres variables et
que de tres nombreux genes sont impliqués dans leur développement. Du fait de la quantité croissante
de ces génes, une liste répertoriant I'’ensemble des genes responsables d’atteinte musculaire a été créée :
la« muscle gene table». Elle est disponible sur internet a l'adresse suivante:

http://www.musclegenetable.fr/ (Kaplan and Hamroun, 2015).

La plupart des approches de séquencage nouvelle génération se base sur cette liste pour choisir
les genes qui vont étre intégrés dans leurs études diagnostics par panels de génes (Gorokhovaetal., 2015;
Sevy et al,, 2015). Les travaux de mon équipe montrent qu’il y a un total de 11467 mutations connues
pour étre responsables de maladies neuromusculaires parmi 306 génes de la « gene table » (Gorokhova

etal, 2015).

Une autre étude consacrée aux bases génétiques des phénotypes mendéliens estime que la moitié
des genes impliqués dans ce type de maladies n’a pas encore été découverte. Actuellement, seul 2937

génes ont été identifiés sur les 4163 phénotypes mendéliens caractérisés (Chong et al., 2015).

Ces différentes données montrent bien la diversité des mutations et leur complexité.
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III. Les pathologies du muscle d’origines génétiques :

classification

1. Pathologies touchant le motoneurone

1.1. La sclérose latérale amyotrophique (SLA)

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), aussi connue sous le nom de maladie de Charcot, est
une maladie neurodégénérative grave, d’apparition tardive (dge moyen de début entre 50 et 70 ans) de
légere prédominance masculine (ratio H/F d'environ 1,5/1). Elle affecte a la fois les motoneurones
centraux (du cortex moteur primaire) et périphériques (du tronc cérébral et de la moelle épiniere). Ses
caractéristiques cliniques se traduisent par une paralysie progressive des muscles impliqués dans la
motricité volontaire avec parfois, un impact sur la phonation et la déglutition. Le plus souvent, c’est
'atteinte des muscles respiratoires qui cause le déces des patients dans les 3 a 5 ans aprés I'apparition

de la maladie.

Bien que la sclérose latérale amyotrophique soit majoritairement sporadique, on dénombre
environ 10% de cas familiaux d’origine génétique. Pendant longtemps, SOD1 (21q22) fut le seul gene
retrouvé muté chez les patients souffrant de cette maladie. La plupart des mutations répertoriées sont

des substitutions exoniques et quelques cas de mutations introniques jouant sur I'épissage.

Au cours des quinze dernieres années, d’autres genes responsables tel que TARDBP (1p36), VCP
(9p13) ou encore C9ORF72 (9p21), dont la mutation est observée dans plus de 40% des formes familiales,
ont été identifiés. Dans la majorité des cas, la transmission se fait selon un mode autosomique dominant

(Ajroud-Driss and Siddique, 2015).

A Theure actuelle, aucun traitement curatif n’existe, la prise en charge est symptomatique,

palliative et multidisciplinaire.

1.2. L’amyotrophie spinale proximale (SMA)

Les amyotrophies spinales proximales (ou SMA, du terme anglo-saxon « Spinal Muscular Atrophy
») sont un groupe de maladies rares, d'origine génétique, dues a la dégénérescence des motoneurones

périphériques du tronc cérébral et de la corne antérieure de la moelle épiniere.

Cliniquement, elles se caractérisent par une faiblesse musculaire liée a une paralysie plus ou

moins importante, conséquence de I'atrophie des muscles proximaux et des muscles du tronc.
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Parmi ces affections, on distingue quatre catégories qui sont classées en fonction de l'age
d'apparition des premiers symptomes, de 1'atteinte musculaire, de ses conséquences sur les capacités
motrices et le pronostic vital du patient. Les trois premiers types sont regroupés sous le terme

d’amyotrophies spinales infantiles (ASI). Leur incidence est d’environ 1 naissance sur 10000 par an.

- le type I, appelé maladie de Werdnig-Hoffmann ou amyotrophie spinale infantile sévere est le
plus communément retrouvé (60-70% des cas). Il apparait avant I'age de 6 mois et se caractérise par
I'absence d’acquisition de la station assise. Le pronostic est, en général, réservé, le décés survenant au

cours des deux premiéres années de la vie, dans la plupart des cas, par insuffisance respiratoire.

- le type 11, ou amyotrophie spinale infantile intermédiaire, survient entre 6 et 18 mois avec une

absence d’acquisition de la marche.

- le type IlI, aussi appelé amyotrophie spinale juvénile ou maladie de Kugelberg-Welander, se

développe apres I'age d’acquisition de la marche (généralement entre 18 mois et 2 ans).
- le type IV ou amyotrophie spinale adulte, se manifeste a I'age adulte.

La forme la plus fréquente est majoritairement due a des délétions homozygotes du géne SMN1
(5q12.2-q13.3) qui code la protéine de survie du motoneurone SMN (pour Survival Motor Neuron). Elle
se transmet généralement selon un mode autosomique récessif mais peut-étre, dans 2% des cas environ,
le fruit de mutations de novo. Chez un petit nombre de personnes atteintes (=10%) le gene SMN1 est

présent mais retrouvé muté et code donc une protéine non fonctionnelle.

Bien que la protéine de survie du motoneurone s’exprime de maniere ubiquitaire, on n’explique
toujours pas a ce jour pourquoi son absence conduit a la dégénérescence spécifique des motoneurones

périphériques.

Chez 95% de la population générale et chez toutes les personnes atteintes de SMA, il existe un
autre gene, SMNZ2 (5q13.2), situé a proximité de SMN1, dont la séquence ne differe que de cinq nucléotides
par rapport a celle du géne SMN1. Cette variation a des conséquences au niveau de 'épissage de SMN2
puisqu’elle conduit a la production, en quantité inégale, de deux transcrits d’ARNm. Le premier est
synthétisé en quantité minime, c’est un transcrit entier, stable, identique a celui produit lors de la
transcription de SMN1. Le second, trés majoritaire, est un ARNm délété de I'exon 7 qui sera traduit en une

protéine raccourcie, fragile, peu fonctionnelle et rapidement dégradée.

Bien que ce ne soit pas toujours exact, on constate généralement que la sévérité de 'amyotrophie
spinale est inversement proportionnelle au nombre de copies de SMNZ. En effet, 80% des patients
atteints de SMA de type I ne possedent qu'une ou deux copies du gene SMN2, 82% de ceux atteints de
type Il présentent 3 copies, et 96 % des patients atteints de SMA de type III présentent 3 ou 4 copies du
géne SMN2 (Medrano et al,, 2016).
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Le diagnostic repose sur les antécédents familiaux ainsi que 1'examen clinique, et peut étre
confirmé génétiquement. En effet, I'absence de détection de 'exon 7 du géne SMN1 conduit au diagnostic

de SMA dans 95 % des cas.

Aujourd’hui, aucun médicament n’existe pour soigner ces pathologies. Le traitement reste
symptomatique avec des prises en charge respiratoires et nutritives ayant pour but d'améliorer la qualité
de vie. Cependant, des essais cliniques de thérapie génique tres prometteurs ont été menés récemment
aux Etats-Unis, ils visaient a apporter, chez quinze patients, une copie sauvage du géne SMN1 al'aide d’'un
vecteur AAVO. Les résultats de cette étude indiquent une amélioration importante du phénotype (Jerry

Mendell, Oral communication, Myology 2016 congress).
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2. Pathologies touchant le nerf périphérique : les neuropathies

2.1. La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT)

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) représente un groupe de maladies neuromusculaires
évolutives, cliniquement et génétiquement hétérogenes. Ce sont des neuropathies périphériques

héréditaires sensitives et motrices, qui n’entament pas I'espérance de vie.

Elles se caractérisent par une atteinte des nerfs périphériques des membres supérieurs et
inférieurs conséquente a une altération ou un déficit protéique au niveau de la gaine de myéline (formes
démyélinisantes) (Bird, 1993a) ou de I'axone lui-méme (formes axonales)(Bird, 1993b). Elles débutent
la plupart du temps dans l'enfance ou chez I'adulte jeune par des difficultés a la marche ou des

déformations des pieds.
De nombreuses formes de la maladie ont été décrites et sont classées selon trois critéres :

- la nature de I'atteinte du nerf périphérique, évaluée a I'électroneuromyogramme et déterminée

par les vitesses de conduction nerveuse obtenues ;
- le mode de transmission génétique (autosomique dominant, autosomique récessif ou lié a 1'X) ;
- le gene responsable de la maladie (plus d’'une quarantaine sont actuellement identifiés).

C’est la maladie neurologique héréditaire la plus fréquente puisqu’elle concerne entre 30000 et
50000 personnes en France (c’est-a-dire entre 1 personne sur 1500 et 1 personne sur 1200) (Rossor et
al.,, 2016).

La forme de CMT de type 1A est la plus fréquente, elle est due a une duplication du géne PMP22
(17p11-p12) qui entralne la surexpression d’une protéine trés abondante dans la myéline, la Peripheral

Myelin Protein 22 (Watila and Balarabe, 2015).

L’étude de ce géne a une nouvelle fois montré combien le rapport mutation/maladie peut étre
complexe car d’autres types de neuropathies mettant en cause PMP22 ont été rapportées (Li et al.,, 2013).
En effet, les patients porteurs d’'une délétion de PMP22, développent quant a eux une maladie différente
appelée neuropathie héréditaire avec hypersensibilité des nerfs a la pression (HNPP) (Li, 2014; van
Paassen et al,, 2014). Enfin, dans de plus rares cas, un troisieme type de maladie, la CMT1E est également
due a une anomalie du gene PMP22. Dans ce cas-ci, le nombre de copies de PMP22 est normal mais le géne

est porteur de mutations faux-sens dans sa séquence (Li et al., 2013).

Actuellement, aucun traitement n’existe pour soigner les malades souffrant de CMT. Seuls divers
soins de kinésithérapie et de chirurgie orthopédique sont mis en place pour essayer de ralentir

I'évolution de la maladie et améliorer la qualité de vie des patients.
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Le diagnostic de CMT peut étre fait de différentes manieres : la plus fréquente est réalisée a I'aide
d’un électromyogramme (EMG). Il est également possible de faire une analyse génétique a partir d'une
prise de sang pour les formes de la maladie dont le gene est connu. Néanmoins il faut parfois recourir a

une biopsie nerveuse pour les formes atypiques.

L’électromyogramme permet de distinguer les atteintes de la gaine de myéline avec diminution
des vitesses de conduction motrice (souvent moins de 30 m/sec sur le nerf médian) de la dégénérescence
axonale avec des vitesses de conduction motrice sensiblement normales. Ces examens aident a

déterminer de quel type et de quel sous-type de CMT est atteint chaque patient (Dubourg, 2012).

Les CMT offrent une grande hétérogénéité génétique c’est-a-dire que, sous un méme nom, on
trouve des maladies dues a des génes différents, situés sur des chromosomes différents, mais le tableau
clinique reste sensiblement le méme. Il y a plusieurs formes de CMT qui se différencient par leur mode

de transmission, leur localisation génétique et la partie du nerf affectée :

Les CMT de type 1 (type démyélinisant) présentent une vitesse de conduction nerveuse ralentie
du fait d'un dysfonctionnement de la gaine de myéline (Bird, 1993a). Les CMT de type 2 (type axonal) ont
des vitesses de conduction nerveuse normales car le probléme réside dans I'axone et non plus dans la
gaine de myéline (Bird, 1993b). Les CMT liées a I'’X ont une myéline anormale et des vitesses de
conduction légerement ralenties (Liu and Zhang, 2014). Chacun de ces types est ensuite subdivisé en
sous-types (14, 1B..., 24, 2B...) en fonction du gene touché. Actuellement, plus d’'une quarantaine de génes

sont responsable de CMT (Bird, 1993c).

2.2. Les Ataxies

On regroupe sous le terme d’ataxies un grand nombre de maladies dont le point commun est une
perturbation de 1'équilibre et de la coordination motrice volontaire qui n’est pas due a une déficience

physique des muscles mais plutot a une atteinte du systéme nerveux.

Pour des raisons de synthese, seule I'ataxie héréditaire la plus fréquente va étre décrite dans le

paragraphe suivant.

2.2.1. L’ataxie de Friedreich

I’ataxie de Friedreich est une maladie neurodégénérative d’origine génétique, qui débute
généralement chez I'enfant ou I'adulte jeune (en moyenne vers quinze ans, dans 80% des cas avant vingt
ans). De transmission autosomique récessive, elle est presque toujours due a I'expansion du triplet GAA
(normalement présent avec moins de quarante répétitions) situé dans l'intron 1 du gene FRDA (9q13)

qui code une protéine mitochondriale : la frataxine (Muthuswamy and Agarwal, 2015).
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Cette augmentation importante du nombre de répétitions (de 100 a 2000) du trinucléotide
entraine des modifications épigénétiques qui affectent la structure chromatinienne du gene FRDA et
diminue son taux de transcription. Ainsi, par effet hypomorphe, la synthese de la frataxine est diminuée,

ce qui a un effet direct sur le métabolisme énergétique de la cellule (Sandi et al.,, 2014).

Cliniquement, I'ataxie de Friedreich se caractérise par des troubles de la coordination des
mouvements, de l'articulation, associés a d'autres signes neurologiques (abolition des réflexes, troubles
ostéo-articulaires) ainsi qu'une cardiomyopathie et parfois un diabéte. Une atteinte des nerfs sensitifs
périphériques est fréquemment mise en évidence par électromyogramme. Les facultés intellectuelles ne
sont pas altérées. L’évolution est progressive et la marche devient impossible sans aide aprés dix a vingt

ans d'évolution (Patel et al.,, 2016).

En France, cette pathologie touche environ 1 personne sur 50 000 aussi bien les hommes que les

femmes.

Il n'y a pas de traitement permettant de guérir l'ataxie de Friedreich mais de nouveaux travaux
visant a restaurer la fonction mitochondriale sont en cours d'évaluation (Abeti et al., 2015). La prise en
charge consiste en un suivi neurologique, cardiologique et du diabéte. La rééducation fonctionnelle

occupe une place importante dans le traitement de la maladie.

Le déces survient a un age tres variable, du fait de complications cardiaques et respiratoires.
Cependant, dans certains cas, la maladie peut progresser beaucoup plus lentement avec de longues

périodes ou les symptomes restent relativement stables.
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3. Myopathies touchant la jonction neuromusculaire

Quelles que soient les causes qui les provoquent, les dysfonctionnements de la jonction
neuromusculaire ont un point commun: ils se manifestent tous par un syndrome myasténique. La
caractéristique clinique essentielle de ce syndrome est la survenue d’une fatigabilité musculaire suivie
d’un épuisement rapide et progressif de la force musculaire, au cours d’un effort répété ou maintenu.
Cette faiblesse, liée a une anomalie dans le fonctionnement de la jonction neuromusculaire entraine le

blocage de la transmission de I'influx nerveux.

La jonction neuromusculaire est une structure essentielle pour le fonctionnement du muscle car
elle assure la transmission de l'information provenant du motoneurone o (qu’elle soit d’origine
volontaire, automatique ou réflexe) pour déclencher la contraction musculaire, grace a un

neuromédiateur, 'acétylcholine.

3.1. Les myasthénies

Les myasthénies peuvent étre classées en deux groupes distincts, les myasthénies congénitales et

les myasthénies auto-immunes acquises.

3.1.1. Les myasthénies congénitales

Ce groupe de myasthénies englobe les syndromes myasthéniques congénitaux (SMC). Beaucoup
plus rares que les myasthénies auto-immunes, ils ont une prévalence de 1 a 2 pour 500000. IIs sont dus
a un dysfonctionnement de la jonction neuromusculaire consécutif a une anomalie génétique des
protéines qui la constituent. Débutant habituellement dans la période néonatale ou la petite enfance, il
arrive plus rarement que ces affections apparaissent au cours de 'adolescence ou a I'dge adulte. Toutes
se transmettent sur un mode autosomique récessif (sauf le syndrome du canal lent qui est dominant)

(Abicht et al,, 1993).

La présentation clinique la plus classique des syndromes myasthéniques congénitaux est une
faiblesse musculaire des membres doublée d’atteintes oculaires, faciales et bulbaires. On peut également
observer des troubles respiratoires dans les cas les plus séveres. Indépendamment du degré d’atteinte

de la maladie, ces déficiences sont accentuées au cours de I'effort (Abicht et al., 1993).

Sur le plan moléculaire on distingue trois types de SMC qui sont classées en fonction de la zone
d’expression de la protéine mutée responsable : les SMC présynaptiques, synaptiques et postsynaptiques

(Ohno, 2012).
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Les premiers, les plus rares, peuvent étre dus, soit a une diminution des vésicules synaptiques
avec la réduction des quanta d’acétylcholine qui en découle, soit a un défaut de la resynthese de
I'acétylcholine et de son stockage. Ils sont principalement dus a des mutations tronquantes qui

surviennent dans le gene ChAT(10q11.2) codant la choline acétyltransferase (Schara et al,, 2010).

Les deuxiemes sont consécutives a un déficit d’acétylcholinestérase de la plaque motrice. Dans ce
type de pathologie, les protéines mutées sont localisées dans la queue riche en collagéne de 'enzyme qui
assure, en temps normal, sa fixation a la lame basale. La plupart des mutations retrouvées dans le géne
COLQ (3p25) sont de type non-sens (Guven et al., 2012) ou faux-sens (Azuma et al., 2015) et ont pour
effet de réduire I'activité enzymatique de la protéine et donc de ne plus assurer sa fixation a la lame

basale.

Enfin, on distingue les SMC postsynaptiques qui peuvent étre d’origine différente mais qui sont
considérés comme les plus fréquents. On peut par exemple retrouver des mutations dans des protéines
formant le récepteur a l'acétylcholine qui entraineront une anomalie dans leur fonctionnement et
conduiront au « syndrome du canal lent ». Cette maladie se caractérise par un trop grand nombre de
canaux calciques ouverts et par une durée d’ouverture supérieure a la normale, ce qui va impacter
I'amplitude et le temps de décroissance des potentiels de plaque miniature. D’autres genes tels que
RAPSN(11p11), MuSK(9q31), ou encore Dok7(4p16) peuvent étre responsable de ce type de pathologies
(Ben Ammar et al.,, 2010; Lorenzoni et al., 2013; Luan et al., 2016; Muller et al., 2004).

Le gene RAPSN(11p11) code la rapsyne, une protéine dont le role est de s’associer aux récepteurs
de l'acétylcholine pour les regrouper dans la membrane postsynaptique. Lorsqu’il est muté, ce géne est
pratiquement toujours porteur de la méme mutation, la mutation p.N88K. Une étude effectuée sur des
patients d’origine ethnique diverse, européenne et indienne, et tous porteurs de I'allele N88K a montré
que cette mutation serait liée a 'effet fondateur d’'un événement apparut il y a longtemps dans la

population Indo-Européenne (Muller et al.,, 2004).

A ce jour, aucun traitement curatif n’est disponible pour cette pathologie. Il est également difficile
de donner un pronostic fiable quant a I'évolution de la maladie et ce, quel que soit le gene mis en cause.
Il existe cependant trois classes pharmacologiques de médicaments qui sont aujourd’hui utilisés pour
moduler la transmission synaptique a la jonction neuromusculaire : les anticholinestérasiques, la toxine
botulique et les curares. Leurs mécanismes d’action mettent en jeu : I'inhibition de la dégradation de
'acétylcholine ou le blocage de sa libération pour les deux premiers. Les curares quant a eux peuvent soit
bloquer les récepteurs postsynaptiques a I'’acétylcholine ou bien provoquer une dépolarisation soutenue

liée a une libération massive d’acétylcholine.
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4. Myopathies touchant la fibre musculaire

4.1. Les myopathies congénitales

Le groupe des myopathies congénitales renferme de nombreuses affections musculaires
cliniquement présentes dés la naissance, souvent sous la forme d’une hypotonie du nourrisson. Les
lésions constatées dans le tissu musculaire sont caractérisées par une anomalie des structures qui le
constituent, en I'absence d’aspect dystrophique ou de signes traduisant une atteinte du systéme nerveux
ou périphérique. La gravité de ce type d’affection est variable d’'une forme a une autre et c’est 'examen

histologique du tissu qui permet seul le diagnostic.

Comme on observe différentes caractéristiques au niveau de la fibre, on peut classer les
myopathies congénitales en plusieurs sous-groupes, généralement au nombre de quatre. On trouve le
groupe des myopathies a noyaux centraux, celui des myopathies a cores, le groupe des myopathies avec

accumulation de protéines et un dernier ensemble qui réunit toutes les autres myopathies congénitales.

4.1.1. Les myopathies a noyaux centraux

Le premier groupe comprend les myopathies centronucléaires et myotubulaires qui
s’'individualisent par la présence de centralisations nucléaires évocatrices de troubles de la myogénese

bloqués au stade de myotube. Plusieurs formes de transmission existent pour ce type de pathologies :

Les formes autosomiques dominantes sont liées a des mutations dans les genes DNMZ2 (19p13.2)
et BIN1 (2q14) qui codent respectivement les protéines « dynamine-2 » et « amphiphysine » (Jungbluth
and Gautel, 2014). De maniere intéressante, on notera que certaines mutations dans le géne DNM2 sont
également responsables de neuropathies de type CMT 2B (Echaniz-Laguna et al., 2007). Encore une fois,
on constate que la mise en évidence de mutations génétiques est parfois insuffisante pour confirmer le
type de maladie en présence et qu’il est indispensable de prendre en compte le tableau clinique du patient

pour établir un diagnostic.

Le gene BIN1 peut également étre mis en cause dans des formes autosomiques récessives tout

comme les génes RYR1 et TTN (Jungbluth and Gautel, 2014).

Enfin, une forme liée a I'’X a également été rapportée, elle est due a des mutations du géne codant

la myotubularine (MTM1 ; Xq27.3-q28) (Jungbluth and Gautel, 2014).
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4.1.2. Les myopathies a cores

En microscopie, les myopathies a cores sont caractérisées par la présence a I'intérieur de la fibre
musculaire, de zones anormales, les cores, qui sont des désorganisations au niveau des sarcomeres
caractérisées par la présence de régions dépourvues d’activité oxydative. Selon le nombre, la forme, la
taille ou lalocalisation des cores, on distingue les myopathies a cores centraux de celles a multi-minicores.
Celles a cores centraux sont le résultat de mutations survenues dans le gene RyRI qui, comme nous
I'avons vu, code un canal calcique tres important lors de la contraction musculaire. Il existe plus de trois
cents mutations identifiées sur la séquence complete de la protéine RyR1. De rares cas de myopathies a

multi-minicores dues a des mutations récessives dans RYR1 ont été rapportées (Jeong et al., 2008).

Cependant, certaines mutations retrouvées dans RyR1 ne sont pas responsables de myopathies a
cores centraux mais peuvent conduire a un autre type de maladie, 'hyperthermie maligne, une maladie
pharmacogénétique héréditaire a transmission autosomique dominante (Brislin and Theroux, 2013).
Chez les personnes porteuses de ces mutations, I'exposition lors d’'une anesthésie, a des dérivés
halogénés comme I’halothane peut étre fatale. Elle conduit a une hyperthermie, une rhabdomyolyse, une
hypercapnie, un hypermétabolisme et une contraction généralisée qui est fatale dans 70% des cas sans
traitement. Seule 'administration rapide de dantrolene peut bloquer 'emballement de tout le processus
(Kollmann-Camaiora et al.,, 2016). Un test IVCT (pour in vitro contracture test) réalisé a partir d'une

biopsie peut mesurer la prédisposition d'un patient a 'hyperthermie maligne.

4.1.3. Les myopathies avec accumulation de protéines

Les myopathies avec accumulation de protéines sont caractérisées par la présence anormale
d’amas de protéines dans les fibres musculaires. Ce groupe renferme, entre autres, les myopathies a
batonnets ou myopathie a némaline, caractérisées par la présence d’inclusion en forme de batonnets dont
la structure évoque fortement I'aspect de la strie Z. Les mutations qui sont a I'origine de cette myopathie
congénitale concernent des génes codant des protéines impliquées dans la structure et la fonction des

filaments fins d’actine, ce qui impacte la formation de la strie Z.

Actuellement sept génes sont identifiés mais aucune corrélation génotype/phénotype évidente
n’ajusqu’ici pu étre établie. Ce sont les génes : NEB (2q23.3) qui code la nébuline, TPM2 (9p13) et TPM3
(1g21.2) qui codent les tropomyosine-2 et -3, ACTA1 (1q42.13) pour l'a-actinine, TNNT1 (19q13.4)
codant la troponine-1, CFL2 (14q12) pour la cofiline-2 et enfin le gene KBTBD13 (15q22.31) (Malfatti and
Romero, 2016).
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4.1.4. Les myopathies congénitales rares

Cette catégorie renferme toutes les myopathies congénitales rares présentant des anomalies de

structure a l'intérieur de la fibre et n’entrant pas dans les sous-groupes précédemment décrits.

Y

Parmi elles, on trouve les myopathies a agrégats tubulaires pour lesquelles 'anomalie
morphologique des fibres musculaires est caractérisée par une accumulation de tubules membranaires
agencés de maniere caractéristique (figure 45). Bien que 'anomalie histologique soit présente des la
naissance, les premiers symptomes eux, n’apparaitront que beaucoup plus tard. Le cas d’une famille dans
laquelle des individus asymptomatiques présentent ce type d’anomalies a également été décrit (Bohm et
al,, 2013). On classe donc dans ce groupe de pathologies, les formes de myopathies secondaires ou

d’apparition tardive.

Figure 45 : Mise en évidence d'agrégats tubulaires sur une biopsie musculaire de patients.

Observations faites par microscopie électronique sur coupe transversale a gauche et longitudinale a droite.
Boéhm et al., 2013

Des mutations dominantes de type faux-sens ont été identifiées dans les genes STIM1 et ORAII et
sont a l'origine de myopathies a agrégats tubulaires (Boehm et al., 2014; Bohm et al,, 2013; Endo et al,,
2015). Dans les deux cas, ces mutations conferent un gain de fonction aux protéines STIM1 et ORAI1 qui

restent actives quel que soit la concentration calcique a l'intérieur du réticulum sarcoplasmique.

Lorsque la protéine STIM1 est mutée, elle est « hyperactivée » et reste liée au récepteur-canal
membranaire ORAI1 qui va demeurer ouvert en permanence. De ce fait, I'équilibre calcique
intracellulaire sera alors perturbé puisque, méme en dehors des phases d’excitation-contraction, les
molécules de calcium vont pouvoir diffuser librement a travers le canal jusqu’a atteindre un équilibre

ionique (Lacruz and Feske, 2015).

Lorsque les mutations sont situées dans le géne ORAI1, elles sont aussi responsables d’'un gain de
fonction de la protéine qui conduit au méme résultat : le calcium diffuse librement dans la cellule car le

canal calcique est maintenu ouvert méme lorsqu’il n'y a pas d’interaction avec STIM1.
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Au cours de ma thése, je me suis intéressée a I'impact que peuvent avoir des mutations de STIM1
sur ce mécanisme d’activation constitutif. En effet, suite aux travaux réalisés par une équipe de
Strasbourg, en collaboration avec des membres de mon équipe, sur une famille de patients
asymptomatiques porteurs de mutations STIM1 découvertes fortuitement, j’ai voulu comprendre
pourquoi eux, ne développaient pas la maladie (B6hm et al., 2013). Ainsi, j’ai étudié par calorimétrie, les

mécanismes d’oligomérisation de la protéine et ceux permettant la fixation du calcium.

4.2. Les myopathies myofibrillaires

Les myopathies myofibrillaires (MMF) représentent un groupe de maladies neuromusculaires trés rares
qui touchent les myofibrilles et se développent a I'dge adulte. Bien qu’elles puissent avoir des
manifestations cliniques diverses, leur caractéristique majeure est une faiblesse musculaire progressive
plus ou moins rapide (Béhin et al., 2015). Du fait de mutations dans des génes différents, le diagnostic de
ce type de pathologies se fait lors d’analyses microscopiques sur des biopsies musculaires puisqu’elles

partagent un phénotype morphologique commun.
En effet, on observe communément au niveau des cellules :

- Une désorganisation du réseau de myofibrilles entrainant des problemes de contraction

musculaire,
- Desinclusions intracellulaires anormales de protéines qui apparaissent sous forme d’agrégats.

Ces agrégats sont le fruit d'une accumulation excessive et toxique de protéines qui ne pourront non

seulement plus jouer leur role dans la cellule mais entraineront un déficit moléculaire.
A ce jour, six protéines sont responsables de ces phénotypes lorsqu’elles sont mutées (Béhin et al., 2015):
- Ladesmine [DES (2q35)],
- L’'ap-cristalline [CRYAB (11q23)],
- Lamyotiline [MYOT (5q31)],
- Laprotéine ZASP [ZASP (10q23.2)],
- Lafilamine C [FLNC (7q32)],
- Laprotéine BAG3 [BAG3 (10g26)].

Comme nous l'avons déja décrit, un méme gene peut étre responsable de maladies différentes quand il
est muté. C'est notamment le cas ici pour le géne DES qui est impliqué dans des LGMD d’origine
autosomique dominante ou récessive (Clemen et al., 2013; Nigro and Savarese, 2014) ou encore le gene

MYOT également responsable de LGMD1A (0Olivé et al., 2005).
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4.3. Les dystrophies musculaires congénitales

Le nom de dystrophie musculaire congénitale (DMC) est donné a un groupe trés hétérogene de
maladies neuromusculaires rares et souvent séveres, d’origine génétique. Les symptémes qui les
caractérisent apparaissent généralement a la naissance ou dés les premiers mois de la vie, avec la
présence d'une nécrose et de signes de régénération, ce qui les oppose aux myopathies congénitales.
L’affection est prédominante au niveau des muscles squelettiques, on observe une faiblesse musculaire,
une hypotonie, une amyotrophie et un retard moteur. Plus rarement, des atteintes du systeme nerveux
central ou des complications du type rétractions musculo-tendineuses et difficultés respiratoires sont

présentes (Falsaperla et al., 2016).

Les dystrophies musculaires congénitales représentent la deuxiéme cause d’hypotonie
congénitale d’origine musculaire, aprés les myopathies congénitales. Ce sont des affections qui touchent
aussi bien les filles que les garcons et dont le diagnostic est souvent difficile du fait de la grande
hétérogénéité clinique, immunohistochimique et génétique (plus d’'une vingtaine de génes responsables
identifiés). Ainsi, I'observation de facteurs tels qu'un déficit intellectuel ou des taux de créatine kinase
(CK) élevés permettent d’orienter le diagnostic vers un type de DMC plutét qu'un autre. Pour cette méme
raison, la prévalence réelle est inconnue mais peut-étre estimée a 5/100000 (Mendell et al., 2006).

Les anomalies observées dans ce type de pathologies peuvent impacter la cellule a différents

niveaux (figure 46) (Jaalouk and Lammerding, 2009).
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Figure 46 : Principales protéines impliquées dans les dystrophies musculaires congénitales
La cellule peut étre impactée en différents points : au niveau de la matrice extracellulaire (laminine 2, collagéne-VI), du sarcolemme
(DAC, intégrine-a7) ou de I'enveloppe nucléaire (nesprine-1, lamine A)
Jaalouk and Lammerding, 2009
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Les protéines mutées peuvent se situer :
- Dans la matrice extracellulaire (DMC1A, DMC d'Ullrich et myopathie de Bethlem),

- Dans la membrane sarcoplasmique, au niveau du complexe glycoprotéique associé a la

dystrophine ou des récepteurs membranaires (a-dystroglycanopathies, intégrinopathies),
- ATéchelle de I'enveloppe nucléaire (DMC liées a la Nesprine-1 et a la lamine A).

De ce fait, en plus du tableau clinique, le diagnostic repose sur l'étude immunohistochimique

d’une biopsie musculaire et d'un examen génétique moléculaire.

Afin de faciliter la lecture des prochains paragraphes, je classerai les différents types de DMC en

suivant la nomenclature citée ci-dessus.

4.3.1. Les DMC avec anomalies des protéines liées a la matrice extracellulaire

= —— Matrice
—————extracellulaire}
X

Agrine/perlecan

Lame basale

Figure 47 : Représentation schématique des différentes protéines impliquées dans les dystrophies musculaires
congénitales (DMC) au niveau de la matrice extracellulaire
UCMD : syndrome d'Ullrich par mutation du collagéne VI ; MDCIA : déficit en mérosine.
F. Rivier, M. Mercier, G. Hugon, D. Mornet, B. Echenne. Dystrophies musculaires congénitales. EMC - Neurologie 2010:1-16 [Article 17-173-A-20]

A. La dystrophie congénitale avec déficit primaire en mérosine (DMC1A)

La dystrophie musculaire congénitale de type 1A (DMC1A) ou DMC avec déficit primaire en
laminine-a2 (mérosine), est la forme la plus fréquente puisqu’elle représente environ 30 % a 40 % des
dystrophies musculaires congénitales (prévalence estimée a 1/30 000) (Mendell et al., 2006; Turner et
al,, 2015). Outre les phénotypes cliniques habituellement retrouvés dans ce groupe de maladies, I'atteinte

respiratoire est presque constante.
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On observe également, chez les patients souffrant de mérosinopathies, un taux de créatine kinase
quatre fois supérieur a la normale ainsi que des anomalies cérébrales, fréquemment au niveau de la
substance blanche, dés I'age de un an. Cependant, le développement intellectuel est normal (Jones et al.,

2001 ; Leite et al,, 2005 ; Mercuri E and Muntoni F, 2012).

La maladie se transmet de maniere autosomique récessive. Elle est la conséquence de mutations
retrouvées dans le gene LAMAZ (6q22-q23) qui code une protéine constitutive de la lame basale des
cellules musculaires : la mérosine ou laminine-a2. Comme nous l'avons vu, la lame basale assure
I'ancrage de la cellule musculaire au tissus conjonctif qui I'entoure. Le déficit en mérosine, visible par
immunocytochimie ou Western blot, s’observe également sur la biopsie musculaire et se caractérise par
une fibrose importante et une inégalité de la taille des fibres. Peu de fibres en nécrose sont cependant

observées dans cette pathologie par rapport a d’autres dystrophies musculaires (Mendell et al., 2006).

Les mutations LAMAZ répertoriées dans les bases de données sont variées, on trouve aussi bien
des délétions, des faux-sens, non-sens ou encore des mutations introniques jouant sur I'épissage (Turner

etal, 2015).

L’évolution de cette DMC est assez stéréotypée dans l'ensemble. Une fois installé, le déficit
musculaire n’est pas évolutif, ou s’il 'est, c’est a un rythme lent. L’absence actuelle de traitement curatif
oriente l'attitude thérapeutique vers une prise en charge symptomatique et multidisciplinaire de la

maladie.

Les progres réalisés dans ces domaines et en matiére de diagnostic ont permis d'améliorer la
qualité et I'espérance de vie des enfants atteints. La majorité d'entre eux arrive a I'dge adulte malgré une
situation de handicap trés importante. Néanmoins, l'insuffisance respiratoire et I'atteinte cérébrale sont

les principales causes de mortalité.

B. La dystrophie congénitale d’Ullrich (DMCU)

La dystrophie musculaire congénitale de type Ullrich (DMCU) se caractérise par une atteinte
musculaire précoce de type dystrophique, une hypotonie sévere avec de multiples contractures des
articulations proximales et une hyper-mobilité des articulations distales, le tout associé a une IRM et une
intelligence normale. Les muscles respiratoires peuvent étre affectés, le taux de créatine kinase sérique

est généralement normal mais peut légérement augmenter selon les patients.

C’est une pathologie rare qui semble pourtant étre la deuxieme cause de DMC la plus fréquente

en France.

De transmission autosomique récessive, la DMCU est due a des mutations dans 'un des 3 génes
COL6A1(21q22.3),COL6A2(21q22.3) ou COL6A3(2q37) qui codent respectivement les sous-unités al, a2

et a3 du collagéne VI, molécule hétérotrimérique faite de I'association de ces trois sous-unités.
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Ainsi, lorsqu’une des sous-unités est mutée, elle impactera la conformation finale de la molécule

de collagéne VI, empéchant alors la production d’une protéine fonctionnelle (Allamand et al., 2011).

Tout comme la laminine-a2, le collagéne VI est un des constituants principaux de la lame basale.
Lorsqu'’il est muté, il ne joue plus son réle de soutien du tissu, ce qui entraine une désorganisation de la
fibre musculaire, une altération de sa membrane et I'apparition de la maladie. En général, des anomalies
de structure (comme des différences de taille entre fibres musculaires, des traces de nécrose puis de
régénération) sont bien visibles sur la biopsie musculaire et I’absence complete ou partielle de collagene
VI peut facilement étre mise en évidence. La détection des mutations dans les trois génes COL6A1, A2 et

A3 permet de poser définitivement le diagnostic.

La peau étant un tissu tres riche en molécules de collagene et notamment en collagene VI, il n’est
pas étonnant d’observer des problemes de peau chez les patients souffrant de cette forme de DMC

(Bozorgmehr et al., 2013; Zulian et al,, 2014).

Comme dansla DMC1A4, il n'existe pas de thérapie curative mais la prise en charge symptomatique

des le plus jeune age peut grandement améliorer la qualité de vie des patients.

C. La myopathie de Bethlem (Collagene VI)

La Myopathie de Bethlem n’est pas réellement considérée comme une dystrophie musculaire
congénitale mais est incluse dans la famille des collagénopathies de type VI. En effet, elle résulte de
mutations dans les genes COL6A1, A2 ou A3, comme la dystrophie musculaire d'Ullrich (Bushby et al,
2014). Plusieurs divergences importantes peuvent néanmoins étre mise en évidence pour différencier
ces deux pathologies voisines : la myopathie de Bethlem s’exprime de maniére beaucoup plus modérée
que la DMCU et n’apparait qu’'a 'age adulte (d’ou le fait de ne pas la classer dans les DMC). Le mode de
transmission de ces deux maladies est également distinct, la premiére se transmet selon un mode
autosomique dominant tandis que la DMCU est autosomique récessive. Le caractére dominant des
mutations dans la myopathie de Bethlem peut expliquer le phénotype beaucoup plus modéré de la
maladie. En effet, d’aprées la probabilité, la moitié des molécules de collagéne VI seront fonctionnelles car

composées de sous-unités o codées par l'allele sauvage (Bushby et al,, 2014).

Enfin, la myopathie de Bethlem semble encore plus rare que celle d’Ullrich.

109



4.3.2. Les DMC avec anomalies des protéines liées a la membrane sarcoplasmique

Intégrine alpha 7 béta 1 Lame basale

(DMC mutation ITGA7)
Alpha-dystroglycane
(dystroglycanopathies)

Figure 48 : Représentation schématique des différentes protéines impliquées dans les dystrophies

musculaires congénitales (DMC) au niveau du sarcolemme
F. Rivier, M. Mercier, G. Hugon, D. Mornet, B. Echenne. Dystrophies musculaires congénitales. EMC - Neurologie 2010:1-16 [Article 17-173-A-20]

A. La dystrophie avec déficit en intégrine-a7

Quelques cas de dystrophies musculaires avec déficit en intégrine-a7 ont été décrits dans la
littérature (Hayashi et al, 1998). En dehors du mode de transmission autosomique récessif mis en
évidence, aucun phénotype précis n’a pu étre identifié. Pour cette raison, cette maladie n’entre pas dans

la classification officielle des DMC mais demeure une bonne candidate.

Sur le plan génétique, I'affection est due a des mutations retrouvées dans le gene ITGA7 (12q13)
qui code la sous-unité d’intégrine-a7 spécifique des muscles squelettiques et cardiaque. Les trois patients
décrits par Hayashi et collegues sont soit porteurs de mutations impactant I'épissage, soit de délétions
entrainant un décalage du cadre de lecture, soit leur ARNm est plus faiblement exprimé par rapport aux

individus sains (Hayashi et al., 1998).

Dans les muscles, l'intégrine-a7 s’associe avec la sous-unité d’expression ubiquitaire 1 pour
former un des récepteurs membranaires les plus fréquemment retrouvés a la surface des cellules
musculaires : I'intégrine a7pf1. Comme nous l'avons évoqué dans le paragraphe «Les intégrines,
composants principaux de la matrice extracellulaire » [1.3.2.3.B.d], cette molécule interagit avec d’autres
protéine de lalame basale, en particulier la laminine 2, et fait partie intégrante de I'échafaudage protéique
mis en place pour maintenir la structure de la fibre. L’absence de laminine 2 étant responsable de la
DMC1A (voir paragraphe plus haut), il ne serait pas étonnant qu’'un déficit en une protéine partenaire
telle que la sous-unité intégrine-a7 soit également responsable d’une dystrophie musculaire (Burkin and

Kaufman, 1999).
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B. Les dystroglycanopathies

On englobe dans le groupe des dystroglycanopathies, plusieurs maladies génétiques rares qui
touchent tres majoritairement la sous-unité a du complexe des protéines associées a la dystrophine. Ce
complexe comprend deux glycoprotéines, 'a-dystroglycane, de 156 kDa, et le 3-dystroglycane, de 43 kDa,

tous deux produits d'un seul ARN messager et dont le gene DAG1 est localisé sur le chromosome 3p21.

DAG1 estinitialement traduit en une protéine précurseur de 97 kDa qui est ensuite clivée en deux
peptides, les dystroglycanes. Apres clivage, ces derniers restent étroitement associés et ont une
distribution ubiquitaire dans tous les tissus. Ce sont des glycoprotéines, des molécules constituées d'une
ou plusieurs chaines d’acides aminés sur lesquelles viennent se greffer des oses par liaisons covalentes
(oligosaccharides ou glycanes). La présence de ces nombreux résidus osidiques alourdie fortement les

peptides et particulierement la sous-unité «, ce qui explique le poids moléculaire observée.

L'a-dystroglycane est une protéine extracellulaire qui se fixe étroitement, d'une part a la
laminine-a2 dans la membrane basale du muscle, et d’autre part, au $-dystroglycane transmembranaire
via des liaisons non covalentes. Ce dernier se lie a la dystrophine dans sa partie intracellulaire.

L’ensemble constitue ce que 1'on appelle le dystroglycan binding domain.

Seules les maladies impactant I'a-dystroglycane seront détaillées dans les paragraphes suivants.

a. Les a-dystroglycanopathies : des DMC avec anomalies de la glycosylation

Bien que les a-dystroglycanopathies représentent un groupe numériquement important dans
I'ensemble des DMC, ce sont des formes assez rares en France. Elles se transmettent sur un mode
autosomique récessif et sont la conséquence d’altérations qui surviennent dans des genes impliqués dans
la glycosylation de I'a-dystroglycane (Taniguchi-Ikeda et al., 2016). Des mutations dans le gene DAG1 lui-

méme sont plus rarement retrouvées (Muntoni et al., 2011).

Dans ces pathologies, on observe des malformations cérébrales et/ou oculaires ainsi qu’'un retard
mental de sévérité variable, suggérant un trouble de la migration neuronale associé. Les différentes
formes se manifestent souvent de maniére trés différente, mais partagent, outre l'atteinte musculaire
dystrophique précoce, la présence d'anomalies d'intensité variable au niveau du systéme nerveux central

(Taniguchi-lkeda et al.,, 2016).

En condition physiologiques, les molécules d’a-dystroglycane sont fortement glycosylées. Les
sucres qu’'elles portent en surface servent de récepteur pour plusieurs protéines de la matrice
extracellulaire telles que la laminine-a2, I'agrine (une glycoprotéine synaptique impliquée dans la

formation des jonctions neuromusculaires) ou encore la perlécane.
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Comme décrit précédemment, elle s’associe au niveau de la membrane sarcoplasmique avec le 3-
dystroglycane qui, a son tour, interagit avec la dystrophine et d’autres protéines intracellulaires (figure
49) (Reed, 2009).

Cette organisation protéique est une des clés de voute de la structure de la fibre musculaire puisqu’elle

assure le lien entre la lame basale et I'actine filamenteuse.
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Figure 49 : Organisation du complexe protéique autour de I'a-dystroglycane dans les cellules musculaires
Reed, 2009

La glycosylation de I'a-dystroglycane fait intervenir plusieurs protéines dans un ordre bien précis

pour que soit mis en place un échafaudage sucré particulier (figure 50).
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Figure 50 : Structure représentative d'0-glycosylation de I'a-Dystroglycane
Nakayama et al.,, 2013
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De ce fait, il n’est pas étonnant de constater que le phénotype des patients est d’autant plus grave
siles génes mutés dont ils sont porteurs sont ceux codant les protéines chargées de déposer les premiers

sucres de I'arborisation (Mendell et al., 2006; Nakayama et al., 2013).

Sila glycosylation est absente ou insuffisante, I'a-dystroglycane ne peut plus se lier aux protéines
de la matrice extracellulaire, 'agencement protéique ne se fait plus et le lien entre l'intérieur etl'extérieur
de la cellule est rompu. La glycoprotéine ne joue alors plus son role dans la résistance mécanique du tissu
ce qui va fortement fragiliser la cellule musculaire et étre a l'origine des différentes formes de

dystrophies.

Parmi ces maladies, on trouve entre autres, le syndrome de Walker-Warburg, la DMC de type
Fukuyama (FCMD), le syndrome muscle-ceil-cerveau (muscle-eye-brain, MEB), ainsi que des DMC dues a
des déficits en une protéine particuliére telles que les DMC1B, 1C et 1D. Six génes codant des enzymes
intervenant dans la glycosylation de I'a-dystroglycane sont aujourd’hui identifiés comme responsables

de la pathologie (Reed, 2009). Parmi eux, on trouve les génes :
- POMT1 (9q34) qui code la O-Mannosyltransferase 1,
- POMT2 (14q24) qui code la O-Mannosyltransferase 2,
- POMGnT1 (1p34) qui code la O-mannosyl béta-1,2-N-acétylglucosaminyltransférase 1,
- LARGE (22q12) qui code la protéine acétyl-glucosaminyl-transférase like,
- FKTN (9931) qui code la fukutine,
- FKRP (19q13) qui code la fukutin-related protein.

Ces genes peuvent étre liés a différentes formes cliniques d’a-dystroglycanopathies et
inversement, une méme a-dystroglycanopathie peut étre la conséquence de mutations dans plusieurs

d’entre eux.

L’évolution et le pronostic des a-dystroglycanopathies dépendent beaucoup de la forme qui
touche le patient. Le syndrome de Walker-Warburg est en regle générale trés grave et peu d’enfants
survivent au-dela de la premiére année (Vajsar and Schachter, 2006). Pour les autres, du fait d’'une
évolution lente, 'espérance de vie est prolongée mais les malades souffrent d'un handicap sévére et a
expression multiple. De maniére générale, plus les anomalies cérébrales et oculaires sont importantes et
moins le pronostic est bon, notamment au niveau intellectuel. Le cas des DMC avec déficit en FKRP est un
peu particulier. Il en existe des formes tout a fait comparables aux formes séveres d’a-
dystroglycanopathie mais dans d’autres cas, les capacités de marche et les fonctions intellectuelles sont
préservées (Blaeser et al., 2013). Comme pour toutes les dystrophies musculaires congénitales, aucun

traitement n’est aujourd’hui disponible.
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4.4. Les dystrophies musculaires progressives

L’ensemble des affections génétiques incluses dans ce groupe sont liées a des dégénérescences
primitives du tissu musculaire strié, avec ou sans atteinte cardiaque, et dont I'évolution est progressive.
Elles se manifestent par un déficit de la force musculaire proximale et/ou distale au niveau de 1"appareil
locomoteur pouvant conduire a la perte de la marche, une amyotrophie, des rétractions tendineuses ainsi

que des déformations vertébrales et/ou thoraciques.

Les dystrophies des ceintures touchent les muscles qui ont atteint leur maturité structurelle et
qui sont le siége de nécrose aboutissant a la destruction de fibres. En paralléle de cette dégénérescence,
des mécanismes de régénération musculaire se mettent en place pour restaurer l'intégrité anatomique
et physiologique du tissu 1ésé. On peut donc nettement les distinguer des myopathies congénitales qui
sont, elles, consécutives a un trouble du développement du tissu musculaire mais qui ne sont le siége ni

de nécrose ni de régénération.

La nécrose est trés rapidement suivie d'une infiltration de macrophages qui pénétrent dans le
tissu lésé afin d’éliminer les débris nécrosés (figure 51). Cette étape, quasi concomitante avec la
régénération, est essentielle pour que la réparation soit efficace. A ce moment-13, le tissu ne joue plus son
role de barriére, sa perméabilité est anormale ce qui entraine la sortie de protéines solubles du muscle
dans le sang. S’en suit alors une augmentation du taux sanguin d’enzymes musculaires, telles que les

créatines kinases, qui permettent alors d’apprécier I'importance de la destruction des fibres.
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Figure 51 : Les différences étapes de la régénération musculaire.
L Une lésion détruit l'intégrité de la membrane cellulaire provoquant l'entrée du calcium extracellulaire.
2. Des protéases intrinseques autolysent la région atteinte, mais la membrane basale et les cellules satellites persistent. Des
macrophages pénétrent dans le tube endomysial et éliminent complétement les débris nécrotiques : les segments adjacents de la
myofibre peuvent cicatriser.
3. Les cellules satellites sont activées et entrent dans le cycle cellulaire.
4. Les cellules satellites proliféerent, guidées par la membrane basale.
5. Elles sortent du cycle cellulaire et fusionnent en myotube multinucléé. Noter la position centrotubulaire des noyaux a ce stade. La
fusion ultérieure avec les myotubes de la zone cicatricielle restaurera la continuité de la fibre musculaire, tout en préservant un pool
de cellules satellites.

Extrait de « pathologie du muscle strié » Jean de Recondo

Les signes dystrophiques classiquement observés en microscopie optique sur une biopsie
musculaire sont une inégalité de calibre des fibres, des signes de nécrose comme la fibrose et des signes
de régénération comme la centralisation de noyaux (figure 52). Ces noyaux centraux appartiennent aux

myoblastes qui viennent de fusionner avec la fibre a réparer.

Figure 52 : Fibre musculaire en régénération
a) et b) Observation au microscope optique. Coloration hématéine-éosine, grossissement x400
¢) Observation au microscope électronique. Coloration PTA (acide téréphtalique purifié), grossissement x4500
Extrait de « pathologie du muscle strié » Jean de Recondo
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4.41. Les dystrophies touchant le sarcolemme

Dans cette catégorie, nous choisissons de nous pencher plus en détail sur le cas de deux
dystrophies musculaires des ceintures (LGMD pour Limb Girdle Muscular Dystrophy) génétiquement bien

déterminée et ayant un impact sur la membrane plasmique de la cellule musculaire : Les LGMD1C et 2B.

A. La dystrophie musculaire des ceintures de type 1C ou cavéolinopathies

Cette dystrophie musculaire, transmise de maniére autosomique dominante, est provoquée par
des mutations ponctuelles dans un gene hautement conservé a travers les espéces, le géne CAV3 (3p25)
qui code la cavéoline 3. Comme nous l'avons décrit dans le paragraphe sur les cavéoles [1.3.2.3.B.e], la
cavéoline 3 est une protéine spécifique du muscle et le composant majeur des cavéoles. C’est un

partenaire direct de la dysferline, la protéine retrouvée mutée dans I'autre LGMD décrite ci-apres.

La cavéoline 3 joue un réle structural important dans le muscle puisqu’elle participe fortement a
I'organisation de la membrane et au transport de petits solutés. C’est un maillon essentiel dans la
formation des échafaudages protéiques qui existent entre la membrane plasmique et la lame basale. Elle
favorise la transduction de signaux entre les milieux cellulaires externes et internes et intervient dans les

mécanismes d’endocytose et de pinocytose.

Dans la majorité des cas lorsqu’elle est mutée, la cavéoline 3 devient inactive et seul l'alléle
sauvage permet la synthese d’'une protéine fonctionnelle. Cependant, méme quand il y a 50% du taux
physiologique de protéines exprimées dans la cellule, cela ne suffit pas a empécher le développement de
la maladie. En effet, la réduction du taux de cavéoline 3 impacte les cascades de signalisation dans
lesquelles elle intervient et conduit a une modification de I'intégrité structurale de la cellule musculaire

qui finira par entrer en apoptose.

B. Les dysferlinopathies : LGMDZ2B et dystrophie de Miyoshi
a. Généralités

Les dysferlinopathies sont des dystrophies musculaires rares a transmission autosomique
récessive, qui se présentent sous des formes cliniquement hétérogenes, allant d’affections peu
symptomatiques a des déficiences fonctionnelles séveres. Elles sont dues a des mutations retrouvées
dans le géne DYSF (2p13.1 - 2p13.3), un grand géne de 233 kilobases (kb) comportant 55 exons, qui code
la dysferline (Bashir et al., 1998; Liu et al., 1998).

Le groupe des dysferlinopathies primaires renferme principalement deux pathologies distinctes
que sont la Myopathie des Ceintures de type 2B ou Limb-Girdle Muscular Distrophy (LGMD 2B) et la
Myopathie Distale de Miyoshi (MDM).
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La premiére se caractérise par une atteinte progressive des muscles squelettiques striés des
ceintures pelvienne et scapulaire. Plus tardivement, I'atrophie peut atteindre les muscles proximaux des
membres mais, méme a un stade avancé de la maladie, les muscles distaux sont généralement préservés
(Fanin and Angelini, 2016). Dans de nombreux cas, apres plusieurs années d’évolution, la maladie aboutie

a une perte de la marche.

La seconde débute par une dégénérescence progressive des muscles distaux antérieurs des bras
et de ceux de la loge postérieure des jambes. La maladie évolue ensuite pour atteindre les muscles des
ceintures et provoquer progressivement une perte de la marche (Fanin and Angelini, 2016).

Dans les deux cas, les premiers symptémes de la maladie apparaissent généralement a 'adolescence ou

chez le jeune adulte (15-35 ans).

Les autres formes de dysferlinopathies, beaucoup plus rares, ne seront pas détaillées dans ce

document.

b. La protéine dysferline

La dysferline est une protéine transmembranaire de type Il appartenant a la famille des ferlines.
De poids moléculaire élevé (230 kDa) elle est composée de deux domaines Fer, un domaine DYSF et de
sept domaines C2 qui pour certains, semblent avoir des fonctions similaires. Elle posséde également un
domaine transmembranaire a son extrémité C-terminale maintenant sa localisation au niveau du

sarcolemme.

Elle ne s’exprime pas de maniére ubiquitaire mais est retrouvée dans de nombreux organes tels
que les muscles squelettiques et cardiaque, les monocytes et le placenta ainsi qu'en quantité moindre

dans le foie, les poumons et le cerveau (Salani et al., 2004).

Dans les cellules musculaires, 1a ot la protéine est la plus abondante, elle est localisée a différents
niveaux : dans la membrane plasmique (Anderson et al., 1999), au niveau des tubules T (Fanin and
Angelini, 2016) et dans des vésicules cytoplasmiques comme les enlargosomes (Bansal et al., 2003; Han

and Campbell, 2007; Huang et al., 2007).

¢. Fonctions majeures

La dysferline est connue pour jouer plusieurs réles dans la cellule musculaire. Elle est impliquée dans
la fusion membranaire entre myoblastes, la formation des tubules T mais également dans le trafic

vésiculaire et la réparation membranaire.
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Fusion des myotubes et trafic vésiculaire

Comme nous I'avons vu au chapitre « myogénese et développement » [I1.2.1], la formation des
myofibrilles suit plusieurs étapes dont celle, cruciale, de la fusion des myoblastes entre eux qui donnera
naissance aux myotubes. L'implication de la dysferline dans ce mécanisme a été montrée sur des modeles
de souris KO pour le gene DYSF (Demonbreun et al,, 2011). L’étude des biopsies musculaires de souris
déficientes montre une accumulation de vésicules au centre des fibres ainsi que de nombreux noyaux
centraux. On note également une augmentation du nombre de fibres corrélée a une réduction de leur

taille. Le méme constat a également été fait sur des myoblastes humains (de Luna et al,, 2006).

Réle dans le développement et la stabilité des tubules T

Plusieurs études rapportent I'implication de la dysferline dans la formation et le développement
des tubules T. En effet, au cours des tout premiers stades de la régénération musculaire, la dysferline est

majoritairement retrouvée au niveau des tubules T.

Elle migrera vers le sarcolemme au cours du temps et y sera retrouvée en plus grande quantité a

la fin du processus de renouvellement cellulaire (Al-Qusairi and Laporte, 2011).

En 2014, les travaux effectués par Demonbreun et collegues montrent que la dysferline joue un
réle majeur dans le tubule T : leur modéle de souris KO-dysferline présente une malformation des tubules
T, un réticulum sarcoplasmique dilaté ainsi que des dérégulations du potentiel de membrane a ce niveau

(Demonbreun et al.,, 2014).

Enfin, une autre étude a pu mettre en évidence la présence de dysferline dans les tubules T en
démontrant, par co-immunoprécipitation, son interaction avec le récepteur aux dihydropyridines

(Ampong et al,, 2005).

Mécanisme de réparation membranaire des fibres musculaires

A longueur de temps, du fait d’épisodes répétés de contraction/décontraction, les cellules
musculaires sont soumises a des tensions mécaniques qui vont les 1éser, provoquant alors une entrée
massive de calcium dans la fibre. Comme nous l'avons vu précédemment, la quantité de calcium
intracellulaire est finement régulée puisque c’est la molécule qui joue le role de déclencheur du processus
d’excitation contraction. Le maintien de I'intégrité du sarcolemme est donc d’'une importance capitale
pour lutter contre ces microlésions et garantir la survie de la cellule. Des mécanismes de réparation
membranaire existent donc pour pallier les problémes lésionnels, maintenir la fonction de barriére de la

membrane plasmique et éviter ainsi la mort cellulaire.
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En absence de dysferline, on observe des défauts de réparation membranaire et une
augmentation importante de cellules en nécrose. Cette protéine est un des acteurs majeurs du processus
de réparation cellulaire mis en place dans les cellules musculaires squelettiques. Elle fait partie d'un large
complexe protéique qui intervient dans la formation d’un patch lipidique qui sera utilisé pour colmater

la bréche formée par la lésion (Lek et al.,, 2013; Middel et al., 2016; Redpath et al., 2014).

Lorsqu’une entrée massive et incontrolée de calcium survient dans la cellule, un des membres de
la famille des calpaines, non identifié a ce jour, va venir cliver la dysferline au niveau d'un de ses exons
alternatifs, 'exon 40a. La coupure va permettre la libération d'une « mini-dysferlinec7z » qui pourra alors
intégrer le complexe de réparation membranaire et participer a la réparation de la déchirure (figure

53)(Lek et al,, 2013; Redpath et al.,, 2014).
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Figure 53 : La dysferline intervient dans le phénoméne de réparation membranaire sous une forme clivée
Lorsqu’une lésion membranaire survient, de grandes quantités de Calcium se déversent dans le cytosol de la cellule. Cela entraine
l'activation d’une calpaine qui va venir cliver les molécules de dysferline au niveau de 'exon 40a. La mini-dysferline C72, fruit de

cette coupure va alors étre recrutée pour former un complexe protéique avec MG53 et réparer la lésion en formant un « patch »
membranaire.

Redpath et al, 2014

Au cours de ma these, la partie des travaux que j’ai réalisés sur la recherche de thérapie dans le
cadre des dysferlinopathies a notamment porté sur le caractére indispensable ou non de I'’exon 40a dans

la mise en place du processus de réparation membranaire.
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4.4.2. Myopathies Touchant l'appareil contractile, le sarcomere, I'appareil

myofibrillaire

A.LGMD1D

Elle est causée par des mutations dominantes dans le gene DNAJB6 (7q36) qui code une protéine
chaperonne localisée au niveau de la ligne Z. Cette protéine joue un role dans le contréle du repliement
correct de certaines protéines et intervient également dans l'assemblage de différents complexes
protéiques. Les mutations responsables de ce phénotype dystrophique sont toutes retrouvées au niveau
d’'un domaine « hot-spot » riche en glycine et phénylalanine. Elles ont pour conséquence une diminution

de I’élimination des protéines mal repliées.
4.4.3. Myopathies Touchant le complexe DAP (Protéines associées a la dystrophine)

A. La dystrophie de Duchenne de Boulogne

La dystrophine, codée par le géne DMD (Xp21) est une protéine indispensable au maintien de la
structure du sarcomeére dans la cellule musculaire. Elle est connue pour étre responsable de la dystrophie

musculaire la plus fréquente, la dystrophie de Duchenne de Boulogne (DMD).

Cette maladie ainsi que les différentes fonctions assurées par la protéine qui en est responsable ne seront

volontairement pas détaillées dans ce manuscrit.

B. Les sarcoglycanopathies (LGMD 2C, 2D, 2E, 2F)

Les sarcoglycanes sont des glycoprotéines transmembranaires appartenant a une famille
composée de six membres dont quatre s’expriment dans les muscles cardiaques et squelettiques : ce sont
les formes a, B, y et 8. Ces différents membres font parties du complexe des protéines associées a la
dystrophine qui joue un réle central dans la liaison entre I'actine du cytosquelette de la cellule musculaire

et sa matrice extracellulaire.

Toutes codées par des genes différents, les sarcoglycanes sont responsables, quand elles sont
mutées, d'une instabilité membranaire conduisant a une dégénérescence de la fibre musculaire. L’atteinte
musculaire se traduit par le développement, généralement avant 1'dge de dix ans, d’'une LGMD
caractérisée par une faiblesse musculaire progressive des ceintures pelvienne et/ou scapulaire. Chez les
patients, le taux de créatine kinase (CK) sérique est toujours élevée et chez 20% d’entre eux, on constate

la survenue de problémes cardiaques.

Les sarcoglycanopathies se transmettent toutes sur un mode autosomique récessif et sont
classées en fonction du type de sarcoglycane atteint (o, 8, v, 6). La confirmation diagnostic repose sur la

réalisation d'une biopsie musculaire et sur la génétique.
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La LGMD 2D est la plus fréquente des sarcoglycanopathies. Elle est causée par des mutations du
géne SGCA (17921) qui code I'a-sarcoglycane. La sévérité du phénotype est corrélée a I'importance du

déficit musculaire en cette protéine. La prévalence de la LGMD2D est estimée a 1 sur 175000.

Les trois autres formes de sarcoglycanopathies sont regroupées sous les acronyme LGMD 2C, 2E
et 2F. Elles sont respectivement dues a des mutations dans les genes codant le y-sarcoglycane SGCG
(13q12), le B-sarcoglycane SGCB (4ql2) et le &-sarcoglycane SGCD (5933). Toutes trois ont une
prévalence globale estimée a 1 sur 200 000. On notera cependant que, dans au moins deux populations
distinctes, la population d'origine gitane et la population maghrébine, la prévalence des Y-
sarcoglycanopathies est beaucoup plus élevée, avec des mutations a effet fondateur. Dans le premier
groupe, on retrouve fréquemment la mutation C283Y alors que la mutation del525T est plus

communément retrouvée autour du bassin méditerranéen.

4.4.4. Myopathies touchant le noyau

Deux génes sont actuellement connus comme responsables de myopathies touchant le noyau : le géne

EMD responsable de la dystrophie d’Emery-Dreifuss et le géne LMNA responsable de LGMD1B.

A. Dystrophie d’Emery-Dreifuss (Emerine)

La dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss (DMED) est caractérisée par une faiblesse et une
atrophie musculaire associées a des rétractions tendineuses précoces et une cardiomyopathie. La
prévalence est estimée a 1/300 000. La sévérité et la progression sont variables d'une famille a une autre
et au sein d'une méme famille. Le mode de transmission est lié a I'X. Le géne responsable EMD (Xq28)
code l'émerine, une protéine ubiquitaire de l'enveloppe nucléaire. Le diagnostic est fait par
immunodétection de I'émerine sur divers tissus (muscle, lymphoblastes, peau) qui montrent son absence

ou sa diminution. Il est confirmée par analyse du gene.

B. LGMD1B (Lamine A)

Parmi les différentes maladies génétiques dues a des mutations dans le géne LMNA (1q22) on trouve la
dystrophie musculaire des ceintures de type 1B. En effet, certaines mutations dominantes retrouvées
dans la protéine ubiquitaire Lamine A/C, entrainent le développement d’une pathologie similaire a la

maladie d’Emery-Dreifuss. L'analyse moléculaire directe du gene LMNA pose le diagnostic.

C. LGMD 2A : dystrophie musculaire avec déficit en Calpaine 3

Comme nous I'avons vu précédemment, la LGMD2A est due a des mutations récessives dans le
gene CAPN3. Une des particularités de cette dystrophie est qu’elle n’est pas liée a l'altération d’une

protéine de structure mais a la perte de son activité enzymatique.
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Les lésions musculaires décrites dans d’autres types de dystrophie musculaire, n’atteignent pas
les cellules satellites puisqu’elles sont a la base des phénoménes de régénération. Dans les déficiences en
calpaine, l'apoptose touche les noyaux des fibres musculaires morphologiquement intactes, ou ils
constituent des groupes caractéristiques, mais également les noyaux des cellules satellites. Il convient,
d’ailleurs, de souligner que le potentiel de régénération est beaucoup moins important que dans la

maladie de Duchenne.

Les mutations dans le gene CAPN3 sont plus fréquemment retrouvées dans des populations telles
que les amish, au brésil, a la réunion ou encore au pays basque (Allamand et al., 1995). Son incidence est
difficile a préciser car elle a été surtout étudiée dans des isolats de populations, ou la consanguinité est
importante et l'effet fondateur indiscutable, si bien qu’elle peut représenter 30, voire 50% des

dystrophies des ceintures observées dans une région donnée.

Ces chiffres sont nettement moins importants lorsqu’on s’adresse a une population non isolée car
les mutations de CAPN3 sont alors responsables d’environ 9,2% des dystrophies des ceintures. Le cas de
I'ile de la réunion doit cependant étre considéré différemment car de nombreuses mutations différentes
ont été trouvées. On ne peut donc pas parler d’effet fondateur dans ce cas-la. Plusieurs études distinctes
ont été menées a ce sujet, dont une proposant un modele digénique (Beckmann, 1996), pour essayer

d’expliquer ce que I'on nomme « le paradoxe de la Réunion ».

L’affection se présente comme une dystrophie des ceintures a transmission autosomique
récessive (LGMD2A). Elle apparait entre quatre et quinze ans, parfois plus tard, et s’individualise par une
évolution lentement progressive. Le début se caractérise, en fonction des patients, par une marche sur la
pointe des pieds, une fatigue avec rigidité des muscles du mollet dont I'hypertrophie, si elle existe est
habituellement discrete, la survenue de crampes apres l'effort et parfois une rétraction possible du
tendon d’Achille. Dans un deuxiéme temps, et parfois d’emblée, survient une fatigabilité et fréquemment
une atrophie des muscles des ceintures pelviennes et scapulaires avec une difficulté pour se lever a partir

d’une position assise.

Le taux de créatine kinase est des plus variables, bien qu’habituellement élevé, avec une moyenne
de 3300U/1. Le tissu musculaire prélevé par biopsie est le siége de modifications de nature dystrophique
avec une variabilité du calibre des fibres, la présence de rares fibres nécrosées et d’autres en régénération

et la possibilité d'une fibrose.
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D. Dystrophie oculo-pharyngée (Poly(A) binding protein)
La dystrophie musculaire oculo-pharyngée (DMOP ou, en anglais, OPMD pour Oculopharyngeal

muscular dystrophy) est une forme de myopathie lentement progressive qui débute a un age tardif.

Elle se caractérise, comme son nom l'indique, par une atteinte spécifique des muscles de la
oculaires et pharyngaux, souvent associée a une altération d’autres muscles de la face ou de la ceinture
pelvienne (Harish et al., 2015). Du point de vue clinique, la maladie se déclare généralement vers 'dge de
cinquante ans pour les formes dominantes et soixante ans pour les formes récessives, avec une dysphagie,
un ptosis symétrique progressif et des altérations au niveau du crane et des muscles proximaux des

membres (Trollet et al,, 1993).

La prévalence globale de la maladie en europe est de I'ordre de 1 pour 100000 individus. Dans
certaines communautés juives d’israél et dans la population franco-canadienne, c’est une maladie
beaucoup plus fréquente puisque sa prévalence est respectivement estimée a 1 pour 600 et 1 pour 1000

(Harish et al., 2015).

La dysphagie constitue un symptome précoce de la maladie ; si elle est négligée, elle peut
provoquer une régurgitation nasale et de grandes difficultés a avaler. Une faiblesse des muscles des
ceintures est observée dans 72% des cas mais elle varie grandement selon les individus et ne dépend
aucunement de la gravité du ptosis ou de la dysphagie. Les taux de créatine kinase peuvent étre
légérement augmentés et 1'électromyogramme peut révéler quelques signes myopathiques. Ces deux

parameétres ne sont cependant pas relevant pour établir le diagnostic (Trollet et al., 1993).

La DMOP est transmise sur un mode autosomique dominant ou récessif. La forme récessive
présente un phénotype atténué. L’altération génétique en cause dans cette maladie est de type
« expansion de triplets » et se situe sur I'exon 1 du géne PABPN1 (14q11) qui code la protéine Poly(A)-
Binding Protein Nuclear-1 (Harish et al., 2015). Elle se caractérise par l'addition dans la séquence
protéique, d’'un a sept résidus alanine supplémentaires, codés par un triplet nucléotidique de type
« GCN » (GCA/GCC/GCG/GCT). En effet, chezles individus sains, on trouve dix répétitions du trinucléotide
GCN dans I'exon 1 alors qu’on en retrouve entre douze et dix-sept sur l'allele muté des malades. Chez les
patients touchés par la forme récessive de DMOP, les alleles sont chacun porteurs de onze répétitions
GCN. A la différence d’autres maladies a expansion de triplets comme la dystrophie myotonique de type

1, aucun phénomene d’anticipation clinique n’a été observé dans cette maladie (Trollet et al., 1993).

L’élongation de la séquence N-terminale de la protéine entraine son mauvais repliement et lui
confére un gain de fonction toxique. La principale conséquence de cette activité nocive est visible sur la
biopsie musculaire des patients: dans les muscles touchés, on observe la présence d’inclusions
intranucléaires (INI pour intranuclear inclusions) retrouvées sous forme de longs filaments d’environ 250

nm de longueur et 8 nm de diametre.
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Ce type de dommages cellulaires est considéré comme la principale caractéristique
histopathologique de la maladie. On en retrouve de 2 a 15% dans les noyaux des cellules touchées (Trollet

etal,, 1993).

Les autres muscles, qu'ils soient affectés ou non par la maladie, montrent un caractere
dystrophique avec une variation de diameétre des fibres mais pas de signe de nécrose. Généralement, on

note aussi la présence de vacuoles bordées.

Actuellement, dans le cadre de la prise en charge de la DMOP, il existe des traitements
chirurgicaux qui visent a améliorer les conditions de vie des malades sans pour autant ralentir I’évolution
la pathologie. Une opération ciblant les muscles releveurs de paupieres est proposée lorsque des
problémes de visions apparaissent ou bien quand les douleurs nucales conséquentes a une rétroflexion
constante du cou, sont trop importantes. De méme, lorsque les troubles de la déglutition deviennent trop
importants, une intervention chirurgicale est proposée : elle consiste a sectionner certains muscles du
larynx dans le but de faciliter le passage des aliments (Trollet et al., 1993). Le recours a des injections

botuliques dans ces muscles a également été suggéré (Restivo et al., 2000).

Cependant, ces différentes interventions ne permettent pas de soigner les patients. La mortalité

est fréquemment due a la survenue d’infections pulmonaires répétées et a la perte importante de poids.

Récemment, un essai thérapeutique de transplantation de cellules autologues a été mené a Paris
dans le cadre de la DMOP (Périé et al., 2014). Il consiste a prélever des myoblastes dans les muscles sains
d’un patient, de les faire se différencier et proliférer in vitro, pour finalement revenir les lui injecter dans
les muscles pharyngaux. Les résultats de cet essai montrent que le processus n’a pas de conséquence
néfaste sur la santé des malades, que la transplantation de cellules autologues est bien tolérée et qu’aucun
effet secondaire ne survient. Du point de vue de I'efficacité du traitement, une amélioration de la capacité

a déglutir des patients est observée.

E. Dystrophie myotonique de type 1 ou Myopathie de Steinert

La dystrophie myotonique de type 1 aussi appelée maladie de Steinert est la plus fréquente des
dystrophies musculaires de I'adulte, sa prévalence est estimée a 1/20 000. Elle se caractérise par une
myotonie et une atteinte multisystémique associant, a des degrés divers, une faiblesse et une atrophie
musculaire progressive, des troubles du rythme et/ou de conduction cardiaque, une altération des
fonctions cognitives, une cataracte et une atteinte endocrinienne, entre autres (Nigro et al., 2012). Cette
maladie est due a I'amplification instable d’'un triplets nucléotidique CTG dans la région 3’ non traduite
du gene DMPK (Dystrophia Myotonica Protein Kinase ; (19q13)). Chez les individus sains, le nombre de
répétition CTG est inférieur a 38 alors qu’il varie entre 50 et plusieurs milliers de copies chez les patients.
Aucun individu avec un nombre de répétitions situé dans une fourchette « pré-mutationnelle » comprise

entre 38 et 49 copies n’a jusqu’a présent été répertorié comme symptomatique.
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On considére cependant que les enfants de ces personnes seront a haut risque d’hériter d’'une
expansion trinucléotidique plus importante et donc de développer la maladie. En effet, la dystrophie
myotonique de Steinert se transmet sur un mode autosomique dominant avec un phénomene
d'anticipation observé d'une génération a I'autre dans une méme famille. La taille de I'expansion est

généralement proportionnelle a I'dge d’apparition de la maladie ainsi qu’a sa sévérité (Furling, 2012).

Du fait d’'une forte variabilité phénotypique interindividuelle, quatre formes cliniques de la DM1
ont été décrite, selon I'age d’apparition des premiers symptémes et leur sévérité : les formes congénitale,
juvénile, adulte et tardive non asymptomatique. La premieére, associée a de trés grandes expansions de
plus de 1500 CTG, est la plus sévere et les patients qui en souffrent présentent généralement des

déficiences motrices et intellectuelles (Furling, 2012).

Des travaux effectués en 2012 dans 1'équipe du professeur Sablonniére ont mis en évidence un
mécanisme de gain de fonction toxique dans les cellules des patients. En effet, aprés transcription
nucléaire des deux alléles, sauvage et muté, les ARNm porteurs de I'expansion nucléotidique sont
séquestrés dans le noyau et s’agrégent sous forme de foci, diminuant de ce fait les quantités de transcrits
de DMPK (Huin et al.,, 2013). Ainsi I’hypothése premiére du mécanisme pathologique mis en jeu dans cette
maladie était liée a une réduction de la quantité de protéine DMPK. Cependant, aucun modéle murin
généré sur cette hypothése n’a jamais réussi a reproduire le phénotype observé chez les patients. L'idée
que la toxicité cellulaire soit directement due a ’ARN muté s’est alors imposée et d’autres modeéles murins
ont été créés. Les souris transgéniques exprimant I’expansion de triplet sur leur ARNm reproduisaient le

phénotype des patients et des foci étaient observées dans le noyau des cellules (Furling, 2012).
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Figure 54 : Mécanisme pathologique mis en jeu dans la dystrophie myotonique de Steinert
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125



Diverses études in vitro ont par la suite démontrées que les ARNs porteurs de I'expansion forment
des structures secondaires en épingle a cheveux stabilisées par des ponts hydrogénés créés entre les
bases cytosines et guanines. La création d'une telle ossature nucléotidique va interférer avec divers
facteurs d’épissage telle que Muscleblind-like 1 (MBNL1 ; 3q25), ce qui va provoquer la diminution de son
activité et induire une « spliceopathie », c’est-a-dire la dérégulation de I'épissage de nombreux autres

génes (figure 54).

L'évolution est habituellement lentement progressive mais une dégradation rapide peut parfois
étre observée. L'espérance de vie est grevée d'une mortalité accrue par complications pulmonaires et

cardiaques.

F. FSHD

La dystrophie Facio-Scapulo-Humérale (FSHD) est la troisieme myopathie la plus fréquente avec
une prévalence estimée a une personne sur vingt mille. Les premiers symptdmes de la maladie
apparaissent généralement entre dix et vingt ans et se caractérisent par une dégénérescence progressive
de certains muscles de la face, des régions scapulaires et humérales et pouvant se propager apres
quelques années, aux muscles distaux des membres. Certains tissus non musculaires sont également
affectés, puisque 75% des patients souffrent de pertes auditives et 60% d’entre eux de problémes
rétiniens (Wohlgemuth et al., 2004). Des cas d’épilepsies et des retards d’apprentissage ont également

été observés chez des enfants atteints de formes précoces séveres (Saito et al., 2007).

Sur le plan génétique, la FSHD se transmet sur un mode autosomique dominant. Comme nous
I'avons vu dans le paragraphe « Les diminutions du nombre de répétitions de fragments d’ADN », la
maladie est en grande majorité liée a la présence, en 4q35, d'un nombre de copies réduit (1 a 10) de D4Z4
(unités macrosatellites répétées de 3,3kb). Chez les individus sains, le nombre de copie de D4Z4 varie de
onze a une centaine de copies. 95% des patients présentant le phénotype clinique classique de la maladie
sont porteurs de cette variation subtélomérique et sont classés dans la catégorie FSHD1 (Richards et al.,
2012). Une telle réduction d’unités D4Z4 entraine un relachement chromatinien qui, lorsqu’il est associé
a la présence d’'un haplotype permissif (4qA), permet la stabilisation d’'un transcrit encodé par un
rétrogéne localisé dans le D4Z4 qui va conduire a la surexpression du facteur de transcription DUX4

(Gaillard et al., 2014).

Une forme différente de FSHD, appelée FSHD2 a également été observée chez 5% des patients.
Sans lien avec une contraction de D4Z4 (aucune diminution d’unité macrosatellite n’est observée), cette
forme pourrait étre liée a la présence de mutation dans un géne, le ggne SMCHD1 (18p11) (Lemmers et
al,, 2012), connu pour jouer un réle dans la compaction et le relachement de la chromatine ainsi que dans

la maintenance de I'inactivation du chromosome X (Mould et al,, 2013).
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L’association de SMCHD1 mutant avec une hypométhylation des D4Z4s et la présence d'un
haplotype 4q compatible engendrerait la stabilisation du transcrit DUX4 et sa surexpression, comme chez
les patients FSHD1 (Calandra et al., 2016). La FSHD2 serait donc une maladie digénique impliquant les
génes SMCHD1 et DUX4 qui nécessiterait I'association des différents parametres précédemment décrits

pour se déclarer.

Différentes études ont montré que l'’haplotype permissif 4qA peut étre retrouvé chez des
individus sains induisant la synthése de transcrits DUX4 (Broucqsault et al,, 2013; Jones et al., 2012;
Scionti et al., 2012). Ainsi, 'expression de DUX4 seule ne peut étre responsable de la maladie, d’autres

génes doivent agir en tant que facteurs modificateurs pour que la maladie se déclare.

Comme abordé dans le paragraphe [11.2.1.3], le géne FAT1 est un bon candidat pour jouer ce role.
Il intervient dans le processus de polarité cellulaire planaire mis en place dans les muscles plats et est
responsable de défauts musculaires, oculaires et auditif semblables a ceux observés chez les patients

lorsqu'’il est hypométhylé chez la souris (Caruso et al., 2013).

Les travaux que j'ai réalisé sur une cohorte de patients cliniquement diagnostiqués comme
atteints de FSHD2 ont montré qu'aucun d’entre eux ne présente d’hypométhylation des D474 ni de
mutation dans le géne SMCHD1. En revanche, dix malades sont porteurs de mutations dans le géne FAT1

qui affectent son épissage (Puppo, Dionnet et al., 2015).

La mise en évidence de cette dérégulation de FAT1 chez des patients souffrant de FSHD suggere

donc que ce gene pourrait jouer un role important dans le développement de la maladie.
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IV. Les stratégies thérapeutiques

Depuis les années 2000 ou les premiers essais thérapeutiques par thérapie génique ont vu le jour
chez 'homme, de nombreuses techniques a cibles thérapeutiques diverses ont été imaginées. On peut
schématiquement les classer en deux groupes distincts qui seraient d'une part, le groupe des thérapies
géniques dites « classiques, conventionnelles » et d’autres part, celui des thérapies « nouvelles, par

édition génomique ».

Les premiéres ont généralement pour but d’apporter un ADN exogéne dans des cellules malades
dont I'expression viendra se substituer a celle de son homologue endogéne muté. Les secondes quant a
elles, ciblent directement les mutations pathogénes sur la molécule d’ADN génomique (Genome editing
approaches). Parmi elles, on trouve notamment les techniques d’utilisation de TALEN (Transcription
activator-like effector nuclease), de nucléases a doigts de zinc (ZFN) ou encore, la technique la plus

prometteuse actuellement, la technique CRISPR/Cas9.

Dans les paragraphes qui suivent, seul le groupe des thérapies géniques conventionnelles sera

abordé plus en détails.
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1. Les vecteurs de type « virus associés aux adénovirus » (AAV)

L’utilisation de virus pour la mise au point de thérapies géniques a d’abord été amorcée par
I'emploi de lentivirus et d’adénovirus. Cependant, devant le peu d'efficacité observé et surtout a cause
des risques pathogénes associés, I'usage de ces vecteurs a peu a peu cessé pour laisser place a I'utilisation
des virus associés aux adénovirus (AAV). Ce sont des virus a ADN simple brin, de la famille des
parvoridiae, qui nécessitent un virus « helper » (de type adénovirus) pour leur assemblage (Zinn and

Vandenberghe, 2014).

Les AAV sont utilisés pour apporter une copie viable d’'un géne défectueux malgré une limite
importante liée a la capacité d’encapsidation maximale du vecteur (=4,7kb). Cependant, différentes
stratégies ont été mises au point ces derniéres années pour contourner cette limite et faire s’exprimer in
vivo des transgénes de taille supérieure. On trouve notamment les techniques de concatémérisation et de

recombinaison de fragments (Pryadkina et al.,, 2015).

La concatémérisation est la premiere a avoir été mise en place. La technique repose sur la
reconstitution de I'intégrité du transgéne apres I'administration de deux vecteurs AAV différents portant
chacun un morceau de la séquence codante d’intérét. L'un des vecteurs est composé du promoteur du
géne, du début de sa séquence codante et d'un site donneur d’épissage, c’est le vecteur 5’; le second
comporte un site accepteur plus le reste de la séquence protéique et le signal de polyadénylation : c’est

le vecteur 3.

Une fois les deux éléments apportés dans la cellule, 'ADN simple brin est converti en ADN double
brin. Le vecteur AAV utilise alors sa capacité de recombinaison portée par les séquence ITR (inverted
terminal repeat) pour relier les deux séquences entre elles. Une limite a cette technique est a noter : la
recombinaison peut avoir lieu dans n’importe quel sens, ce qui réduit la quantité d’ARNm mature produit
(Lostal et al., 2014; Pryadkina et al., 2015). L’autre frein important a l'utilisation d’une telle technique
dans le cadre d'une stratégie thérapeutique est lié a la nécessité d’injecter de trop grandes quantités de

vecteurs pour obtenir une infection simultanée des deux AAV chez 'Homme (Lostal et al., 2010).

La seconde approche est similaire, elle est basée sur l'apport, via divers AAV, de plusieurs
séquences codantes possédant chacun une partie chevauchante. Une fois les différents fragments
synthétisés dans la cellule, un transcrit stable sera produit dans son intégralité par recombinaison
homologue. Cette technique s’est révélée plus efficace que la concatémérisation pour restaurer, par
exemple, I'expression de la dysferline et permettre une réparation membranaire efficace (Grose et al.,

2012; Sondergaard et al., 2015).
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2. Thérapies utilisant des mini-protéines

Comme nous venons de le voir, la principale limite quant a 'utilisation de vecteurs AAV réside
dans la taille de la molécule a encapsider. En dehors des techniques utilisant plusieurs AAV pour apporter
une molécule entiere dans la cellule, une stratégie portant sur la synthese de mini-protéines s’est
également développée. Elle consiste a réduire la taille de la séquence codante apportée pour qu’elle
puisse étre entiérement intégrée dans un vecteur AAV tout en conservant ses propriétés thérapeutiques.
Cette technique n’est cependant envisageable que pour les protéines porteuses de domaines répétés dont
I'absence n’impacte pas la fonctionnalité. Ce genre d’approches thérapeutiques a été développé pour la
mise au point de micro- et mini-dystrophines dans le cadre de la dystrophie de Duchenne (DMD)
(Robinson-Hamm and Gersbach, 2016) et également de mini-dysferlines dans le cadre des

dysferlinopathies (Azakir et al., 2012; Krahn et al., 2010).

Apres de résultats prometteurs obtenus sur des modéles murins et canins de DMD (Bostick et al.,
2008; Gregorevic et al., 2008), un essai clinique a été développé sur six jeunes garcons malades.
Malheureusement, les résultats obtenus a la fin de I'étude ne furent pas concluants : une importante

réponse immunitaire s’était développée contre les AAV (Mendell et al., 2010).
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3. Thérapies ciblant JARN messager
3.1. Principe de I'épissage

Dans le chapitre « la transcription : maturation du pré-messager en ARNm » [I1.3.1], nous avons
vu comment I'épissage est catalysé par le spliceosome. C’est une étape de maturation des ARNs pré-
messagers qui conduit a I’élimination des parties introniques présentes dans leur séquence. Le bon
déroulement de la réaction dépend de la reconnaissance des différents sites consensus d’épissage que
sont: le point de branchement, le polypyrimidine tract et les sites consensus accepteurs et donneurs

d’épissage.

Etant donné que tous les facteurs entrant en jeu dans cette réaction se trouvent sur la méme
molécule, on peut qualifier ce processus d’épissage «en cis». Cette dénomination est utilisée en

opposition au mécanisme beaucoup plus rare et beaucoup moins connu d’épissage « en trans ».

3.2. L'épissage en trans, la technique de «Spliceosome Mediated RNA
Trans-splicing » (SMaRT)

De par sa fréquence de réalisation, I'épissage en trans peut étre qualifié d’anecdotique. Cette étape
de maturation suit exactement les mémes étapes que le processus d’épissage en cis a la différence que ce
n’est plus une seule molécule d’ARN pré-messager qui est impliquée mais deux molécules distinctes. En
effet, ’ARN messager mature produit par trans-épissage est une molécule chimérique composée dans sa
premiére partie, d’exons issus d'un pré-ARNm « A » et d’exons provenant d’'une autre molécule d’ARN

pré-messager « B » dans sa partie terminale (figure 55) (Berger et al., 2016).

(a) (b)
gene Ex1 1 pre-mRNA « A » Exi

|
1 Trnascription

1 : *

;¥e-mRNA Bxi . pre-mRNA « B »
1 y Splicing
I Splicing . v

\'I ' trans-spliced mRNA CEe_ =2

cis-spliced mRNA Ex1

Figure 55 : Comparaison des mécanismes d'épissage en cis et en trans
a) Mécanisme classique d’épissage en cis
b) Mécanisme d’épissage en trans : intervention de deux molécules d’ARN pré-messager distinctes
Berger etal, 2016

Les premiéres descriptions de ce mécanisme physiologique ont été faites sur différents
eucaryotes primitifs, tel le trypanosome, au milieu des années 80 (Sutton and Boothroyd, 1986). Depuis,
il a également été décrit chez différents mammiferes tels que le rat ou encore 'homme, aussi bien au
niveau de récepteurs aux cestrogénes qu’au niveau des cellules souches embryonnaires (Berger et al,,

2016; Caudevilla et al., 1998; Flouriot et al., 2002).
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D’apres une étude menée par Dixon et collaborateur, ce processus naturel serait a I'origine de
répétitions d’exons observées uniquement au niveau ARN et non au niveau génomique. En effet, ils ont
identifié des séquences complémentaires dans les introns encadrant les exons sujets a répétition (Dixon
et al.,, 2007). Ces observations suggérent que le phénoméne de redondance exonique pourrait étre le
résultat de mécanismes de trans-épissage. Il surviendrait entre deux pré-ARN messager issu d’'un méme
géne et dont la proximité serait favorisée par la présence de ces sites introniques complémentaires. Le
fait que les exons répétés proviennent exclusivement du méme alléle est un point important qui permet

de renforcer leur hypothése.

Ainsi, pour promouvoir les phénomeénes d’épissage en trans entre deux pré-messagers, il semble
nécessaire de favoriser leur proximité en jouant sur les possibilités d’hybridation de séquences

introniques complémentaires.

Suite a la découverte de ce phénomeéne de « raccommodage » moléculaire, I'idée d’utiliser la
technique de « Spliceosome Mediated RNA Trans-splicing » (SMaRT), pour remplacer un ARNm endogéne
muté par une séquence codante fonctionnelle, a vu le jour. C'est ainsi que les premieres expériences de
réparation moléculaire in vivo a visée thérapeutique ont été développées sur des modéles cellulaires de
mucoviscidose (Liu et al., 2002). Dans cette étude et comme dans la plupart de celles qui ont suivi, un
ARNm artificiel, appelé « Pre-trans-splicing molecule » (PTM), est synthétisé. Il est congu pour cibler
spécifiquement I'’ARN pré-messager endogéne muté juste avant qu’il ne soit épissé. Son but est d’induire
une réaction de trans-épissage pour créer un ARN chimérique non muté dans la cellule (Berger et al,,
2015; Lorain et al,, 2013; Monjaret et al., 2014; Philippi et al., 2015; Tal-Goldberg et al., 2014). Pour que
ce mécanisme soit efficace, il faut que la force des sites consensus d’épissage portés par le PTM soit
supérieure a celle des sites portés par le pré-messager endogene. La quantité de molécules chimériques
obtenue sera directement proportionnelle a I'efficacité du traitement. C’est a ce niveau que réside toute

la difficulté de cette thérapie.
Afin que la molécule artificielle soit efficace, elle doit intégrer différents composants (figure 56) :

- Undomaine de liaison capable de reconnaitre spécifiquement la séquence intronique a laquelle il
doit se fixer de maniere complémentaire. L’hybridation peut se faire en 3’ ou en 5’ de I'exon muté,
voir méme, de part et d’autre de ce dernier dans le cas ou I'on ne souhaite remplacer qu'un seul

exon (cas de trans-splicing « interne »),

- Un intron artificiel comportant: un point de branchement, un polypyrimidine tract et, pour
induire la réaction d’épissage, un site donneur ou accepteur fort, selon que I'on souhaite réaliser
un trans-splicing en 3’ ou en 5’, respectivement (dans le cas du trans-splicing « interne », il faudra

apporter les deux sites),
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- Une séquence nucléotidique correspondant a la séquence de substitution de I’ARN a réparer.

A)

3 y/ { |—ll
pre-mRNA A—[E SU ™ e Ex n+1

PTM
B) Q)
pre-mRNA Ex1 Ex2 pre-mRNA  [Exn—1} { Exn } {Exn+1)
PTM o p il
1
1. Splicing {E&xn}
" Splicing tv —
v T B

trans-spliced mRNA EEETE2)

Figure 56 : Composition du PTM et représentation des différentes stratégies de trans-splicing existantes
A) Cas de trans-splicing en 3’. Pour étre fonctionnelle, le PTM doit contenir un domaine de liaison au pré-ARNm, une séquence
intronique et une séquence d’ADN de remplacement.
B) Cas de trans-splicing en 5.
C) Cas de trans-splicing « interne ».
Berger etal, 2016

L’utilisation des techniques de trans-splicing a plusieurs intéréts :

Tout d’abord, un seul et méme PTM peut étre utilisé pour corriger de nombreuses mutations
différentes, a la différence des techniques de saut d’exon qui ne peuvent en cibler que peu a la fois.
Ensuite, aucun probléme de régulation de I'expression du transgene n’est a craindre puisque son
expression est dépendante de celle de I’ARN pré-messager naturel. De plus, I'expression de cette molécule
a un double intérét: non seulement elle permet la synthése d'un transcrit codant une protéine
fonctionnelle, mais elle concoure également a réduire la production de la protéine mutée. Enfin, dans

cette stratégie, la taille du PTM permet son intégration dans un vecteur AAV.

Les travaux que j’ai réalisés au cours de ma these ont notamment porté sur la mise au point d’'une

stratégie thérapeutique de trans-splicing en 3’, dans le cadre des dysferlinopathies.
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3.3. Le saut d’exon thérapeutique

Le saut d’exon(s) thérapeutique (exon-skipping) a pour but de supprimer un exon porteur de
mutation(s) pathogene(s) pour que soit produite une protéine raccourcie mais suffisamment stable et

fonctionnelle pour entrainer un bénéfice thérapeutique (figure 57).

A B
Pré-ARNm Mutation dans I’exon 23 Pré-ARNm L'AON masque I'exon 23
l épisscge Saut de I'exon 23
lors de I'épissage
ARNm Le cadre de lecture est interrompu ARNm Cadre de lecture
D n 2z
Traduction arrétée l La traduction continue
prématurément
Protéine Dystrophine tranquée et non fonctionnelle Protéine Dystrophine plus courte mais fonctionnelle

Figure 57 : Stratégie de réparation par saut d'exon, de la mutation de I'exon 23 de la dystrophine
A) Conséquences de la mutation sur la production de dystrophine
B) Meécanisme d’action de '”AON
http://www.medecinesciences.org/en/articles/medsci/pdf/2015/03/medsci20153103p253.pdf

La technique consiste a venir perturber le spliceosome en masquant, sur I’ARN pré-messager, les
séquences consensus d’épissage de I'exon cible, a I'aide d’oligonucléotides antisens (AON). L’exon ne sera
alors plus reconnu en tant que tel et épissé avec les introns qui 'entoure (Barthélémy et al., 2015). Les
AONSs sont de petites molécules nucléotidiques simples brins produites pour s’hybrider spécifiquement
avec une séquence particuliere d'un géne donné, et chimiquement modifiées pour augmenter leur

stabilité.

Les premieres études de saut d’exon effectuées in vivo sur le géne de la dystrophine ont donné de
tres bons résultats, ouvrant ainsi la voie a la mise en place d’essais thérapeutiques chez 'homme
(Robinson-Hamm and Gersbach, 2016). Deux types d’AONs chimiquement différents ont été testés : les
premiers sont appelés « 2’-0-methyl phosphorothioate (20MeP) » et constituent les principes actifs du
médicament « drisapersen ». Les seconds, connus sous la dénomination « phosphorodiamidate
morpholino oligomers (PMO) » sont retrouvés dans le médicament « Eteplirsen » (Cirak et al., 2011;
Goemans et al.,, 2011; Kole and Krieg, 2015). A la différence des 20MeP qui sont chargés négativement,
les PMO ne sont pas chargés au pH physiologique de la cellule. Ils ne sont pas non plus sujets a la

dégradation enzymatique (Jearawiriyapaisarn et al., 2008).

Ces essais cliniques se sont révélés encourageants, aucune réaction immunitaire n’est apparue et,
bien qu’elle n’ait été que transitoire, I'expression de la dystrophine a pu étre observée. L’utilisation de

PMO semblent toutefois plus efficace avec une expression un peu plus longue (Kole and Krieg, 2015).
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En paralléle de ces études cliniques, des travaux utilisant 'association d’AONs avec des molécules
impliquées dans la régulation de I'épissage, comme le snRNP-U7 pour vectoriser I'expression de ces AONs
(voir paragraphe sur le spliceosome), ont démontré une efficacité durable de la correction phénotypique

chez la souris mdx (modele murin de référence pour I’'étude de la DMD) (Goyenvalle et al., 2004, 2012).

Enfin, plus récemment, des AONs de conformation différente, plus stables ont vu le jour: les
tricyclo-ADN (tcDNA) (Goyenvalle et al., 2015). Ces AONs de troisiéme génération appartiennent a une
classe de molécules dont la conformation est proche de celle de I'ADN et posseédent donc de meilleures
propriétés de liaison aux acides nucléiques. Ainsi, ils s’hybrident avec une trés haute affinité sur 'ARN
pré-messager cible, induisant une efficacité d’action plus importante chez la souris mdx. Une meilleure
distribution tissulaire est également observée, la dystrophine est retrouvée exprimée dans le cceur,
comparativement aux PMO et aux 20MeP. Cette derniere caractéristique pourrait étre liée au fait que les
AON-tcDNA ont la capacité de former spontanément des agrégats de type « nanoparticules » supposés

mimer 'effet de certains agents transfectants (Ezzat et al., 2015).

L’ensemble des recherches détaillées plus haut montrent bien que le saut d’exon est une approche
thérapeutique prometteuse dans le cadre de maladies telles que la DMD. Il a 'avantage de cibler en méme

temps, toutes les mutations retrouvées dans un méme exon malgré leur nature tres différentes.

Cependant, pour les mémes raisons que celles mises en avant dans les travaux effectués sur les
mini-protéines, la technique de saut d’exon ne peut pas s’appliquer a toutes les protéines. Elle ne peut
étre développée que dans le cadre de maladies ou I'expression de la protéine en cause est modulaire. En
effet, un bénéfice thérapeutique ne pourra étre obtenu que si la délétion du ou des exons de la séquence
codante n'impacte pas les fonctionnalités de la protéine native. La dysferline entre dans la catégorie des
protéines modulaires puisque une « quasi-dysferline », portant une délétion de I'’exon 32 et conservant
I'ensemble de ses capacités fonctionnelles, a été mise en évidence chez un individu ne présentant aucun
symptome dystrophique (Sinnreich et al., 2006). De ce fait, nous avons développé, comme nous le verrons

plus loin, la technique de saut d’exon sur la dysferline (Barthélémy et al., 2015).

L’autre limite majeure de cette stratégie réside dans le fait qu’elle ne peut pas étre appliquée a
tous les exons. En effet, pour que le cadre de lecture de la séquence génique soit conservé, elle ne peut

étre développée que pour les exons en phase.
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Résultats et discussions

I. Etude de l'implication du gene FAT1 dans la dystrophie

Facio-Scapulo-Humeérale

1. Contexte de la recherche

En 2013, une nouvelle fonction de la protocadherine fat1 est découverte par I'équipe de Francoise
Helmbacher en collaboration avec mon équipe. Chez la souris, elle est impliquée dans I'orientation et la
polarité des myoblastes via le processus de polarité cellulaire planaire ainsi que dans leur migration

pendant le développement embryonnaire.

Le modéle murin hypomorphe pour Fatl développé par cette équipe, montre qu'une diminution
de la quantité de protéine fatl induit 'apparition d'un phénotype dystrophique asymétrique tres
similaire a celui observé chez les patients souffrant de dystrophie Facio-Scapulo-Humérale (FSHD). De
plus, les atteintes non musculaires, qu’elles soient auditives ou visuelles, sont potentiellement expliquées
par les défauts dans Fat1 et également retrouvées chez les souris. Enfin, chez ’homme, I'implication de
fatl dans le développement du muscle est confortée par la mise en évidence d’'une dérégulation de son
expression dans les tissus musculaires prélevés sur des foetus atteints de FSHD1. L’étude s’achéve en

faisant 'hypotheése que FAT1 agit comme un gene modificateur sur cette maladie (Caruso et al,, 2013).

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons démarré, en collaboration avec une équipe japonaise,
une étude sur quarante-neuf patients japonais cliniquement diagnostiqués comme atteints de FSHD
malgré 'absence de contraction ou d’hypométhylation des D4Z4 et de mutation dans le gene SMCHD1.
Nous avons cependant identifié, via une approche de séquencage haut-débit, des mutations dans le gene

FAT1 chez dix d’entre eux.

En premier lieu, nous avons sélectionné quatre mutations faux-sens conduisant a une substitution

d’acides aminés dans des domaines cadhérines de fat1 (figure 58).

c.8991G>A
c.8963A>T c.10331A>G

c.3370G>A

Domaine A Motif I] Motif Passage Trans- Domaine
Cadhérine laminine EGF membranaire cytosolique

Figure 58 : Représentation schématique de la protéine FAT1 et de la localisation des quatre mutations testées
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Ces domaines, qui sont au nombre de trente-quatre dans la protéine fatl, jouent un role
important dans la fixation du calcium extracellulaire et dans le maintien de 'architecture tissulaire
puisqu’ils interviennent dans la formation d’homodimeéres de fatl ou d’hétérodimeres impliquant fat1 et
Dachsous, une autre protocadhérine partenaire. Afin de comprendre I'impact que les mutations peuvent
avoir sur la structure tridimensionnelle des domaines cadhérines qui les contiennent ou sur leur capacité
a lier le calcium, différentes études structurales ont été mises en place en collaboration avec I'équipe de

Sophie Zinn au CEA de Saclay.

Les versions sauvages et mutés des différents domaines ont été produits dans des bactéries puis
analysés par Thermofluor et spectroscopie par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN). Dans un cas,
les résultats obtenus ont montré qu’indépendamment de la présence de calcium, la mutation ne modifie
pas la structure tridimensionnelle du domaine. En revanche, ce dernier devient particulierement instable

dans un milieu dépourvu de calcium.

Comme nous n’avons pas pu mettre en évidence I'impact franc des mutations sur la formation des
dimeres protéiques ou sur I'affinité des domaines a fixer le calcium, nous avons choisi d’orienter nos
recherches sur I'étude de mécanismes survenant plus en amont. Ainsi, j'ai regardé si les quatre mutations
sélectionnées, trois faux-sens et une isosémantique, perturbaient la maturation de 'ARNm de fatl en

jouant sur son épissage.

2. Résultats

L’étude de l'effet des mutations sur I'épissage de fatl a été effectuée a I'aide d’'un systeme de vecteur
rapporteur de type « minigene ». J'ai intégré les exons a tester, sous forme sauvage ou mutante, dans le
vecteur pCAS2 que j’ai ensuite transfecté dans des cellules HEK293. Apreés extraction d’ARNs, RT-PCR et
séquengage Sanger, j'ai démontré pour la premiére fois que ces mutations jouaient sur I'épissage de
I’ARNm de fat1 et impactaient les domaines cadhérines dans lesquels elles se trouvaient. Selon que la
mutation casse un ESE ou créé un site accepteur d’épissage, j'ai également testé la co-transfection de
pCAS2 et d’AONs ciblant la zone dans laquelle se trouve la mutation. Dans un cas, j’ai reproduit le saut
d’exon en masquant 'ESE sur I'exon sauvage, et dans l'autre, j’ai aboli l'utilisation du site cryptique

accepteur d’épissage en le masquant dans I'exon muté (figure 59).
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Figure 59 : Les quatre mutations testées modifient I'épissage de FAT1. L'utilisation d’AON reproduit ou
annule leur effet
Tous les effets observés sur gels d’électrophorése apres RT-PCR ont été confirmés par séquencage Sanger. Les transcrits produits
suite a un défaut d’épissage sont indiqués par des astérisques rouges et les transcrits aberrants par un point noir.

Se référer a la publication pour plus de détails.
Puppo, Dionnet et al,, 2015

3. Discussion

L’ensemble des travaux auxquels j’ai participé sur le gene FAT1 a donné lieu a une publication dans le

journal « Human Mutation » en avril 2015 que je signe en co-premier auteur (Puppo, Dionnet et al.,, 2015).

Suite a l'obtention de ces résultats encourageant, nous aurions souhaité rechercher la présence des
transcrits aberrants chez les patients japonais porteurs de ces mutations. Or, aucune biopsie musculaire
ni cellule n’était disponible pour ces derniers. En effet, du fait des améliorations diagnostiques obtenues
suite a 'émergence des techniques de séquencage haut-débit, il est aujourd’hui plus rare d’effectuer des
opérations invasives comme les prélévements musculaires chez les malades. Notre étude n’a donc pas pu

étre enrichie par la confirmation in vivo des mécanismes pathologiques.
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ABSTRACT: Facioscapulohumeralmuscular dystrophy (FSHD)
is linked to copy-number reduction (N < 10) of the 4q D4Z4
subtelomeric array, in association with DUX4-permissive haplo-
types. This main form is indicated as FSHD1. FSHD-like phe-
notypes may also appear in the absence of D4Z4 copy-number
reduction. Variants of the SMCHD1 gene have been reported to
associate with D4Z4 hypomethylation in DUX4-compatible hap-
lotypes, thus defining FSHD2. Recently, mice carrying a muscle-
specific knock-out of the protocadherin gene Fatl or its consti-
tutive hypomorphic allele were shown to develop muscular and
nonmuscular defects mimicking human FSHD. Here, we report
FAT1 variants in a group of patients presenting with neuro-
muscular symptoms reminiscent of FSHD. The patients do not
carry D474 copy-number reduction, 4q hypomethylation, or SM-
CHD1 variants. However, abnormal splicing of the FAT1 tran-
script is predicted for all identified variants. To determine their
pathogenicity, we elaborated a minigene approach coupled to an
antisense oligonucleotide (AON) assay. In vitro, four out of five
selected variants induced partial or complete alteration of splic-
ing by creating new splice sites or modifying splicing regulators.
AONSs confirmed these effects. Altered transcripts may affect
FAT1 protein interactions or stability. Altogether, our data sug-
gest that defective FAT1 is associated with an FSHD-like pheno-
type.

Hum Mutat 36:443-453, 2015. © 2015 Wiley Periodicals, Inc.
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is the third most common human neuromuscular disease. Symp-
toms mainly appear during the second decade of life and are
characterized by progressive weakness of the facial, scapular, and
humeral muscles, later spreading toward the lower limb muscles.
Nonmuscular tissues are also frequently affected in FSHD; hearing
loss manifests in 75% of patients, and retinal telangiectasia occurs
in 60% of patients [Wohlgemuth et al., 2004]. Learning difficulties
and epilepsy may also occur as atypical symptoms in subsets of
severely affected children [Saito et al., 2007].

Genetically, FSHD is linked to the presence of a reduced copy
number (1-10 copies) of a tandemly repeated 3.3-kb segment (D474
macrosatellite) on chromosome 4q35, whereas in healthy individu-
als, this repeat varies from 11 to 100 copies [Wijmenga et al., 1990;
van Deutekom et al., 1993]. This main form of FSHD, referred to as
FSHD1, accounts for approximately 95% of cases [Richards et al.,
2012]. Such a heterozygous D4Z4-array reduction is associated with
chromatin relaxation on specific permissive haplotypes [Lemmers
et al., 2002], which might result in stabilization of the DUX4 tran-
script, encoded by the retrogene located in D4Z4, and expression
of this transcription factor [Gabriéls et al., 1999; Dixit et al., 2007;
Lemmers et al., 2010; Spurlock et al., 2010; Vanderplanck et al.,
2011]. A form of FSHD not linked to D4Z4 contraction accounts
for 5% of patients (contraction-independent FSHD) [van Overveld
et al., 2003]. In a majority of these patients described at present,
now referred to as FSHD2, variants of SMCHD1 (MIM #614982;
GenBank NM_015295.2) [Lemmers et al., 2012; Larsen et al., 2014;
Lemmers et al., 2015], a gene known to play a role in chromatin
relaxation and maintenance of X chromosome inactivation [Blewitt
et al., 2008; Gendrel et al., 2012], have been reported to associate
with D4Z4 hypomethylation in DUX4-compatible 4q haplotypes,
thereby leading to DUX4 overexpression as well.

Nevertheless, large-scale studies performed on healthy individu-
als and FSHD patients have shown that the permissive haplotype
(4qA161) on FSHD-sized repeats, although rare, is present in the
healthy population, thus constituting a rare uncommon polymor-
phism [van Overveld et al., 2000; Lemmers et al., 2007; Scionti et al.,
2012a, 2012b] and indicating that DUX4 protein expression is not
in itself sufficient to trigger FSHD symptoms. Furthermore, DUX4
RNA and protein have been detected, although at low levels, in mus-
cle biopsies of healthy individuals carrying DUX4-compatible hap-
lotypes in the absence of 4q contraction [Jones et al., 2012; Brouc-
qgsault et al., 2013]. This finding indicates that although necessary,
DUX4 activation is not sufficient on its own to trigger the appearance
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of symptoms [Jones et al., 2012], implying the existence of modifier
genes/mutations that contribute to this complex syndrome. As such,
SMCHDL1 variants were recently shown to constitute modifier alle-
les of FSHD1 [Sacconi et al., 2013; Larsen et al., 2014]. Therefore,
evidence of cosegregation for multiple genetic factors began to ac-
cumulate, contributing to the genotype—phenotype correlation in a
proportion of FSHD families. However, other cases of contraction-
independent FSHD are not explained by SMCHD1/DUX4 synergy,
leaving room for the identification of other genes involved in FSHD
pathogenesis.

Recently, mouse models carrying a muscle-specific knock-out of
the protocadherin gene Fatl or its constitutive hypomorphic allele
have been shown to develop defects in the shape and position of spe-
cific groups of muscles in the shoulder and face [Caruso et al., 2013].
The human FATI gene (MIM #600976; GenBank NM_005245.3) is
composed of 27 exons spanning a region of 139 kb and encodes
a 506-kDa transmembrane protein with 34 cadherin domains fol-
lowed by a laminin and five EGF motifs in its extracellular part.
Studies on the protocadherin Fatl demonstrated its influence on
smooth muscle cell motility [Hou and Sibinga, 2009], actin accu-
mulation at neuronal synapses [Moeller et al., 2004], the Hippo
signaling pathway [Bennett and Harvey, 2006; Cho et al., 2006],
and cell polarity [Skouloudaki et al., 2009]. While constitutive loss
of FATI leads to a significant degree of perinatal lethality in mice
[Ciani et al., 2003; Caruso et al., 2013], incomplete alterations of
the FAT1 gene have been identified in rare developmental 4q syn-
dromes characterized by mild facial dysmorphisms, abnormalities
in skeletal and cardiac development, and growth and mental re-
tardation [Ockey et al., 1967; Bendavid et al., 2007; Kitsiou-Tzeli
et al,, 2008]. Genetic links between FAT1 gene polymorphisms and
susceptibility to bipolar disorder or schizophrenia have also been
established [Blair et al., 2006; Abou Jamra et al., 2008; Jung and
Jun 2013]. Finally, somatic mutations inducing high expression of
FAT1] or its variant isoforms have been associated with both acute
lymphoblastic leukemia [de Bock et al., 2012] and breast cancer
progression [Lee et al., 2012], whereas other mutations (and CNV
[copy number variation]) causing FAT1 protein loss of function are
associated with glioblastoma, colorectal, or head and neck cancers
[Morris et al., 2013a].

For the first time, in a study by Caruso et al. (2013), FAT1 was
shown to control muscle patterning by modulating the polarity of
myoblast migration during embryonic development, to be involved
in regionalized muscle wasting, and to have a role in adult mus-
cle fiber functions. Mice also exhibit extramuscular defects, such
as retinal vasculopathy and abnormal inner ear patterning, which
possibly represents a hearing impairment [Caruso et al., 2013]. Fur-
thermore, misregulation of FAT1 expression was observed in fetal
FSHD1 muscle tissue, and a CNV mapping in a putative regu-
latory enhancer of FATI preferentially segregated with FSHD-like
patients who presented no D4Z4 contraction [Caruso et al., 2013].
Although FSHD-like symptoms only represent a subset of FAT loss-
of-function phenotypes, the map of muscles that show developmen-
tal impairment in FAT1 mutants strongly resembles one affected by
human FSHD, raising the provocative hypothesis that FAT1 acts as
a modifier gene to the disease.

Here, we sought to identify FATI variants in 49 Japanese cases
affected by neuromuscular disease that closely resembles FSHD, ac-
cording to the diagnostic criteria defined by the European Expert
Group on FSHD [Padberg et al., 1991] and presenting no D474
copy-number reduction in either 4935 or 10q26, no reciprocal rear-
rangements [Yamanaka et al., 2004], no hypomethylation at D474,
and no SMCHD1 mutations. In 10 out of 49 cases analyzed, we
identified 10 different variants of the FATI gene. To determine their
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pathogenic effect on FAT1I splicing, we elaborated a minigene ap-
proach, coupled to an antisense oligonucleotide (AON) assay. The
in vitro results showed a partial or complete alteration of splicing
either by creating a new acceptor splice site or by modifying splicing
regulators in FAT variants. AONs confirmed the effect of these nu-
cleotide substitutions. Altogether, our data suggest that a defective
FAT1 protein may be associated with an FSHD-like phenotype.

Methods

Study Subjects and Samples DNA Preparation; PCR and
Sanger Sequencing Are Reported in the Supp. Methods

Bioinformatic predictions

Amino acid substitutions were predicted for their impact on
protein function by three online algorithms: polymorphism phe-
notyping v2 (Polyphen-2), SIFT, and prophyler (see Web links
for references and Supp. Table S1 for results). PolyPhen-2 version
2.2.2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) calculates the impact
of amino acid substitutions using protein sequences from the
UniProt database, structural data from PDB/DSSP, and compar-
ative considerations from UCSC multiple alignments of 45 verte-
brate genomes. For a mutation, PolyPhen-2 calculates the proba-
bility that this mutation is damaging and estimates a false-positive
rate (the chance that the mutation is classified as damaging when
it is in fact nondamaging). Based on the threshold of this rate,
a mutation is qualitatively defined as benign, possibly damaging,
or probably damaging. SIFT (v1.03, http://sift.jcvi.org) predictions
are based on the degree of conservation of amino acid residues in
sequence alignments derived from closely related sequences. The
score ranges from 0 to 1. The amino acid substitution is predicted
to be damaging if the score is <0.05. The impact of variants on
FAT1 splicing was predicted by Human Splicing Finder (HSF; ver-
sion 2.4.1) (cut-off for donor or acceptor sites is 55%) [Desmet
et al., 2009] and Alamut Visual 2.2, released in June 2012. This
software integrates four different algorithms for splicing prediction:
SpliceSiteFinder (http://www.umd.be/HSF/; cut-off for donor and
acceptor sites 70%), MaxEntScan (no cut-off provided), NN Splice
(score for donor and acceptor ranges between 0 and 1, cut-off is
0.4), and GeneSplicer (no cut-off provided). For HSF, as well as
for Alamut, the threshold for ESEFinder is the following: SF2/ASF,
1.956; SC35, 2.383; SRp40, 2.67; and SRp55, 2.676. Predictions were
considered strong enough to be tested in a minigene reporter assay
in the following cases: nucleotide substitutions that create or break
regulatory ESE or SSE splicing sites or determine the creation of a
new splicing site stronger than the natural one. The inclusion crite-
ria for experimental analysis of variants also accounted for available
data from dbSNP137 and included a minor allele frequency lower
than 0.005 (Table 1; Supp. Table S1).

Methylation analysis

For sodium bisulfite sequencing, 2 ug of genomic DNA was dena-
tured for 30 min at 37°C in 0.4 M NaOH and incubated overnight in
a solution of 3 M sodium bisulfite, pH 5, and 10 mM hydroquinone
using a previously described protocol [Ehrlich et al., 1982]. Con-
verted DNA was then purified using the Wizard DNA CleanUp kit
(Promega, Marseille, France) following manufacturer’s recommen-
dation and precipitated with ethanol. Modified DNA was amplified
using the forward 5'-AAATATGTAGGGAAGGGTGTAAGTT-3" and



Table 1. Molecular and Clinical Details for Selected Mutations

East Asian allele General allele
count/allele count/allele
FAT1 CDS sequencing results ]2 J6 J7 J15 J16 J20 J21 J29 J41 J51 Exon number number
¢.2215A>G p.Met739Val X 2 1/8892 2/124670
c.3770G>A p.Arg1257Gln 5 12/8894 22/124752
c.4358G>A p.Argl1453His X 8 15/8724 195/120308
¢.4723G>A p.Alal575Thr X X 9 0 0
€.4959G>A p.Val1653Val X 10 9/8878 9/124606
c.8963A>T p.Lys29881le 11 141/8888 155/124660
2997 Thr 11 0 20/124668
c.10331A>G p.Asn3444Ser 17 9/8890 9/124578
¢.12051C>T p.Cys4017Cys X 22 0 25/124654
c.13374 G>A p.GIn4458GIn X 27 2/8894 2/124730
Age of onset 30— >50 <10 10— 20-30 ARl 10>20
50 >20
FSH ++ + ++ ++ ++ ++ +++

+++
3 K

+++

Lower limbs

++

X indicates the presence of mutation relative to cDNA sequence and relative to GenBank reference NM_005245.3. Nucleotide numbering uses +1 as the A of the ATG translation
initiation codon in the reference sequence, with the initiation codon as codon 1. Black shadow indicates validated effect on splicing, whereas gray one stresses potentially damaging
amino acid changes. Last two columns represent minor allele count in East Asian and general healthy population, respectively, as reported by Version 0.2 EXAC (Exome Aggregation

Consortium) database.

reverse 5'-GGAGAGAGGGTTTGGTATATTTAAG-3' primer set de-
signed with the MethPrimer software [Bird 2002] to amplify 21
CpGs (275 bp) within the D4Z4 proximal region [Gaillard et al.,
2014]. We avoided CpGs in the primer sequence in order to amplify
methylated and unmethylated DNA with the same efficiency. Am-
plification was conducted using the High Fidelity Taq polymerase
(Roche, Paris, France) according to manufacturer’s instructions.
After initial denaturation, the amplification conditions were the
following: 94°C for 20 sec, 54°C for 30 sec, 72°C for 1 min for 10
cycles, and then the elongation was increased by 30 sec at each sub-
sequent cycle for 25 cycles. The PCR products were then purified
using the Wizard SV gel and PCR Purification System (Promega)
and cloned using the pGEM®-T Easy Vector cloning kit (Promega).
Randomly selected colonies were grown overnight at 37°C with
ampicillin selection and PCR amplified directly using T7 and SP6
primers. At least 10 independent colonies were sequenced accord-
ing to the Sanger method by Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Germany) with either T7 or SP6 primers.

Sequences were analyzed using BiQ Analyzer software, and the
average methylation score was calculated as the number of methy-
lated CpGs for the total number of CpGs in the reference sequence
(Table 2).

Cell culture

HEK293 cells (human embryonic kidney cell line) were grown
in Dulbecco’s modified Eagle medium (Gibco, Saint Aubin, France)
supplemented with 15% fetal calf serum and 1% PSA (penicillin
streptomycin actinomycin) in a 5% CO, atmosphere at 37°C.

Generation of constructs for splicing minigene reporter
assay

The splicing minigene assay has been previously described [Gail-
drat et al., 2010]. DNA fragments corresponding to FAT1 wild-type
and mutant exons surrounded by upstream and downstream in-
tronic sequences were amplified from genomic DNA of patients
heterozygous for the nucleotide substitution by using exon-specific
forward and reverse primers (Supp. Table S2) carrying 5 tails
with BamHI (or BglIl) and Mlul restriction sites, respectively

(underlined in Supp. Table S3). After digestion with BamHI (or
Bglll) and Mlul, the PCR products were inserted into the BamHI
and Mlul cloning sites in the intron of the pCAS2 vector containing a
two-exon splicing reporter minigene. The insert was then sequenced
to identify the minigene constructs containing the FAT1 exon car-
rying the wild-type or substituted nucleotide and to ensure that no
extra substitutions were added during amplification or cloning.

Transfection and analysis of RT-PCR products

The wild-type and mutant minigene constructs were transiently
transfected into HEK293 cells using the promofectine transfec-
tion reagent, according to manufacturer’s instructions (PromoKine,
Heidelberg, Germany). Cells were collected 24 hr post-transfection.
Total RNA was extracted using the PureLink® RNA Mini Kit
(Ambion; Life Technologies, Saint Aubin, France), according to the
manufacturer’s instructions, followed by a DNase treatment with the
DNA-free Kit (Ambion; Life Technologies). The RT-PCR reactions
were performed using the SuperScript OneStep RT-PCR with Pla-
tinium Taq kit (Life Technologies), according to the manufacturer’s
instructions, with 500 ng RNA as a template in a 50-ul reaction
volume. Reactions were performed using 300 nM of forward pCAS-
KOIF (5-TGACGTCGCCGCCCATCAC-3') and reverse pCAS2R
primers (5 -ATTGGTTGTTGAGTTGGTTGTC-3") [Gaildrat et al.,
2010]. The reverse transcription program had one cycle: 50°C for
30 min. The PCR program had 35 cycles of amplification of 96°C for
45 sec, 50°C for 45 sec, and 72°C for 1 min. RT-PCR products were
separated by electrophoresis on 2% agarose 1000 (Invitrogen, Saint
Aubin, France) gels containing ethidium bromide and visualized by
exposure to nonsaturating ultraviolet light.

AON design and transfection

AONs with full-length 2-O-methyl-substituted ribose moi-
eties and phosphorothioate internucleotide linkages were
purchased from Eurogentec (Angers, France). AONs were de-
signed according to several criteria: sequences targeting exon 5
(5'-U*U*U*C*C*C*G*C*U*C*A*G*G*"G*A*G*U*C*U*G-3') and
exon 17 (5-G*A*C*A*C*U*G*U*A*G*U*U*U*C*C*C*C*U*
G*G*A-3) designed complementarily to the wild-
type sequence. In parallel, the AON sequence for exon 11
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(5'-A*U*C*A*G*U*U*G*C*'U*G*U*G*A*U*A*G*U*A*A-3')
designed complementarily to the variant sequence.

HEK293 cells (4 x 10° cells) grown in 12-well plates to 80%
confluence were transfected with 1.1 ug of AON and 0.5 ug of
pCAS2 constructions using Lipofectamine 2000 reagent according
to the manufacturer’s instructions (Life Technologies). Total RNA
was isolated from cultured cells 24 hr after transfection, and RT-PCR
analysis was performed as described above.

was

Results

In this work, 49 Japanese cases affected by neuromuscular dis-
ease were selected based on the homogeneity of muscles presenting
clinical signs (Table 3) and closely resembling FSHD according to
the diagnostic criteria defined by the European Expert Group on
FSHD [Padberg et al., 1991]. No patients presented with D474
copy-number reduction [Yamanaka et al., 2004]. The age distribu-
tion of patients with available clinical information was 60.8% of
patients under the age of 30 at the time of disease presentation. The
facial, scapular, and humeral muscles were simultaneously affected
in 45.8% of patients, and 89.6% of them had at least two out of the
three muscle groups affected. Progression of the disease toward the
lower limbs was present in 72.9% of patients, with most affected at
the proximal limb muscles. Other myopathies presenting with sim-
ilar phenotypic appearances but specific histological defects were
ruled out in 47 out of 49 individuals by muscular biopsy examina-
tion. Specifically, muscle from the J21 case showed scattered fibers
with rimmed vacuoles. Protein analyses showed normal expression
of dystrophin, sarcoglycans, dystroglycans, merosin, collagen 6, dys-
ferlin, caveolin-3, calpain 3, and emerin. A sequence analysis of the
GNE gene was normal (data not shown). Moreover, J51 was diag-
nosed with Nemaline myopathy based on the muscular biopsy (data
not shown), whereas no variants in the ACTAI gene were found
[Wallefeld et al., 2006]. Finally, clinical data from other members of
the patients’ families were not available for any individual included
in this study.

Among these patients, we found nucleotide substitutions in the
FAT1 gene with a potentially damaging effect on transcript process-
ing in 10 cases (Table 1; Supp. Tables S1 and S4). In particular, three
of the substitutions have not been previously reported (c.4723G>A;
€.4959G>A and ¢.12051C>T). In all patients, the FAT1 variants were
present on one allele and distributed in different exons without a
specific mutation hotspot. The transition type of nucleotide sub-
stitution was overrepresented and corresponded to nine out of 10
nucleotide substitutions. The age of onset was under the age of 30 for
six out of 10 patients carrying FAT1 nucleotide variants, and for two
individuals, the age of symptom appearance was not available. The
facial, scapular, and humeral muscles were simultaneously affected
in three out of these 10 cases, and nine of them had at least two
out of the three muscle groups affected. Progression of the disease
toward the lower limbs was present in seven of the patients (details
in Table 1).

Several publications have reported that D4Z4 hypomethylation,
in the context of a DUX4-permissive haplotype associated with
variants in the SMCHDI gene, may cause FSHD2 and contribute
to FSHD1 [Lemmers et al., 2012; Sacconi et al., 2013; Lemmers
etal., 2015] with moderate but significant differences in the methy-
lation level between asymptomatic carriers and individuals with
clinical FSHD [Gaillard et al., 2014; Lemmers et al., 2015]. To de-
termine whether variation in the FAT1 gene segregates with D474
hypomethylation in our different cases, we used the sodium bisulfite
sequencing method to measure the level of methylation of the 21
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CpGs in the proximal D4Z4 region in eight out of the 10 patients
carrying FAT1 variants. The results, reported in Table 3, show that
less than 50% of CpGs displaying D4Z4 hypomethylation associ-
ated with the appearance of the muscular defects clinically similar
to FSHD.

Furthermore, we screened and excluded SMCHD1 variants in all
patients carrying nucleotide variants for FAT1 (Table 2; Supp. Table
S5); thus, eight out of 10 FSHD-like patients do not carry any of the
genetic features and epigenetic marks usually observed in FSHD1
and SMCHD1-linked FSHD2 patients.

Interestingly, for some of the FATI variants identified, the mi-
nor allele count in the East Asian and general population relative
to the total allele number is available for 63,000 exomes by the
Exome Aggregation Consortium (ExAC), Cambridge, MA (URL:
http://exac.broadinstitute.org) [11/2014], as reported in Table 1.
However, these variants are not reported as SNPs in any of the
Japanese SNP databases that we could access (HAPMAP, KYU-
GEN JPK2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/, and JSNP,
http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/). The main criteria for inclusion in our
functional investigations accounted for a frequency of the minor al-
lele in the general population lower than 0.002. The frequency of
FAT1 SNPs that we found in our group of patients compared with
the Japanese and general Caucasian population is indicated in Supp.
Table S3.

Six out of 10 nucleotide substitutions that we observed lead to
amino acid substitutions in different extracellular cadherin domains
of FAT1. For all of the substitutions, anomalies in splicing of the
FAT]1 transcript have been predicted using Human Splicing Finder,
HSE and Alamut software (see methods for URLs), as detailed in
Supp. Table S1 [Desmet et al., 2009]. The drastic loss of splicing
regulator sites or the creation of new splicing sites stronger than
the natural ones was predicted in seven cases. Five of the six amino
acid substitutions were also predicted to have a deleterious impact
on protein function by several algorithms (see Methods for URL
references and Supp. Table S1 for detailed results).

To evaluate the splicing effect of selected FATI variants, we per-
formed a functional assay based on a comparative analysis of the
splicing pattern of wild-type and mutant sequences in the pCAS2
minigene-expressing vector [Gaildrat et al., 2010]. Five variants
were selected based on their suitability for the experimental con-
ditions of the test and the strength of in silico splicing predictions.
Fragments corresponding to the FATI exons studied, surrounded
by 150 bp of upstream and downstream intronic sequences, were
amplified from genomic DNA of patients and subcloned into the
pCAS2 vector. After transient transfection in HEK293 cells, the
splicing patterns and efficiency of wild-type and mutant FATI exon
incorporation in the minigene were analyzed by RT-PCR and se-
quencing. As reported in Figure 1, we showed that four cases,
¢.3770G>A (pArgl257Gln), c.8963A>T (pLys2988lle), c.8991G>A
(pThr2997Thr), and ¢.10331A>G (pAsn3444Ser), result in partial
or complete splicing defects. One defect may lead to nonsense-
mediated decay for c.8963A>T, which implies a loss of frame of
aberrant mRNA. In the other three cases, shorter half-lives of the
aberrant mRNAs or deleterious forms of the translated FAT1 protein
may be produced. In contrast to in silico predictions, no splicing ef-
fectin HEK293 cells was depicted for the c.4723G>A (p.Alal575Thr)
amino acid substitution, (Supp. Fig. S1) but in vivo tissue-specific
splicing effects cannot be excluded. Among the nucleotide substi-
tutions with a splicing effect in the functional minigene assay, the
¢.3770G>A transition (identified in patient J16) induced complete
skipping of exon 5 from the mutant transcript, as indicated in Fig-
ure la, suggesting an effect on splicing either by disrupting an ex-
onic splicing enhancer (ESE) element and/or by creating an exonic
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Figure 1. Abnormal splicing in FATI-derived transcripts. A: Diagram representing FAT1 protein domains with the positions of the four variants
tested by the minigene splicing assay coupled with the AON assay. Briefly, wild-type and mutant pCAS2 minigene constructs containing different
FATT1 exons of interest were transfected into HEK293 cells alone or in combination with an AON specifically directed against the variant or wild-type
allele. At 24 hr after transfection, the splicing patterns of the minigenes were monitored by RT-PCR. All variants are expressed as the cDNA
sequence and refer to GenBank NM_005245.3. B: Transcripts amplified from constructs containing wild-type (pFAT1 Exonb ¢.3770G) and variant
(pFAT1 Exon5 ¢.3770A) alleles of FATT exon 5 in the presence or absence of AON ¢.3770G and the empty pCAS2 minigene were separated on an
agarose gel. The transcript amplified from the exon 5 variant construction containing exons from the pCAS2 minigene only is indicated by a star (*).
The effect of cotransfection of AON ¢.3770G and the wild-type exon 5 construct is presented together with a representation of the predicted effect
on the protein. C: Agarose gel electrophoresis of transcripts produced from minigene constructs containing no insert (empty pCAS2 minigene),
wild-type FATT exon 11 (pFAT1 Exon11 ¢.8991G), or mutant FATT exon 11 (pFAT1 Exon11 ¢.8991A) alone or cotransfected with AON ¢.8991A (mut).
A star (*) indicates the transcript specifically produced from the variant exon 11 minigene and corresponding to 114 nucleotides deleted from
exon 11. AON ¢.8991A rescued the exon 11 variant allele, allowing expression of the complete wild-type form of the exon. The potential effect
on the FAT1 protein is also represented. D: Transcripts produced from constructs containing wild-type (pFAT1 Exon11 ¢.8963A) or variant (pFAT1
Exon11 ¢.8963T) FATT exon 11 and from the empty pCAS2 minigene were analyzed by agarose gel electrophoresis. Star (*) indicates transcript
amplified from exon 11 carrying nucleotide substitutions with complete skipping of it. Potential effect on the FAT1 truncated protein is reproduced.
E: Agarose gel electrophoresis of transcripts produced from constructs containing wild-type (pFAT1 Exon17 ¢.10331A) or variant (pFAT1 Exon17
¢.10331G) FATT exon 17 in the presence or absence of AONs (c.10331A, ¢.3770G) and the pCAS2 minigene. As indicated by a star (*), the transcript
amplified from the exon 17 variant construct only contains exons from the pCAS2 minigene. The effect of cotransfection of AON ¢.10331A with the
pFAT1 Exon17 ¢.10331G minigene is also presented together with the schema of the effect on the translated FAT1 protein. AON ¢.3770G from exon
5 does not have a specific splicing effect on wild-type exon 17.
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Table 3. Summary of Neuromuscular Clinical Signs Found in Patients Presented in This Study

Clinical details

AGE at onset Individuals % Facial Scapular ~ Humeral = Abdominal  Proximal (lower limbs)  Distal (lower limbs) Axial
Birth/first decade 11/46 23.9% 81.8% 90.9% 72.7% 27.3% 72.7% 63.6% 63.6%
Second/third decade 17/46 36.9% 58.8% 94% 88.2% 23.5% 76.5% 64.7% 47.1%
Third/fifth decade 10/46 21.7% 80% 90% 80% 20% 80% 70% 50%

Older 8/46 17.4% 50% 75% 75% 25% 50% 25% 37.5%
Total with age and diagnosis available 46

Total with diagnosis available 48 66.7% 89.6% 77.1% 22.9% 70.8% 60.4% 54.2%
Facioscapulohumeral deficit 45.8%

Two off three muscles 89.6%

Progression to lower limbs

72.9%

splicing silencer, as predicted by HSF and Alamut (Supp. Table S1).
Interestingly, cotransfection with the AON carrying the wild-type
sequence (¢.3770G) induced a partial skipping of the exon, suggest-
ing that this AON masks the predicted ESE element (Fig. 1a). The
aberrant transcript missing exon 5 (RNA r.3643_3972del) produced
by the variant allele would result, if translated, into an in-frame dele-
tion of 110 amino acids at the protein level (p.Val1215_Ser1324del)
with partial truncation of the cadherin 10 and 11 extracellular
domains.

The second nucleotide substitution with an evident effect on
splicing was the ¢.8963A>T transversion, located in exon 11 and
identified in patient J29. The minigene assay showed the produc-
tion of two transcripts: a primary one corresponding to normal
exon inclusion and an aberrant minor transcript (5% expression ra-
tio versus the full-length transcript), which skips exon 11 (Fig. 1c).
These results suggest that this variant alters splicing by disrupting
ESE motifs, in agreement with the prediction (Supp. Table S1). If
translated, the misspliced RNA (RNA r.8879.9075del) would re-
sult in a frameshift with the creation of a premature stop codon
(p-Gly2960Asp*9) between exons 10 and 12.

The third FAT1 variant, a ¢.8991G>A transition, identified in pa-
tient J2, also induced an alteration in exon 11 splicing. Indeed, the
results depicted in Figure 1b show that the exon 11 minigene con-
struct carrying the variant produces two transcripts, a primary one
corresponding to the normal inclusion of the full-length exon and
a second minor transcript (average expression ratio of 8% vs. the
full-length transcript) in which the first 114 exonic nucleotides are
deleted (RNA r.8879_8992del). This effect is in agreement with the
Alamut and HSF predictions suggesting the creation of an acceptor
splice site at position ¢.8992/¢.8993 with a score slightly higher than
the natural one (Supp. Table S1). We designed an AON (c.8991A)
carrying the variant nucleotide to mask the created splicing ac-
ceptor site. Cotransfection of AON ¢.8991A and the variant mini-
gene rescued normal splicing (Fig. 1b) and eliminated the aberrant
transcript. This RNA would be translated in an in-frame deletion
(p.Gly2960_-Thr2997del) that corresponds to a truncation of cad-
herin domain 27 in the FAT1 protein.

Finally, the ¢.10331A>G transition, found in patient J51, in-
duced a minor skipping of exon 17 (27% average expression ra-
tio vs. the full-length transcript) in the splicing minigene assay
(Fig. 1d), and produced a transcript with 144 exonic nucleotides
removed (RNA r.10207_10351del). This result could be the conse-
quence of the predicted loss of an ESE element (Supp. Table S1)
located in exon 17, thus interfering with the inclusion of exon
17 in the altered transcript. Transfection of AON ¢.10331A (wild
type) with the wild-type exon 17 construct led to partial skipping,
whereas in the presence of exon 17 carrying the nucleotide substi-
tution, it leads to complete skipping of the exon (Fig. 1d). Finally,
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cotransfection of the AON specific for exon 5 (¢.3770G) and a wild-
type exon 17 construct did not interfere with exon 17 splicing. Thus,
these results confirm that the wild-type AON specifically masks an
element involved in exon inclusion. The main consequence of exon
17 skipping is likely the truncation of the cadherin 32 and 33 do-
mains (p.Thr3403_Glu3451del) without the loss of the downstream
reading frame.

Other nucleotide substitutions were also predicted to interfere
with splicing, but they could not be easily tested, as they were not
suitable for the conditions required for the minigene assay. In par-
ticular, patient J21 carries two different substitutions: ¢.2215A>G
(p-Met739Val) and c.13374G>A (p.GIn4458GIn). Testing these two
variants using a minigene-based assay was not possible because of
their location in FAT1 exons 2 and 27, respectively. As present, the
parents’ DNA is required to determine whether one of the two
substitutions is a de novo substitution or if both substitutions are
carried on the same allele. Both substitutions are predicted to affect
splicing with equal strength, and an analysis of their respective im-
pact on FAT1 transcription in the patient’s biological samples, such
as a muscle biopsy, would be interesting.

Discussion

In this study, we identified 10 different variants in the FAT1 gene
in 10 out of 49 Japanese patients affected by an FSHD-like neuro-
muscular disease. The diagnosis was based on criteria defined by
the European Expert Group on FSHD [Padberg et al., 1991]; the
patients presented no D4Z4 copy-number reduction in either 4q35
or 10g26 and no reciprocal rearrangements [ Yamanaka et al., 2004].
To rule out myopathies presenting similar phenotypic appearance
but specific histological defects, a muscular biopsy examination was
performed in 47 out of 49 individuals. For J21, the muscle biopsy
showed nonspecific scattered fibers with rimmed vacuoles, and the
J51 diagnosis of Nemaline myopathy was based on histological ex-
amination of his muscle biopsy (data not shown). In both cases, nei-
ther mutations in known genes nor expression defects in myopathy-
related proteins were observed. Thus, mutations in new genes re-
sponsible for the neuromuscular phenotype have not been ruled
out. Interestingly, as the simultaneous presence of hypomethylation
in D4Z4 regions in the context of a DUX4-permissive haplotype and
variants in the SMCHD1 gene may cause FSHD2 and contribute to
FSHD1 [Lemmers et al., 2012; Sacconi et al., 2013; Larsen et al.,
2014; Lemmers et al., 2015], we measured the D474 methylation
level according to the methods and results recently published by our
group [Gaillard et al., 2014]. In that publication, a significant re-
duction in the DNA methylation level at the D474 proximal region
was reported for individuals with clinical FSHD but not carrying a



copy-number reduction (FSHD2) by sodium bisulfite sequencing,
with a global level of methylated CpG/sequence below the threshold
of 50% [Gaillard et al., 2014]. In the group of patients investigated
here, the average methylation level in the proximal D474 region was
above 50% (72%), meaning that in these patients, FSHD symptoms
are not associated with epigenetic changes at the 4q35 region (Ta-
ble 2). Furthermore, no mutations in SMCHDI1 were detected in
any of the patients carrying nucleotide variants for FAT1 (Table 2).
Even if the diagnosis of FSHD is based on the clinical evaluation of
symptoms, genetic testing is required to confirm FSHD1 or FSHD?2.
However, a small proportion of patients with FSHD-like symptoms
are not associated with D4Z4 copy-number reduction or with hy-
pomethylated 4qA alleles and SMCHDI1 variants, as reported here.
In this situation, while the diagnosis may be questioned and reeval-
uated for some, it remains likely that the specific FSHD clinical
signs might result from other genetic changes that affect processes
also involved in FSHD. Identifying such genetic causes of FSHD-
like cases would likely teach us about the biological mechanisms of
this pathology. Thus, hypomorphic Fatl mice presenting a FSHD-
like phenotype [Caruso et al., 2013] and the identification of FAT1
variants in FSHD-like patients raise the challenging idea that FAT1
might be a disease gene associated with FSHD-like symptoms.

For some of the FAT1 variants depicted here, the minor allele
count in the general and Japanese populations is reported, when
available, in Table 1. Thus, we propose that these variants might rep-
resent very rare mutations that were possibly identified in presymp-
tomatic individuals. Nonetheless, incomplete penetrance may not
be excluded at this point. Consistently, a CNV located in a putative
regulatory enhancer of FATI has previously been shown to prefer-
entially segregate with FSHD in noncontracted FSHD-like patients,
hence constituting the basis of tissue-specific alterations in FATI
expression [Caruso et al., 2013].

The variants identified here fall into two categories that are not
incompatible with each other. Six out of 10 variants led to amino
acid substitutions localized in different extracellular cadherin do-
mains of FAT1 and have been predicted to have a deleterious impact
on protein function by several algorithms. Moreover, for all nu-
cleotide substitutions, the drastic loss of splicing regulator sites or
the creation of new splicing sites stronger than the natural ones have
been suggested to give rise to partial or complete splicing defects.
These defects would lead to shorter half-lives of aberrant mRNAs or
the production of deleterious forms of the translated FAT1 protein.
Thus, to demonstrate their pathogenic effect on FATI transcript
splicing, we elaborated a minigene approach coupled to an AON
assay. Some of these variants showed potential splicing alterations
as well as deleterious amino acid changes, suggesting that both pos-
sibilities can occur; for example, any abnormally spliced mRNA, if
translated, could result in a functionally aberrant protein. There-
fore, only further experimental validation will determine the true
functional relevance of each process. The FAT1 protein can be con-
sidered a “model protein,” allowing us to correlate predictions to
experimental findings. Moreover, the results shown here indicate
that selected nucleotide substitutions have splicing effects in in vitro
minigene assays. Interestingly, splicing defects might also depend
on the chromosomal context or the presence of tissue-specific regu-
latory elements, which could only be analyzed in biological samples
derived from patients. Nonetheless, our group recently showed that
a minigene in vitro approach is reliable for confirming endogenous
splicing defects (Kergourlay et al., 2014), supporting the idea that
an actual damaging effect can be considered for variants showing
an in vitro effect, even in the absence of in vivo confirmation.

In particular, the absence of an effect in c.4723G>A
(p-Alal575Thr) (Supp. Fig. S1) does not exclude the impact of this

variant on the endogenous transcript. This nucleotide substitution
is strongly predicted to cause a deleterious amino acid substitution,
as detailed in Supp. Table S1. To further validate the reliability of pre-
diction algorithms at the experimental level, proteomic approaches
as well as functional tests focusing on cadherin domain structure
are in development. In the case of the ¢.3770G>A (p.Argl1257Gln),
¢.8991G>A (pThr2997Thr), and c.10331A>G (p.Asn3444Ser) tran-
sitions with a validated impact on splicing, aberrantly spliced mRNA
isoforms may have more rapid turnover and shorter half-lives,
thereby affecting intracellular FAT1 concentrations. The splicing
effect is also compatible with an additional issue at the protein
level because these aberrant transcripts, if translated, have been
predicted to contribute to deleterious amino acid substitutions as
well. For one of these variants (¢.3770G>A), we showed that it com-
pletely prevents the in vitro inclusion of exon 5 in the transcript,
thus producing an r.3643_3972del mRNA. If translated, the corre-
sponding protein would lack the cadherin 10 and 11 extracellular
domains without loss of the downstream reading frame. Neverthe-
less, the effect of this variant on splicing in vivo could be less drastic,
allowing the partial integration of exon 5 carrying the variant nu-
cleotide in the transcript. Thus, it would be interesting to investigate
the importance of the arginine 1257 change to glutamine on FAT1
protein function as well as the potential dominant-negative effect
due to the coexistence of multiple FAT1 protein-splicing isoforms
in cells. Along the same line, ¢.10331A>G p.Asn3444Ser may con-
tribute to two coexisting mRNA transcripts: the aberrant mRNA
r.10207-10351del (p.Thr3403_Glu3451del) and the normal tran-
script, which may be translated into a FAT1 protein with a serine
replacing the aspartic acid in position 3444. Even if these variants
are compatible with FAT1 protein frame conservation, extracellu-
lar cadherin domains are expected to be lost and likely affect the
stability and/or protein—protein interactions. Similar consequences
may be predicted for ¢.8991G>A (pThr2997Thr) in which the aber-
rant mRNA r.8879_8992del, coexisting with the normal transcript,
may be translated into a FAT1 protein truncated for cadherin do-
main 27. Interestingly, patient J29 carries a ¢.8963A>T transversion
(p-Lys29881le) that is predicted to disrupt the ESE motifs Tra2 8 and
9G8 and to create a new hnRNP A1 site, whereas amino acid sub-
stitution is not expected to have deleterious consequences on the
protein. Here, we show the partial production of a variant transcript
missing exon 11. The juxtaposition of exons 10 and 12 would create
a frameshift in the FAT] transcript and a premature stop codon 23
nucleotides after the beginning of exon 12 (p.Gly2960Asp*9). This
incomplete FAT1 mRNA, if translated into a truncated FAT1 protein,
may exert dominant-negative activity. Alternatively, the misspliced
RNA (r.8879-9075del) may be eliminated by the nonsense-mediated
mRNA decay pathway, causing haploinsufficiency reminiscent of the
fatl mouse model [Caruso et al., 2013].

AONS s recognize and block special sequences in the neotranslated
RNA that are otherwise bound by splicing protein complexes [Wein
et al., 2010]. Based on the targeted splicing sequence, AONs may
lead to the partial or total skipping of flanking exons. In our case,
the AONs were designed to precisely recognize either the substi-
tuted or wild-type alleles, allowing us to demonstrate the specific
effect of FAT1 alterations in vitro. Next, we will apply the AONs that
mimic nucleotide substitutions to FATI-expressing cells and animal
models to characterize the functional consequences of these sub-
stitutions on the translated proteins. Moreover, for c.8991G>A, the
second minor transcript in which the first 114 exonic nucleotides
were deleted, as observed using the minigene test, was rescued
by cotransfection of AON ¢.8991A, which carries the variant nu-
cleotide to mask the created splicing acceptor site. Animal models
reproducing this variant are under development to evaluate the

451

HUMAN MUTATION, Vol. 36, No. 4, 443-453, 2015



therapeutic consequences of AON injection and splicing rescue in
vivo.

Some recent algorithms, which have been developed for func-
tional annotation of genetic variants from high-throughput se-
quencing data, suggest that FAT1 is a dispensable human gene based
on the number of stop codons identified in the study [Wang et al.,
2010]. Interestingly, our study did not identify stop codons in any
of the screened individuals or in healthy controls, whereas the con-
stitutive loss of FAT1 function leads to perinatal lethality [Ciani
et al., 2003; Caruso et al., 2013]. Thus, in independent functional
and genetic studies, the partial preservation of FAT1 function would
still be compatible with life. Accordingly, defective forms of the pro-
tein would have tissue-specific impacts and would be exerted at low
doses by a dominant-negative effect. Hence, altered FAT 1 would play
a pathogenic role by affecting only specific interactions with protein
partners and only during specific stages of development. Neverthe-
less, consistent with mice carrying the tissue-specific knock-out of
FAT1 or its constitutive hypomorphic allele [Caruso et al., 2013], we
cannot rule out haploinsufficiency as the pathogenic mechanism, at
least for some of the variants reported here.

In addition to our present results, other germline mutations in the
FAT1 gene may lead to developmental defects in subtle pathologies,
such as schizophrenia and bipolar disorder susceptibility [Ockey
et al., 1967; Blair et al., 2006; Bendavid et al., 2007; Abou Jamra
et al., 2008; Kitsiou-Tzeli et al., 2008; Jung and Jun 2013]. Similarly,
somatic mutations contribute to Wnt/S-catenin pathway misregu-
lation and cancer progression in specific tissues by both overexpres-
sion and inactivation of FAT1 protein function [de Bock et al., 2012;
Lee et al., 2012; Morris et al., 2013a, 2013b]. Thus, aberrant FAT1
expression or incomplete or complete loss of function cause defects
in tissues unrelated to FSHD, indicating that FAT1 has pleiotropic
implications that may lead to a range of clinical consequences, with
only a subset of those sharing similarities with FSHD. Thus, we pro-
pose the existence of a heterogeneous pathological entity, named
FATopathy.

In perspective, adding FATI to the panel of neuromuscular
disease-causing genes routinely tested for molecular diagnosis will
be needed both to investigate the broader significance of FAT1 in
disease pathogenesis and to better define the implication of multiple
genetic interactions in neuromuscular disease appearance.

Conclusion

According to the evidence from the mouse model recently pub-
lished and the identification of the CNV located in a transcriptional
enhancer of the human FATI gene, which segregates in noncon-
tracted FSHD-like patients, our genetic data further strengthen the
link between the FATI gene and FSHD-like neuromuscular diseases.
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[I. Amélioration du diagnostic dans la LGMD2A : Etude de

I'impact de mutations faux-sens sur I'épissage de CAPN3

Comme pour I'étude précédemment décrite, jai voulu analyser l'impact sur I'épissage de
mutations retrouvées dans le gene CAPN3. Cependant, bien que l'outils utilisé pour les différents tests
soit le méme, dans ce cas le contexte d’étude de la maladie a été différent. En effet, les calpainopathies
sont des pathologies autosomiques récessives bien connues, pour lesquelles le gene responsable est
identifié depuis vingt ans. Malgré tout, il demeure environ 25% de patients pour qui, I'une ou les deux
mutations n’ont pas encore été identifiées. De plus lorsque des mutations sont identifiées leur caractére

pathogéne n’est pas toujours évident et rarement vérifié.

C’est donc dans un but d’amélioration diagnostic que j'ai décidé de tester I'impact des mutations
sur I'épissage de CAPN3. En effet, je souhaite démontrer qu’il ne faut pas sous-estimer les modifications
d’épissage car elles peuvent étre responsables, chez une bonne partie de la population malade, de la
synthése d’ARNs instables ou tronqués, conduisant a des défauts de synthese et de fonctionnement
protéique voire méme a son absence totale. Les mutations faux-sens sont particuliéerement intéressantes
a étudier dans ce contexte car elles peuvent a la fois jouer sur la séquence aminée des protéines,
impactant alors leur fonction, mais également en amont, sur la maturation des ARNSs. Ce dernier point est
trop souvent négligé alors qu'il suffirait parfois de I’étudier pour éviter de mettre en place des recherches
difficiles et couteuses portant sur la structure de la protéine. En effet, cette derniere peut étre tronquée

ou absente a cause d’'une dérégulation survenue au moment de 1'épissage de ’TARNm qui la code.

1. Contexte de la recherche, choix des mutations a tester

Pour établir la liste des mutations faux-sens a tester, je me suis rendue sur la base de données
«Leiden Open Variation Database» (http://www.dmd.nl/nmdb2/home.php?select db=CAPN3) ou sont

répertoriées de nombreux variants de CAPN3. Mon choix a été orienté selon plusieurs criteres :

- Sélectionner une mutation par exon en dehors du premier et du dernier exon (soit vint-deux

mutations) ;
- Choisir des variants pour lesquels aucune donnée ARN n’a encore été rapportée ;

- Quand plusieurs mutations faux-sens ont été rapportées pour un méme exon, choisir celle ayant
les prédictions d’aberrations les plus fortes d’aprés « HSF » (Human Splicing Factor), un logiciel
de prédiction bioinformatique dont1’algorithme estime la pathogénicité des mutations d’épissage

(http://www.umd.be/HSF3/).
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Résultats et discussions

Par exemple, quand j'étais face a un choix entre une mutation favorisant I'apparition d'un site
cryptique donneur ou accepteur d’épissage et une autre prédisant uniquement un impact sur un site
stimulateur ou inhibiteur d’'épissage (respectivement ESE et ISE), j’ai choisi la premiére au détriment de
la seconde. En effet, les séquences consensus des sites donneurs et accepteurs ainsi que les mécanismes
mis en place par le spliceosome pour choisir préférentiellement un site cryptique plutét que le site
endogene, sont aujourd’hui beaucoup mieux compris que ceux impliqués dans la détermination et la
reconnaissance des sites ESE ou ISE. Ce manque de connaissances se répercute sur les algorithmes de

prédiction qui sont de ce fait moins fiables a ce niveau.

Une fois le premier criblage effectué, j’ai également vérifié si les variants étaient répertoriés, et a
quelle fréquence, dans la base de données «ExAC» (Exome Aggregation Consortium)

(http://exac.broadinstitute.org/).

Ainsi, apres cette seconde sélection, j’ai obtenu une liste de dix-sept mutations faux-sens a tester
avec la technique de minigene, toutes situées dans des exons différents. En effet, pour cinq des vingt-deux
exons de CAPN3 que je souhaitais tester, aucune mutation faux-sens n’a pu étre retenue. Les principales

raisons a cela sont:

- L’absence de mutation faux-sens répertoriée dans la base de données LOVD : du fait de la petite

taille des exons, (souvent <40pb), ces derniers sont moins souvent le siege de mutation,
- L’absence de prédiction de modification d’épissage par HSF, pour les variants répertoriés.

Additionné a ces dix-sept faux-sens, j'ai choisi de tester trois autres mutations connues pour avoir

un effet sur 'ARN que j’utiliserai comme controéles de mon systeme de minigéne rapporteur « pCAS2 ».

2. Résultats

Les cellules musculaires humaines étant délicates a maintenir en culture et difficiles a transfecter,
j'ai choisi de tester les constructions de pCAS2 dans deux types de lignées cellulaires différentes. La
premiére est composée de cellules humaines non musculaires, la lignée HEK293 (Human Embryonic
Kidney) et la seconde de cellules musculaires murines de type C2C12. En effectuant des tests identiques
dans deux populations cellulaires différentes, j’ai voulu voir si les mécanismes d’épissage mis en jeu
étaient les mémes en condition humaine non musculaire et en condition musculaire non humaine.
Quarante-huit heures apres transfection, j’ai comparé les transcrits produits a partir du minigéne par RT-

PCR et séquencage Sanger (figures 59 et 60).
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EXPLORATION DES MECANISMES PATHOLOGIQUES DANS LES MYOPATHIES ET OUTILS THERAPEUTIQUES

Figure 59 : Analyses transcriptionnelles des mutations sélectionnées dans les exons 2 a 7 de CAPN3
A) : Les mutations ¢.352A>G (exon 2), ¢.593A>G (exon 4) et c.1002C>G (exon 7) sont sans effet sur I'épissage. Les transcrits obtenus par
RT-PCR sont les mémes, que ce soit dans le cas de la transfection du plasmide porteur de la séquence sauvage ou de celui contenant la
mutation.
Les mutations ¢.352A>G (exon 3) et c.743T>G (exon 5) impactent I'épissage. Dans le cas de I'exon 3, la mutation entraine la synthése
de deux transcrits aberrants : la bande la plus haute correspond a la séquence de I'exon 3 additionné des 5 derniers nucléotides de
l'intron 2, entouré des exons A et B portés par le minigéne. La bande la plus basse indique quant a elle le saut de I'exon 3.
Dans le cas de I'exon 5, la mutation entraine la synthése d’'une majorité de transcrits délétés de l'exon 5.
B) : La mutation c.848T>C (exon 6) ne modifie pas I'épissage. Les mémes transcrits sont obtenus en quantité équivalente pour le
plasmide sauvage et celui porteur de la mutation ¢.848T>C annoté « m ».
L’effet sur I'épissage de la mutation contréle c.802-9G>A (intron 5), observé chez des patients est retrouvé avec le test minigéne. La
bande la plus haute retrouvée dans le puit annoté M+, correspond a la séquence de I'exon 6 additionné des 7 derniers nucléotides de
l'intron 5, entouré des exons A et B portés par le minigéne.
NB : WT : transcrits obtenus apreés transfection du pCAS2 sauvage ; M+ : transcrit obtenu apreés transfection du pCAS2 porteur d’une
mutation contréle ; m : transcrits obtenus apres transfection du pCAS2 porteur d’'une mutation a tester. Les astérisques rouges et verts
indiquent les transcrits aberrants. Les points noirs désignent les bandes aspécifiques. Les puits notés « + » correspondent aux transcrits
obtenus apres transfection du vecteur vide ; les puits « - » indiquent les contréles négatifs de RT-PCR.

A) B)

0

Figure 60 : Analyses transcriptionnelles des mutations sélectionnées dans les exons 4, 8 et 22 ainsi que dans
l'intron 20 de CAPN3

A) : La mutation ¢.551C>T (exon 4) entraine le saut total de 'exon. Plus aucun transcrit ayant intégré l'exon 4 n’est détecté.

B) : La mutation ¢.1063C>G (exon 8) impacte I'épissage. La mise en évidence de la bande la plus basse indique qu’une partie des
transcrits produits sont délétés de 'exon 8.

C) : Comme pour la mutation testée dans I'exon 8, la mutation c¢.2306G>A (exon 22) entraine le saut partiel de I'exon. La mise en
évidence de la bande la plus basse indique qu’une faible quantité de transcrits produits est délétée de 'exon 22.

D) : L’effet sur I'épissage observé chez les patients porteurs de la mutation contréle c.2185-16A>G (intron 20) est retrouvé. Aucun
transcrit incluant I'exon 21 n’est retrouvé. On observe uniquement la bande indiquant le saut d’exon.
NB : WT : transcrits obtenus apreés transfection du pCAS2 sauvage ; M+ : transcrit obtenu apreés transfection du pCAS2 porteur d’'une
mutation contréle ; m : transcrits obtenus apres transfection du pCAS2 porteur d’une mutation a tester. Les astérisques rouges et
verts indiquent les transcrits aberrants. Les points noirs désignent les bandes aspécifiques. Les puits notés « + » correspondent aux
transcrits obtenus apreés transfection du vecteur vide ; le puit « - » indique le contréle négatif de RT-PCR.
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Résultats et discussions

Les résultats obtenus pour chaque mutation sont détaillés dans le tableau 1. Deux mutations ont

finalement été testées pour 'exon 4.

Exon n® Taille exon Mutation Tests dans HEK293 Tests dans C2C12
2 70 c.3524>G Sans impact
IMPACT : en présence de la mutation, 2 transcrits produits
3 119 c.498G=A 1 transcrit avec saut d'exon : perte de la phase
+ 1 transcrit avec ajout des 5 derniers nt de l'intron 2 4 I'exon 3 : perte de la phase
IMPACT : en présence de la mutation, 1
c.551C>T transcrit majoritaire avec saut d'exon : Test en cours
4 134 perte de la phase
c.593A>G Sans impact
IMPACT : en présence de la mutation, 2 transcrits produits
5 169 c.743T=G 1 transcrit avec saut d'exon fortement exprimé : perte de la phase
+ 1 transcrit normal faiblement exprimé (ExA-ex5-exB)
Intron 5 % Impact confirmé : ajout des 7 derniers nt de I'intron 5 a 'exon 6 : perte de la phase
6 144 c.848T=C Profil identique a celui obtenu pour I'exon sauvage : semble sans impact
7 84 c.1002C>G Sans impact
IMPACT : en présence de la mutation, 2 transcrits produits
8 86 1063C=G 1 transcrit avec saut d'exon : perte de la phase
+ 1 transcrit normal (ExA-exB8-exB)
10 161 c.1333G=A Sans impact
. IMPACT :
2l 170 c1466G=A SEObL 2 1 transcrit avec saut d'exon : perte de la phase
IMPACT :
. Saut d'exon 13 : perte de la phase
i 209 c1622G=A O EE + 1 transcrit avec E13 délété des 87 derniersnt :
respect la phase
16 % Impact confirmé : délétion des 44 derniers nt de 'exon 16 : perte de la phase
114 . J : .
16 c1913A5C Profil identique A celui obtenu pour IMPACT : en present]:]encii;ul: T:nutatlon. | transcrit
l'exon sauvage : semble sans impact T e
17 78 c.1979A>G Test en cours Sans impact
i9 65 I11445C Que ce soit dans la construction sauvage ou la muté, le site donneur endogéne de I'exon 19 n'est
pas reconnu par le spliceosome. La mutation ne créé pas de site donneur cryptique
I 20 CONTROLE : Les vecteurs pCAS2 contiennent la séquence « exon 20 - intron 20 - exon 21 » :
ntron c.2185-16A>G Probléme pour I'exon 20 : toutes les constructions sont délétées de I'exon 20
impact confirmé pour la mutation contréle : ajout des 16 derniers nt de I'intron 20 4 l'exon
20 et 21 148 c.2184G>A et 21 : perte de la phase
c.2243G>A La mutation dans 'exon 21 n'a pas d'impact sur I'épissage
IMPACT : en présence de la mutation, 2 transcrits produits
22 117 c.2306G=A 1 transcrit avec saut d'exon : respect de la phase
+ 1 transcrit normal (ExA-ex22-exB)
23 59 c.23904=C Sans impact

Tableau 1: Résultats des tests d’épissage réalisés sur 21 mutations retrouvées dans CAPN3

Chaque mutation faux-sens a été choisie en fonction de '’exon dans lequel elle est retrouvée et de sa prédiction de pathogénicité par
l'outil bioinformatique HSF. La premiére mutation sélectionnée et testée dans I'exon 4 (¢.593A>G) étant sans effet, j'ai choisi d’en
tester une autre, la c¢.551C>T.

Parmi les dix-huit mutations sélectionnées, huit ont un impact sur I'épissage alors que huit autres ne le modifie pas. On ne peut en
revanche rien conclure quant a l'effet des mutations retrouvées dans les exons 19, 20 et 21, du fait des mauvaises constructions de
plasmide pCAS2.
Les tests effectués en pCASZ2 sur les trois mutations contréles, deux introniques et une faux-sens, confirment l'altération d’épissage
qui a déja été décrite précédemment.
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Les expériences ont montré que I'on retrouvait I'effet sur I'épissage des trois mutations contrdles
testées. Parmi les dix-huit mutations faux-sens, huit ont un impact sur I'épissage du gene et huit autres
ne le modifie pas. Les tests effectués sur I'exon 20 n’ont pas fonctionné et le cas de I'exon 19 est décrit

plus loin.

Dans tous les cas en dehors du cas particulier de 'exon 16, cela va conduire a la synthese d'un
transcrit aberrant qui ne permettra pas de traduire une protéine fonctionnelle. L’exon 16 étant un exon
alternatif, on pourrait penser que la synthése d'un transcrit CAPN3 ne l'intégrant pas serait sans
conséquence. Cependant, il semblerait qu’il ne soit retrouvé épissé que pendant le développement
embryonnaire. De plus, le fait qu’il comporte un site de liaison a la titine permet de penser qu’il joue un

réle indispensable dans le muscle mature.

Pour certaines mutations, I'erreur de transcription peut provoquer une rupture de la phase de

lecture et conduire a I'apparition d’un stop prématuré suite a :

- La création d’'un site cryptique accepteur d’épissage, comme c’est le cas pour la mutation
¢.498G>A située dans I’exon 3 et induisant I'ajout des cinq derniers nucléotides de I'intron 2 dans
I'exon 3 ou pour les deux mutations contrdles ¢.802-9G>A (intron 5) et ¢.2185-16A>G (intron
20) provoquant respectivement l'ajout des sept derniers nucléotides de I'intron 5 a I'exon 6 et

celui des seize derniers nucléotides de I'intron 20 a I'’exon 21,

- La création d’'un site cryptique donneur d’épissage, comme c’est le cas pour la mutation contréle
c.1872C>T située dans I'exon 16 provoquant la délétion des quarante-quatre derniéres bases de

I’'exon,

- Larupture d’'un site régulateur d’épissage de type ESE qui entraine le saut d’'un exon qui n’est pas
en phase comme c’est le cas pour les mutations ¢.551C>T (exon 4), ¢.743T>G (exon 5),

¢.1063C>G (exon 8) et ¢.1466G>A (exon 11).

Dans d’autres cas, la mutation peut induire la création de sites cryptique ou la rupture d’ESE sans
provoquer le décalage du cadre de lecture. C’est ce qu'on observe pour les mutations ¢.1913A>C (exon
16) et ¢.2306G>A (exon 22) qui cassent des ESE et entrainent un saut d’exon en phase, ou pour la
mutation ¢.1622G>A (exon 13) qui créé un site cryptique donneur d’épissage, conduisant a la délétion
des quatre-vingt-sept derniers nucléotides de I'exon 13 sans changer le cadre de lecture. Cependant, bien
que la phase de lecture soit conservée, 'ARNm obtenu a la fin de I'étape de transcription ne permettra
pas la traduction d'une protéine fonctionnelle que ce soit dans le cas de I'exon 13 ou du 22. Comme je 'ai
rappelé plus haut, le saut de I'exon 16 induira quant a lui la synthése d’un transcrit délété du site de

fixation a la titine, qui n’a jamais été caractérisé dans des cellules musculaires matures.
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Résultats et discussions

En ce qui concerne I'exon 19, que ce soit en testant la construction de pCAS2 sauvage ou la mutée,
nous n’avons pas réussi a obtenir de transcrit 'ayant correctement intégré. Pour chaque expérience, nous
avons constaté l'utilisation du site accepteur endogéne par le spliceosome mais jamais celui du site
donneur (figure 61). La force de ce dernier étant extrémement faible (64,38), il n’a pas été reconnu par

notre systéme artificiel de test d’épissage.
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Figure 61 : Transfection des constructions pCAS2 comprenant les exons 19 sauvage et muté
Les amplicons obtenus ont été séquencés et correspondent a l'exon A + I'exon 19 et l'intégralité de la séquence
intronique avale sélectionnée pour le clonage + l'exon B.

A la différence d’autres protéines comme la dystrophine ou la dysferline, I'expression de la
calpaine 3 n’est pas modulable, elle n’est pas constituée de domaines répétés. Tous ses domaines sont
indispensables a son bon fonctionnement et toute suppression d’'une partie de sa séquence aura pour
conséquence de la rendre non fonctionnelle. La synthése du transcrit délété de I'exon alternatif 6 n’est
retrouvée qu’a I'état embryonnaire car, si I'on se référe aux travaux effectués par Spenser et collegues,
son expression dans des cellules musculaires adultes s’avere aussi pathogene que 'absence de la protéine

(Spencer et al., 2002).

De maniére intéressante, j'ai constaté que certaines mutations n’avaient pas le méme effet sur
I'épissage en fonction du type cellulaire dans lequel je les testais. C'est le cas pour les mutations

retrouvées dans les exons 11, 13 et 16.

- Pourl’exon 11 : le test effectué dans les C2C12 montre que la mutation diminue I'efficacité du site
régulateur d’épissage ESE dans lequel elle se situe, et provoque un saut d’exon. Cependant,
lorsque celui-ci est réalisé dans des HEK293 aucun fragment délété de 'exon 11 n’est amplifié par

RT-PCR, indiquant que la mutation ne modifie pas I'épissage (figure 62).
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Figure 62 : Transfection des constructions pCAS2 comprenant les exons 11 sauvage et muté
A gauche transfection dans un modeéle cellulaire C2C12 ; a droite dans un modele HEK293.
L’astérisque rouge indique le transcrit obtenu apres saut d’exon. Le puit noté « + » correspond au transcrit obtenu apres transfection
du vecteur vide ; le puit « - » indique le contréle négatif de RT-PCR.
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Pour I’exon 13 : dans les cellules C2C12, le résultat du test minigene nous indique qu’en plus de
la bande correspondant au transcrit sauvage incluant I'exon 13, on trouve deux transcrits

anormaux.

La bande la plus basse correspond au saut de 'exon. Comme pour la mutation de 'exon 11, il
semble que celle-ci diminue I'efficacité d’un site ESE, ce qui va parfois empécher la reconnaissance
de I'exon par le spliceosome. Cet exon n’étant pas en phase (il fait 209pb), son absence provoque
un décalage du cadre de lecture et 'apparition d'un stop prématuré.

La bande de taille intermédiaire montre quant a elle une intégration partielle de I'exon 13 dans le

messager, on le retrouve délété des quatre-vingt-sept derniers nucléotides (figure 63).

Figure 63 : Transfection des constructions pCAS2 comprenant les exons 13 sauvage et muté

A gauche, transfection dans un modele cellulaire C2C12, a droite transfection dans un modéle HEK293.
Les points noirs indiquent les amplicons aspécifiques ; I'astérisque rouge le transcrit obtenu apreés saut d’exon. Le puit noté « + »
correspond au transcrit obtenu apres transfection du vecteur vide ; le puit « - » indique le contréle négatif de RT-PCR.
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Ce résultat indique qu’en plus d’avoir cassé un ESE, la mutation a augmenté la force d'un site
cryptique donneur d’épissage situé trente-six paires de bases apres la mutation. La bande
retrouvée au méme niveau dans la construction sauvage a été séquencée et correspond a un
amplicon aspécifique. De nouveaux tests sont en cours pour confirmer ces observations.

Ces deux bandes supplémentaires ne sont pas visibles lorsque la transfection est effectuée dans

les cellules HEK.



Résultats et discussions

- Pour l'exon 16: dans les cellules C2C12, le résultat du test minigene differe entre les exons
sauvage et muté : La mutation c.1913A>C semble étre responsable d’'un saut d’exon constant, il
n'y a plus de trace du transcrit incluant I'exon 16. Dans les HEK, le profil de séparation des
amplicons par électrophorése semble étre le méme pour le sauvage et le muté. Dans ces

conditions, la bande correspondant a I'inclusion de I'exon 16 est aussi absente chez le sauvage

(figure 64).
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Figure 64 : Transfection des constructions pCAS2 comprenant les exons 16 sauvage et mutés
A gauche, transfection dans un modele cellulaire C2C12, a droite transfection dans un modéle HEK293.
M+ : mutation contréle c.1872C>T ; m : mutation a tester c.1913A>C. Les points noirs indiquent les amplicons aspécifiques ;
l'astérisque vert indique le transcrit aberrant attendu, retrouvé chez les patients. Le puit noté « + » correspond au transcrit
obtenu apres transfection du vecteur vide ; le puit « mock » correspond au contréle cellulaire non transfecté, le puit « - »
indique le contréle négatif de RT-PCR.

3. Discussion

L’ensemble des observations faites suite aux tests réalisés sur les différentes mutations faux-sens
prouve que la moitié d’entre elles ont un effet sur I'épissage. Ainsi, je pense qu’il faut désormais prendre
en compte ce parametre de maniére systématique lorsque I'on recherche les mutations pathogénes pour
améliorer le diagnostic des calpainopathies et d’autres pathologies. En effet, le systeme étant assez facile
et rapide a mettre en ceuvre, il pourrait étre généralisé sans probleme pour I'étude d’autres mutations
dans d’autres maladies. Nous avons tout de méme pu constater sa limite lors de nos tests effectués sur
I'exon 19. Malgré une force de site donneur endogene extrémement faible, cet exon est constamment
intégré a tous les transcrits produits en conditions physiologiques normales. Dans notre systeme

rapporteur d’épissage artificiel, nous n’avons pas apporté les éléments qui permettent sa reconnaissance

par le spliceosome.

Mes différentes analyses ont prouvé que le type cellulaire dans lequel elles sont réalisées peut
modifier les résultats obtenus. Les facteurs de transcription différant d'un type cellulaire a 'autre, cela
peut expliquer les variations observées. Il est donc important, pour obtenir un résultat concordant avec
ce qui se produit en condition physiologique, d’effectuer les tests minigéne dans un modéle cellulaire le

plus proche possible de celui dans lequel la protéine s’exprime naturellement.
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Je constate cependant que lorsque le mécanisme d’épissage est modifié par effet de la mutation
dans les cellules HEK, il est toujours retrouvé dans les C2C12. Il est donc préférable de conserver un type
cellulaire identique, d’origine non humaine, plutét que des cellules humaines provenant d'un tissu

différent.

La suite de mes travaux sur ce projet consiste a rechercher la présence de ces transcrits aberrants
chez des patients pour lesquels nous disposons de biopsies musculaires. En effet, il suffira alors
d’effectuer une extraction d’ARN total a partir des tissus musculaires et de réaliser des RT-PCR ciblant
les exons flanquant ceux porteurs des mutations d’intérét. Je souhaiterai également mettre en place le
méme type de tests sur une sélection de variants isosémantiques afin de déterminer s’ils sont
responsables de modifications d’épissage ou s’ils peuvent étre considérés comme de simples
polymorphismes. Comme pour les faux-sens, il faudra par la suite vérifier les résultats obtenus en
minigene sur des ARNs de patients extraits a partir de biopsies musculaires. Dans les deux cas, disposer
de tissus musculaires provenant des patients pourrait également permettre de réaliser des études a plus

grande échelle, par la mise en place de techniques de RNAseq.

Le méme genre d’étude a déja été menée sur des geénes tels que BRCA1, BRCA2, MLH1, MSHZ2 ou
encore DYSF dans notre équipe. Dans chacune, les auteurs montrent que de nombreuses mutation faux-
sens et synonymes jouent sur I'épissage. Il est donc fort probable que d’autres genes responsables
d’autres maladies génétiques soient le siege de modifications d’épissage similaires. Pour cette raison,
nous aimerions développer en routine le systéme pCAS2, afin d’étudier de maniere systématique I'impact

des mutations sur I’ARN et ainsi améliorer considérablement le diagnostic de nombreuses maladies.
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Résultats et discussions

[II. Mutations dans le gene STIM1, quelles conséquences
sur la protéine ?

1. Contexte de la recherche

En 2014, en collaboration avec une équipe de I'lGBMC de Strasbourg, mon équipe a montré que
des mutations dans le géne STIM1 étaient responsables de cas de myopathies a agrégats tubulaires.
L’étude a porté sur 3 familles de Strasbourg sévérement atteintes et une famille marseillaise
asymptomatique (Boehm et al., 2014). Cette derniére famille a été incluse dans l'étude suite a la
découverte fortuite, lors d’'un contréle médical, d'un taux de créatine kinase tres élevé chez le pére et
deux de ses fils. Ce constat a incité les médecins a réaliser des biopsies musculaires sur les patients. Les
prélévements ont révélé un phénotype musculaire caractéristique de myopathies a agrégats tubulaires
identique a celui observé chez les malades alsaciens. En histogenése, les agrégats tubulaires se
caractérisent par une accumulation de réticulum proliférant et par la présence d’inclusions de taille
variable, sous-sarcolemmiques et intermyofibrillaires. De nombreuses protéines intervenant dans la
recapture, le stockage et le relargage du calcium sont retrouvées emprisonnées dans ces aggrégats et

d’autres n’ont pas encore été identifiées (Chevessier et al., 2005).

Par la suite, un séquengage d’exome a été réalisé sur 'ensemble des patients de ces quatre
familles. L’analyse des résultats a permis de caractériser quatre mutations dominantes distinctes dans le

géne STIM1, chacune ségrégeant entre les différents membres atteints des familles.

Toutes les mutations sont situées dans la partie intraluminale de STIM1, au niveau des domaines

EFhand, domaines connus pour fixer le calcium (figure 65).

p.Asp84Gly
p.His72GIn p.His109Asn/Arg
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Figure 65 : Représentation schématique de la protéine STIM1 et des différentes
mutations étudiées
EF1, EF2 : EF-hand 1 et 2 ; SAM : Steril a-Motif ; TM : Transmenbrane Domain ; CC : coiled-coil
domain ; SP : serine- and proline-rich domain ; K : polylysine
Boehm etal,, 2014

Afin de comprendre pourquoi les individus de la famille marseillaise ne développaient aucun
symptome myopathique alors que ceux des autres familles étaient sévérement touchés, nous avons choisi

d’étudier la capacité des différentes protéines, mutantes et sauvages, a se dimériser et a fixer le calcium.
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2. Résultats

2.1. Production des plasmides

L’ensemble des mutations a tester étant localisées dans le domaine intraluminal de STIM1, j’ai
produit la séquence codante sauvage de cette région par RT-PCR, et I'ai ensuite clonée dans deux types
de vecteurs d’expression bactériens. A partir de ces vecteurs et par mutagénese dirigée, j'ai créé quatre

autres versions plasmidiques, chacune porteuse d’'une mutation d’intérét.

Les plasmides utilisés permettent de produire les protéines d’intérét associées a une étiquette
d’affinité (ou tag) auto-clivable qui sera utile lors de leur purification. Ce tag se situe a 'extrémité N ou
C-terminale de la protéine, en fonction du plasmide choisi, et est constitué de deux protéines distinctes :
une intéine et un domaine de liaison a la chitine (ou CBD pour Chitin Binding Domain). 1l sera utilisé lors
de la phase de purification par chromatographie d’affinité et sera finalement éliminé grace a la propriété

auto-clivante de I'intéine (figure 66).

pTXB1 pTYB21
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Figure 66 : Production et purification du domaine intraluminal de STIM1
La séquence codante du domaine intraluminal de STIM1 est insérée dans les vecteurs PTXB1 et pTYBZ21 et la protéine est synthétisée
dans des bactéries. Elle est ensuite purifiée par chromatographie d’affinité sur colonne de chitine puis éluée par séparation de son
tag intein-CBD, apres induction de I'auto-clivage de ce dernier.
https://www.neb.com/products/e6901-impact-kit
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Résultats et discussions

Le domaine intraluminal de STIM1 comprend, entre les acides aminés 1 et 22 un domaine de
signalisation nucléaire (NLS) putatif que j’ai choisi de ne pas intégrer dans mes constructions. Le domaine
transmembranaire ne commence quant a lui qu’a partir de 'acide aminé numéro 214. L’idéal aurait donc
été de synthétiser une séquence allant de I'acide aminé 23 a 213. Pour des raisons techniques, j'ai choisi

une séquence légérement plus courte.

Pour le plasmide pTXB1 produisant la protéine tagguée en C-ter (figure 66), j’ai amplifié la
séquence codante de STIM1 entre les nucléotides c.79 et c.636 afin que soient traduits les acides aminés
27 a212. Pour le plasmide pTYB21 la séquence choisie se situait entre les nucléotides c.67 et c.621 suivi
d’un triplet codant un codon stop, pour obtenir un peptide taggué du c6té N-terminal (figure 66) et

comprenant les acides aminés 23 a 207.

La présence du CBD sur la protéine pouvant empécher son bon repliement tridimensionnel, j'ai
fait le choix de réaliser mes constructions dans ces deux types de plasmides pour augmenter mes chances

d’obtenir des protéines dont la conformation 3D se rapproche un maximum de la naturelle.

2.2. Production bactérienne et purification des constructions protéiques

Une fois tous les plasmides construits, j’ai commencé par produire mes protéines a partir du
vecteur pTXB1 (CBD localisée en C-ter). La premiere étape a consisté a étudier leur expression dans les
bactéries. Un taux de production suffisamment satisfaisant a été atteint, pour chacune, a 37°C, 3 heures

apres induction a I'lPTG.

Pour les cing constructions, on retrouve une forme majeure a 50kDa, taille a laquelle nos
protéines sont attendues, mais également une forme mineure autour de 95kDa qui pourrait résulter de

leur dimérisation (figure 67).
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Figure 67 : Expression bactérienne des différentes constructions protéiques
Toutes les protéines sont retrouvées exprimées dans les bactéries induites a I'IPTG. Dans tous les cas, deux formes protéiques
distinctes sont présentes : l'une de 50kDa et I'autre d’environ 95kDa.
Les protéines des extraits bactériens totaux ont été séparées par SDS-PAGE 12% puis colorées au bleu de coomassie.
NI : bactéries Non induite a 'IPTG ; I : bactéries Induite a 'IPTG ; MT1 : Marqueur de Taille 1
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J'ai ensuite vérifié qu’elles étaient solubles dans les bactéries: on retrouve une partie des
protéines produites incluses dans le culot, refermant le matériel insoluble (corps d’inclusion) et les

membranes et une autre partie dans la fraction soluble (figure 68).
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Figure 68 : Une partie des protéines exprimées est retrouvée dans la fraction soluble des extraits bactériens
Les protéines de 95kDa sont retrouvées dans la fraction soluble des bactéries induites a I'IPTG alors que celles de 50kDa sont aussi
bien retrouvées dans les culots que dans les fractions solubles.

Les culots et fractions solubles issus des extraits bactériens ont été séparés par SDS-PAGE 12% puis colorés au bleu de coomassie.
NI : bactéries Non induite a I'IPTG ; I : bactéries Induite a 'IPTG ; P : culot (pellet) ; S : fraction soluble ; MT1 : Marqueur de Taille 1

Afin de m’assurer que les bandes observées par coloration de coomassie se rapportent bien a mes
protéines d’'intérét, j’ai effectué un Western blot (WB) avec un anticorps dirigé contre leur tag CBD. Ainsi,
j'ai obtenu la confirmation que les bandes observées correspondent bien a ma construction STIM1 (figure

69).

Figure 69 : Western blot dirigé contre le tag CBD des constructions STIM1
NI : bactéries Non induite a I'IPTG ; I : bactéries Induite a 'IPTG ; MT1 : Marqueur de Taille 1.
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Une fois cette étape achevée, j'ai produit toutes les constructions STIM1 en grande quantité et les
ai purifiées par chromatographie d’affinité. De cette facon, seules les protéines porteuses du tag CBD sont
restées fixées sur la colonne de chitine. Elles ont finalement été éluées aprés induction de 1'auto-clivage

de l'intéine.

Pour vérifier la qualité de la purification, les protéines sont séparées par électrophorése sur gel

polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) 12% puis colorées au bleu de coomassie (figure 70).

Figure 70 : Controéle de purification de STIM1 WT
Les protéines sont éluées de la colonne en plusieurs fractions, séparées par SDS-PAGE 12% et colorées au bleu de coomassie.
Deux bandes distinctes sont mises en évidence : une a 28kDa et une plus intense a 62kDa.

Comme pour les gels précédents, on retrouve deux bandes distinctes apres purification : une, un
peu plus basse que le marqueur de 28kDa et 'autre plus intense, située plus haut au niveau du marqueur
de 62kDa. La bande la plus petite pourrait correspondre a la construction STIM1 (21kDa attendue). De

méme, la bande supérieure pourrait correspondre au dimeére de protéines puisqu’elle est retrouvée a une

taille a peu pres égale au double du monomeére.

Afin de confirmer cette hypothese, j’ai effectué un WB avec un anticorps dirigé contre la séquence

N-terminale de STIM1 : Seule la bande a 28kDa a été reconnue par I'anticorps (figure 71).
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Figure 71 : Identification des constructions STIM1 par Western blot
La fixation de I'anticorps sur la protéine observée a 28kDa confirme qu'il s’agit bien des
constructions STIM1.
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L’absence de marquage de la bande la plus haute peut-étre due au masquage du site de fixation

de I'anticorps lors de la formation du complexe dimérique de STIM1.

Une fois les protéines purifiées, je les ai dialysées et concentrées dans le tampon qui sera utilisé
pour les futures manipulations de titration calorimétrique isotherme (ITC pour Isothermal Titration

Calorimetry).

2.3. Analyses par ITC de la fixation du calcium et de la capacité des

protéines STIM1 a se dimériser

Comme expliqué dans I'introduction de ce manuscrit, la protéine STIM1 change de conformation
en fonction du taux de calcium dans le réticulum sarcoplasmique. Quand la fibre musculaire est au repos,
la concentration calcique intraluminale est de I'ordre du millimolaire et des ions calcium sont fixés sur
les monomeres de STIM1. Lorsque la contraction survient, elle provoque une déplétion calcique dans le
réticulum ce qui va avoir pour conséquence de décrocher les ions fixés sur les molécules de STIM1 et

induire leur oligomérisation.

C’est dans le but de mesurer les interactions existantes entre le calcium et les constructions de
STIM1 ainsi que leur capacité a se dimériser entre elles que les tests d’'ITC ont été effectués. La titration
calorimétrique isotherme consiste a déterminer la capacité de liaisons entre biomolécules. Les mesures
sont calculées en fonction des changements de température provoqués par la formation de ces liaisons.
Le calcium est injecté progressivement dans la cellule contenant la construction de STIM1 étudiée, et le
systeme détecte 'absorption ou la libération de chaleur qui survient si des liaisons se forment ou se
rompent en présence de calcium. Les différences de températures mesurées permettent de calculer les
variations d’enthalpie induites par le systéme et informent sur les affinités de liaisons existantes entre le
ligand et son récepteur ou sur la dimérisation de la protéine. Dans le cadre de notre collaboration avec
I’équipe de Frangois Devred, ces expériences ont été réalisées dans son laboratoire par Philipp Tsvetkov

et Andrei Roman de la faculté de Pharmacie de Marseille.

Contrairement a ce qui a pu étre décrit dans la littérature (Stathopulos et al., 2006), I'expérience
que nous avons réalisée sur les constructions de STIM1 sauvage et mutée « H72Q », n’a pas permis de
mettre en évidence une quelconque interaction, que ce soit entre protéines, ou entre STIM1 et le calcium

(figure 72).
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Figure 72 : Quantification par ITC de I'oligomérisation de STIM1 WT et de sa capacité a fixer le calcium

Une solution de chlorure de calcium concentrée a 5mM est injectée dans un milieu contenant la protéine STIM1 WT concentrée a
40uM.
Aucune interaction entre protéines ni fixation de calcium n’est observée.

3. Discussion

Les travaux que j’ai menés sur STIM1 avaient pour but d’améliorer notre compréhension sur les
mécanismes mis en jeu au niveau de son domaine intraluminal. Ainsi, je souhaitais comprendre pourquoi
certaines mutations présentes dans les domaines EF-hand de STIM1 étaient responsables d'un

phénotype pathologique sévere alors que d’autres n'induisaient aucun symptdme.

165



Les premiers résultats que j'ai obtenus suite aux expériences d’'ITC n’ont pas permis de mettre en
évidence la capacité d’oligomérisation de STIM1 ni celle de fixation du calcium via ses domaines EF-hand,
que ce soit pour les constructions sauvages ou mutées. En effet, aucune modification d’enthalpie n’a été
mesurée au cours des différentes manipulations. Pour autant, on ne peut pas conclure qu’il n’y a pas de
liaison calcique ou de dimérisation moléculaires : le phénomene peut se produire mais de maniere trop
isolée pour étre détecté. Il est également possible qu'une contrainte stérique empéche le calcium de

reconnaitre son site de fixation ou que ce dernier soit déja occupé par d’autres ions.

Les recherches menées sur le sujet par 'équipe de Stathopulos et collégues, en utilisant des
systémes d’analyses différents de I'ITC, avaient permis de mettre en évidence ces deux interactions.

Plusieurs raisons peuvent expliquer ces différences de résultats.

Tout d’abord, les auteurs canadiens ont fait le choix de synthétiser une partie plus réduite du
domaine intraluminal de STIM1, leur séquence comportant trente et un acides aminés de moins du c6té
N-terminal et onze de moins en C-ter. Ainsi, ils ont réduit leur étude aux bornes des deux domaines EF-
hands et a celles du domaine SAM, s’affranchissant de ce fait, des éventuelles contraintes stériques
apportées par les autres acides aminés de la séquence intraluminale. Cela peut étre a l'origine d'un
repliement protéique différent de celui mis en place dans mes constructions et dans la cellule. Lorsque,
pour des raisons de faisabilité de I’étude, on choisit de produire ce genre de constructions chimériques,
il faut constamment garder a I'esprit que les conditions d’études sont trés loin de ressembler a celles
existant in vivo. Ainsi, c’est pour essayer de me rapprocher au maximum de ce qui survient dans la cellule
que j’ai choisi de produire la plus grande partie du domaine intraluminal. De cette maniere, j'espere
favoriser la mise en place de la conformation naturelle de la protéine, malgré I'absence du domaine

transmembranaire.

Ensuite, une autre différence majeure qui pourrait expliquer des résultats discordants, porte sur
la présence d’un tag histidine localisé du c6té N-terminal sur les protéines produites par les canadiens.
En effet, pour les mémes raisons qu’expliquées précédemment, le fait de conserver le tag utilisé lors des
étapes de purification, nous éloigne encore un peu plus du profil tridimensionnel adopté par la protéine
dans la cellule. De plus, les tag histidine sont connus pour leur capacité a chélater des cations tels que le
nickel, le fer ou le cobalt. La liaison du calcium observée dans I'étude peut en fait étre le résultat d’'une
interaction avec le tag histidine et non avec STIM1 lui-méme. ’avantage de la technique que nous avons
utilisé réside en partie dans la possibilité d’éliminer cette étiquette et de récupérer des protéines

composées uniquement d’acides aminés existant a I’état naturel dans sa séquence.
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Résultats et discussions

C’est pourquoi, pour ces raisons et parce que les expériences réalisées ne sont pas les mémes, on
peut difficilement comparer les deux études. La présence de I'étiquette histidine ainsi que la diminution
de la taille du domaine produit a pu favoriser le repliement de la protéine dans une conformation

différente de celle adoptée in vivo, et modifier ses capacités d’interaction avec le calcium.

D’autres recherches sont en court dans mon équipe pour analyser ces deux mémes parametres
mais en étudiant cette fois-ci les modifications d’interaction protéine-protéine et protéine-calcium par
électrophoreses sur gel polyacrylamide natif. Nous souhaitons réaliser ces manipulations en présence et
en absence de calcium afin de comparer les profils des mutants et du sauvage. Ainsi, nous allons observer
si les mutations faux-sens provoquent des changements stériques au niveau du repliement des protéines
ou au niveau de leur interaction entre elles. Nous pourrons également répondre a la question que nous
nous posons quant a l'effet provoqué par la substitution d’acide aminés chargés, positivement ou
négativement, par un autre acide aminé non chargé ou de charge opposée. La mise en paralléle des profils
de migration obtenus pour les différentes protéines, en présence ou en absence de calcium, permettra
d’estimer si le phénomene d’oligomérisation se produit et si les mutations peuvent en modifier les
parameétres. Elles pourraient provoquer un changement du nombre de monomeéres intégrés dans

'oligomere construit en absence de calcium.
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IV. Mise au point d'un outil thérapeutique par technique de
« Spliceosome Mediated RNA Trans-splicing » (SMaRT) dans le

cadre des dysferlinopathies

1. Contexte de la recherche

Nous avons vu dans l'introduction de ma these que les dysferlinopathies sont des dystrophies
musculaires caractérisées par une dégénérescence et une atrophie progressive des muscles

squelettiques. A ce jour, aucun traitement n'existe pour soigner les patients qui en souffrent.

La technique de « Spliceosome Mediated RNA Trans-splicing » (SMaRT) est d’ordinaire utilisée
dans le cadre des maladies monogéniques pour rétablir la fonction d’'une protéine mutée qui induira une
correction phénotypique. Pour ce faire, une molécule d’ARN simple brin est congue pour cibler
spécifiquement les ARNs pré-messagers mutés juste avant qu’ils ne soient épissés. Le but est d’induire
une réaction de trans-épissage entre le pré-messager endogene et le PTM (Pre-Trans-splicing Molecule)
pour créer un ARN chimérique non muté dans la cellule. La traduction de cet ARN permettra la synthése

de protéines chimeres capables des mémes fonctions que la protéine native.

La dysferline n’étant pas fonctionnelle chez les malades, la mise en place d’un tel procédé dans le
cadre des dysferlinopathies a tout son sens. De plus, une étude réalisée dans le cadre de la myopathie de
Duchenne de Boulogne a montré un sauvetage de la dystrophine aussi bien dans des cellules musculaires
de souris mdx que dans celles de patients (Lorain et al., 2013). Dans ces travaux, le PTM est délivré dans
les cellules a I'aide d’'un vecteur AAV dans lequel sont introduites différentes séquences exoniques du

géne DMD.

L’ARNm de la dysferline a une taille de 6,8kb pour 55 exons (plus ou moins quelques exons
alternatifs), ce qui rend impossible son encapsidation entiére dans un vecteur AAV (capacité maximale
d’encapsidation 4,7kb). Cependant, on sait d’apres les travaux de Lek et collaborateurs que, dans un
contexte physiologique normal, un mécanisme de réparation d'urgence est mis en place lorsqu'un
myotube subit des lésions membranaires. L.’entrée massive de calcium dans la cellule entraine I'activation
de calpaines qui vont aller cliver les dysferlines au niveau de leur exon alternatif « 40a » (Lek et al., 2013;
Redpath et al,, 2014). La mini-dysferlinec7,, partie C-terminale de la protéine tronquée, est recrutée sur
le site de la l1ésion pour initier le mécanisme de réparation membranaire. Mon projet a eu pour coeur de

cible cette sous-population protéique.
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Résultats et discussions

Dans un premier temps, j’ai souhaité apporter la séquence codante de la mini-dysferlinec7, via un
PTM pour qu’elle s’exprime dans des cellules dépourvues de dysferline et qu’elle atténue fortement la
dégénérescence musculaire. J'ai appuyé mon hypothese sur le cas d’'une patiente précédemment décrit
par mon équipe, porteuse d’'une large délétion dans le gene DYSF et atteinte d'une forme tres atténuée de
la maladie. Cette anomalie génique entraine la transcription d'un ARNm délété des exons 2 a 40 lui-méme
traduit en une mini-dysferline fonctionnelle dont la capacité a réparer les membranes est conservée. De
plus, aucun défaut histologique n’a été mis en évidence sur les biopsies musculaires de cette patiente
(Krahn et al,, 2010). A partir de ces données encourageantes, un premier essai de thérapie génique
consistant a délivrer la mini-dysferline exprimée par cette patiente a 'aide d’'un vecteur AAV, a été
effectué sur des souris. Les données obtenues sur ce modeéle in vivo ont montré '’expression de la protéine,

sa stabilité ainsi que sa capacité a réparer la membrane (Krahn et al,, 2010).

En 2012, une seconde étude destinée a évaluer 'efficacité thérapeutique de cette mini-dysferline
a été réalisée. A nouveau, les capacités réparatrices de la mini-protéine ont été retrouvées mais une
toxicité a été mise en évidence sur les coupes histologiques de tissus prélevés chez les animaux traités
(Lostal et al.,, 2012). Le caractére dystrophique observé était di a la surexpression de la mini-dysferline
dans les tissus traités. En effet, cette derniére étant sous la dépendance d’'un promoteur artificiel fort, il
peut étre responsable d'une surexpression protéique et donc de I'apparition de la toxicité. Ce constat a
été une des raisons pour laquelle j’ai choisi d’orienter mon étude vers le développement de la technique
de trans-splicing pour produire la mini-dysferlinec,. Ce systéme supprime le probleme de surexpression
puisque la synthése de 'ARNm qui code la protéine thérapeutique est sous la dépendance du promoteur
naturel du gene. Ainsi, la production de mini-dysferlinec7, ne se fera jamais a des taux supérieurs de ceux
retrouvés habituellement pour la dysferline sauvage et uniquement dans des cellules I'exprimant

naturellement.

Dans un second temps, je souhaite tester ma molécule PTM in vivo en I'injectant dans des muscles
de souris déficientes en dysferline. Pour cela, je dispose d'un modéle murin KI mis au point par mon

équipe et comportant un codon stop dans 'exon 32 de la dysferline.
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2. Stratégie envisagée et résultats

Avant de commencer le design de la molécule de trans-splicing, j’ai vérifié par RT-PCR que les

cellules musculaires de souris KI (Knock-in) exprimaient I’ARN pré-messager de la dysferline (figure 73).

Figure 73 : Le pré-ARNm est amplifié par RT-PCR chez les souris sauvages et KI

Une fois ce point validé, j’ai vérifié par PCR quantitative que son expression s’effectuait a des taux
similaires chez les souris KI et sauvages. J’ai ainsi pu constater que le pré-ARNm de dysferline est produit
en quantités assez importantes et de maniére équivalente dans les deux populations murines. Le

phénomeéne « d’aiguillage moléculaire » pourra donc se produire lorsque le PTM s’exprimera.

Ma stratégie a alors consisté a introduire, dans la premiere partie du PTM, une séquence
complémentaire de l'intron 4. En effet, 'exon 4 est en phase avec I’exon 40a ce qui permet de maintenir
le cadre de lecture et ainsi d’obtenir une mini-protéine chimeére fonctionnelle, constituée des exons 1 a 4
et 40a a 55. L’avantage d’'une telle méthode est de cibler tous les patients porteurs de mutations dans les
exons 5 a 55 soit plus de 95% des patients. L’idée de créer un PTM pour initier le mécanisme de trans-
splicing apres 'exon 2, également en phase avec le 40a, n’a pas été retenue et ce, malgré le fait que la
molécule aurait pu cibler une population plus importante de malades (ceux porteurs de mutations dans
les exons 3 et 4 en plus de ceux précédemment cités). En effet, j'ai considéré, au vu de la force trés élevée
du site accepteur d’épissage de I'exon 3 (98,14), que le spliceosome aurait certainement privilégié le

mécanisme de cis-splicing au détriment du trans-épissage.

A la suite du site de liaison sur l'intron 4, j’ai ajouté une séquence nucléotidique contenant un
point de branchement, un polypyrimidine tract et un site accepteur fort ayant déja montré leur efficacité
dans d’autres études de trans-splicing (Rodriguez-Martin et al., 2005; Tal-Goldberg et al., 2014). En aval,
j'ai ajouté la séquence codante murine de I'’exon 40a de DYSF suivie, en phase, de celle de la protéine GFP

(Green Fluorescente Protein).
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Résultats et discussions

Le tout a été cloné dans un vecteur AAV (appelé « AAV-PTM1 »), qui a été transfecté dans des
cellules musculaires murines de type C2C12 dans lesquelles j'avais préalablement contrdélé que le

transcrit sauvage de la dysferline s’exprimait (figure 74).

Ty
g
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Figure 74 : Amplification par RT-PCR des exons 4 a 6 de la
dysferline a partir d’un extrait d’ARNs total de C2C12

48h apres transfection, j’ai observé des cellules vertes au microscope a fluorescence, obtenant

ainsi la premiere preuve de principe que la technique pouvait fonctionner. Les protéines exprimant la

GFP sont celles dans lesquelles le mécanisme de trans-épissage s’est produit (figure 75).

Figure 75 : Confirmation de la survenue du phénomeéne de trans-splicing apres transfection de « '’AAV-
PTM1 » dans des cellules C2C12
A : Les cellules exprimant la GFP ont produit la protéine chimére aprés synthése de sa séquence codante par trans-splicing
B : Contréle de l'efficacité de transfection utilisant un vecteur contenant la séquence de la GFP
Observation des cellules C2C12 au microscope a fluorescence, grossissement x10, 48h apres transfection

Apreés cette premiere étape encourageante démontrant la faisabilité du mécanisme, j’ai décidé de
poursuivre mon travail en transfectant ma construction « AAV-PTM2 » dans les mémes cellules. Ce PTM2
différe du PTM1 a deux niveaux : tout d’abord, la séquence codant la dysferline a été prolongée de I'exon
40a al’exon 55, soit toute la séquence codante de la dysferline jusqu’a son codon stop, ensuite la séquence
codant GFP a été retirée. N'ayant plus de moyen de contréle visuel m’'indiquant la production de la
molécule dans les cellules, j’ai voulu mettre en évidence la présence du transcrit chimeére par RT-PCR.
Malgré le fait que j'ai réussi a obtenir des produits d’amplification par RT-PCR, je n’ai pas réussi a

séquencer la séquence correspondant au transcrit chimeére.
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3. Discussion

Les premiers résultats que j’ai obtenus au cours de mes travaux visant a créer une molécule de
dysferline, chimérique et thérapeutique, m’ont confirmés la faisabilité du mécanisme de trans-splicing et
le design correct de ma molécule PTM. En effet, jai observé des cellules transfectées avec le PTM1,
exprimer de la GFP en microscopie a fluorescence. Je n’ai cependant pas réussi a amplifier par RT-PCR, le

transcrit chimere produit par trans-splicing dans les cellules. Plusieurs raisons peuvent expliquer cela :

- Le taux d’ARN chimérique peut étre produit a un niveau trop faible dans les différentes cellules
pour étre détectés. Cependant, ce n’est pas une hypothése que je privilégie puisque méme lorsque
j'ai effectué mes transfections sur un plus grand nombre de cellules (1200000 cellules), je n’ai pas

obtenu de meilleurs résultats.

- Laforce du site accepteur que j’ai choisi d’intégrer dans mon PTM n’est pas suffisamment élevée
pour que le spliceosome se dirige plus fréquemment vers ma molécule plutot que vers I’ARN
endogeéne. A l'inverse, la force du site accepteur de I'exon 5 est encore trop importante pour que

le PTM soit plus souvent sélectionné.

- Le domaine de liaison sélectionné ne favorise pas assez la survenue du trans-épissage. En effet,
plusieurs publications ont démontré que le choix du site d’hybridation du PTM était d'une
importance cruciale pour l'efficacité du mécanisme (Berger et al., 2015; Koller et al, 2014;

Murauer et al., 2013; Puttaraju et al., 2001; Tockner et al., 2016).

Lors du design de la molécule, mon choix du site de liaison a 'ARN pré-messager s’était porté sur
le masquage du site accepteur de I'exon 5. En effet, je me suis basée sur des données diagnostics qui
montrent qu'une grande majorité des mutations introniques impactant le site accepteur d'un exon (en -
1, -2) sont responsables du saut de ce dernier. Néanmoins, il semblerait que cibler ce domaine ne soit pas
toujours synonyme de survenue fréquente de trans-épissage. C'est notamment ce qu'ont démontré
Berger et collaborateurs dans leur étude sur la rétinite pigmentaire : Selon la séquence cible choisie pour
hybrider le PTM, I'efficacité de synthese de la molécule trans-épissée peut varier d’'une valeur quasi nulle
a environ 25% (Berger etal,, 2015). De méme, une autre équipe travaillant sur I'épidermolyse bulleuse a
vu son efficacité de production de transcrits trans-épissés varier entre 8 et 60% selon le site de liaison
qu’ils utilisaient pour leur PTM (Murauer et al,, 2013). La conformation tridimensionnelle adoptée par
I’ARN messager lors de sa maturation semble jouer pour beaucoup sur l'efficacité de fixation du PTM sur
sa cible et sur le choix du spliceosome. L’utilisation d'un PTM porteur d'une délétion de cinquante bases
lui permettant de former une boucle dans sa séquence de liaison au pré-ARNm endogene, a d’ailleurs

démontré une bonne efficacité de synthése de transcrits chimeéres (Puttaraju et al., 2001).
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Résultats et discussions

En prenant en compte ces divers éléments, j’ai mis au point une nouvelle stratégie d’approche
consistant a tester de nouveaux sites de liaison intronique. Ils ciblent des régions introniques profondes
et 'une des constructions est dessinée de telle sorte que le site de liaison pourra former une boucle au
niveau de son site de liaison a I'’ARN. En paralléle, j’ai également décidé de tester des PTM dirigés contre
I'intron 7 pour vérifier si le phénomeéne de trans-épissage peut étre favoriser s’il est développé en amont

d’'un exon ayant un site accepteur faible. Ces travaux sont actuellement en cours au sein de mon équipe.

S’il s’avere que nous réussissons a produire les protéines chimeéres attendues, il faudra étre
vigilants quant a la possibilité de toxicité suscité par les transcrits obtenus par trans-splicing. En effet,
une étude menée dans I'équipe d’Isabelle Richard a Généthon, a démontré qu’il est possible de traduire
des molécules de dysferline a partir de transcrits trans-épissés, mais que ces derniers peuvent étre
responsables de la synthése d’'un nombre non négligeable de protéines aberrantes. En effet, I'étude a
montré qu'ils sont porteurs de cadres de lecture ouverts qui vont étre utilisés pour produire des
protéines anormales et potentiellement toxiques. Les auteurs ont également démontré que des sites
cryptiques consensus d’épissage étaient présents et utilisés dans la séquence du PTM qui ne doit
normalement pas étre transcrite. Ils les ont mis en évidence par RT-PCR. Ces transcrits trans-épissés de
taille différente, sont issus de la reconnaissance par le spliceosome d’'un site cryptique donneur

d’épissage situé dans le domaine de liaison a '’ARN du PTM (Monjaret et al.,, 2014).

L’ensemble de ces observations nous montre que lors de nos prochains travaux, si notre protéine
chimére est produite a des taux suffisamment important, nous devrons impérativement vérifier que nos
molécules PTM n’entrainent pas les mémes effets collatéraux indésirables. Dans tous les cas, je suis
convaincue que le fait de créer, par trans-splicing, une protéine porteuse du site de clivage permettant la
libération de la mini-dysferlinecy, apportera un bénéfice aux cellules traitées. Elles auront alors la
capacité d’exprimer une protéine existant naturellement chez tous les individus et dont les capacités

réparatrices au niveau de la membrane ont été démontré (Lek et al., 2013; Redpath et al., 2014).
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V. Confirmation du statut pathogene de mutations CAPN3

découvertes par séquencage haut débit

1. Contexte de la recherche

Grace a 'expérience que j’'ai acquise dans le domaine de I'épissage au cours de mes années de
doctorat, j’ai participé au projet de séquengage haut débit développé par mon équipe sur une cohorte de

patients souffrant de myopathies distales (Sevy et al,, 2015).

2. Résultats

L’étude a été mise en place dans le but d’évaluer 'efficacité d’'une technique de « séquencage ciblé
de nouvelle génération » (NGS ; Next Generation Sequencing) basée sur un panel de 298 génes ayant été
préalablement sélectionnés pour leur implication connue dans certaines maladies neuromusculaires
(genes répertoriés dans la gene table évoquée dans l'introduction). Le travail a porté sur un groupe de
dix-sept cas index, tous cliniquement diagnostiqués comme atteints de myopathie distale mais pour
lesquels les genes responsables n’avaient pas encore été identifiés malgré de précédentes explorations

génétiques par séquengage Sanger.

Le rendement diagnostic obtenu en fin d’analyse a été de 47%, soit huit patients génétiquement
diagnostiqués sur dix-sept. Une moyenne de 710 variants par patient a été détectée avec une couverture
moyenne de 95% a 10X et une profondeur d’analyse moyenne égale a 196X. Les résultats obtenus pour

le géne CAPN3 chez une malade ont particulierement attiré mon attention pour deux raisons :

- La premiére était liée au fait que le pourcentage de couverture obtenu pour les exons 7, 8 et 9
était deux fois moins important chez cette patiente que chez les autres (figure 76). Cela soutenait

sans difficulté I'hypothese d'une délétion de ces trois exons sur un des deux alleles de la patiente.

- La seconde portait sur I'identification d’'une mutation isosémantique dans 'exon 3 (c.477C>T ;
p.-Tyr159Tyr). Comme nous 'avons vu en détail dans I'introduction de ce manuscrit, les mutations
synonymes peuvent étre responsables, lorsqu’elles se produisent dans des séquences
régulatrices d’épissage, de la synthese de transcrits aberrants, codant pour des protéines non

fonctionnelles.
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RefSegName
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070

NM_000070

NM_000070

NM_000070

NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070
NM_000070

Résultats et discussions

Numero taille |patient patient patient patient |patient |patient patient patient patient patient patient patient patient patient patient patient patient
GeneSymbol EXON Exon |S1-1  S1-2 S1-3  S14 [S1-5 |S16 S1-7 S1-8 S1-9 S1-10 S22 S2-3 S2-4 525 S2-6 S27 S2-8 |min moy SD  3SD 2,55D 25D
CAPN3 1 300| 24598 224,22 258,06 2655 30608 273,85 28535 26361 330,90 337,53 359,73 301,22 3483 303,23 291,02 303,43 35792[ 205 282 431 0 0 0O
CAPN3 2 70| 24,83 2814 2963 2807 468 33,86 4084 37,1 6159 4344 4644 39,64 61,77 366 4333 4587 5547/ 1737 4057127 0 0 0O
CAPN3 3 119| 1839 2008 17,94 2353 20,66 2147 2637 2537 2794 2528 2024 12,24 1562 1547 976 1729 2042( 976 2097621 0 0 0O
CAPN3 4 134| 237,44 254,02 302,34 319,25 327,46 317,43 444,36 356,06 344,43 408,43 383,11 36525 457,93 43584 3611 41573 34874 237° 368 587 0 0 1
CAPN3 5 169| 167,46 206,28 230,28 235090 226,57 259,32 32641 278,34 3195 310,72 263,04 309,51 35873 278,53 260,13 28505 303,96/ 167 270" 43 0 0 1
CAPN3 6_144) 2206 21583 2497 240,57 203,32 243,07 28851 28472 30575 327,29 32524 262,32 36346 _ 2762 273,15 29595 30352( 197” 276"408 0 0 0
CAPN3 7 84| 23398 20938 24351 202.27| 130,17] 257,38 331 2743 32744 34033 26377 23482 29748 2652 25635 291,64 29544| 130 258 46 0 1 1
CAPN3 8 86| 2947 287,49 3212 279,38| 197,84| 359,44 34692 364,16 427,16 40615 4452 338,01 478,27 393,38 384,49 44952 39535 198" 349 661 O 0 1
CAPN3 9 78| 35879 35571 437,82 394,08| 185,47| 441,32° 48826  407,9 47117 4705 399,13 390,35 464,99 403,88 386,03 40673 396,15 185" 400”561 1 1’ 1
CAPN3 10 161| 86,81 84,78 111,77 112,06 110,05 14584 14744 16199 170,13 147,82 138,85 129,16 159,67 120,48 123,79 145 109,71| 82,9 128 237 0 0 0
CAPN3 11 170| 61,91 69,45 8426 6524 86,1 92,36 106,64 103,34 12578 127,62 123,21 10699 12845 122,91 109,73 11877 13228 619 985 21,8 0 0 0O
CAPN3 12 12| 363,67 387,75 403 436 552,33 541,75 64533 57492 656,25 604,08 659,08 531,42 658,83 591,5 520,92 603,58 66042 3647 5307 92 0 0 0O
CAPN3 13 209| 305,46 321,41 329,87 328,61 398,78 400,76 46396 471,01 486,91 446,62 457,76 387,74 521,53 472,93 421,86 471,51 467,1[ 305~ 4217580 0 0 0O
CAPN3 14 37| 468,43 487,11 529,49 494,46 659,86 532,51 588,73 537,81 699,73 669 753,19 673,16 869,43 740,03 691,03 731,22 75689 405° 630 134 0 0 0O
CAPN3 15 18] 121,39 162,94 171,44 232,17 20822 257,89 314,67 282,11 304,28 27494 17622 114,83 300,22 206,11 138,67 222,44 171,17[ 115 2157528 0 0 0O
CAPN3 16 114| 315,68 321,73 363,74 328,35 448,05 381,32 41446 410,39 588,61 452,83 608,88 458,43 576,87 36511 323,30 464,18 447,89 216 388" 107 0 0 0O
CAPN3 17 78| 229,13 25504 273,21 280,65 340,53 301,55 33394 34333 399,17 363,81 381,83 330,68 401,60 334,33 369,1 32565 34435 220”7 3337494 0 0 1
CAPN3 18 58| 1794 157,02 192,33 217,01 232,31 246,36 25524 22638 29516 287,33 300,28 243,62 26595 266,76 267,74 284,72 284,62[ 157 2497437 0 0 1
CAPN3 19 65| 11512 02,43 121,18 133 19272 184,48 16428 16520 2134 230,77 131,86 139,54 18592 143,88 18458 127,05 13538[ 924 1507308 0 0 O
CAPN3 20 69| 185,65 187,52 218,62 22567 234,45 258,67 30338 260 310,8 272,74 297,32 268,43 363,65 272,58 263,87 279,26 290,94[ 186 2647427 0 0 O
CAPN3 21 79| 416,71 397,54 413,66 416,40 454,52 466,49 637,94 52542 559,41 509,75 510,03 5261 600,85 61561 545,66 548,43 55391 396~ 5157703 0 0 0O
CAPN3 22 117| 267,63 263,86 264,01 283,16 317,62 342,4 351,49 3253 413,17 433,71 4732 3479 413,47 391,43 368,16 4162 38392( 190 350 673 0 0 1
CAPN3 23 59| 494,03 45395 525,95 513,03 50075 514,81 672,83 547,49 82149 70532 689,17 624,07 7638 78095 807,01 74517 67229 454° 6237 111 0 0 0O
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Figure 76 : Identification de la délétion des exons 7, 8 et 9 chez le patient S1-5
La profondeur de lecture est plus faible de moitié dans la zone délétée, encadrée en rouge

Ayant a disposition un échantillon de biopsie musculaire effectuée chez cette patiente, j'ai donc

décidé de confirmer la présence de la délétion allélique et de vérifier si la mutation isosémantique

impactait 'épissage du géne.

Les résultats obtenus aprés RT-PCR sur les ARNs extraits de la biopsie musculaire, ont confirmé

la présence de la délétion et le caractere pathogéne de la mutation isosémantique. Cette derniére

provoque la rupture d’un site régulateur d’épissage de type « Exonic Splicing Enhancer (ESE) », ce qui

entraine le saut de 'exon 3, un décalage du cadre de lecture et I'apparition d’'un codon stop prématuré,

quatorze acides aminés plus loin (figure 77).
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Figure 77 : Caractérisation du saut de I'exon 3 et de la délétion génomique des exons 7, 8 et 9 du géne CAPN3
chez une patiente de la cohorte

Les résultats sont obtenus par RT-PCR effectuées sur des ARNs totaux extraits de biopsie musculaire.
Sevy etal, 2015

En ce qui concerne la délétion des exons 7 a 9 mise en évidence, je me suis attelée a chercher a

quel niveau de la séquence génomique la délétion s’était produite. J’ai ainsi pu mettre en évidence qu’elle

était due a un remaniement qui s’était produit entre deux séquences « alu » respectivement comprises

dans l'intron 6, 932pb en aval de la fin de I'exon 6, et dans I'intron 9, 428pb en amont du début de I'exon

10.
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3. Discussion

Les résultats obtenus au cours de cette étude nous montrent bien que les analyses par séquencage
haut-débit contribuent a améliorer grandement le diagnostic génétique. Elles permettent d’identifier,
dans certaines conditions, des anomalies génomiques touchant plusieurs exons, indétectables par
séquencage Sanger classique. Dans d’autres cas, nous 'avons montré, elles servent a détecter des
mutations dans des genes qui n’ont pas été investigués en premiere intention par séquengage Sanger, car
le patient présente un phénotype clinique atypique. C’est notamment le cas dans notre étude pour la
patiente atteinte d'une myopathie distale et ayant un statut hétérozygote composite pour le géne CAPN3.
En effet, chez une trés large majorité de malades souffrant de calpainopathie, les atteintes sont retrouvées

au niveau des muscles des ceintures.

Cependant, identifier une mutation n’est pas l'aboutissement pour établir le diagnostic
moléculaire, il faut pouvoir étre stir de son caractére pathogene si elle n’est pas répertoriée. C’est ce que
nous avons réussi a faire dans ce cas précis. Ces travaux confirment donc qu’il est absolument nécessaire

d’effectuer des tests fonctionnels.
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LETTER

Improving molecular
diagnosis of distal myopathies
by targeted next-generation
sequencing

INTRODUCTION

Distal myopathies are a heterogeneous
group of muscle diseases sharing the clin-
ical pattern of predominant weakness in
the feet and/or hands. The classical
approach for molecular diagnosis is based
on targeted gene-by-gene analysis guided by
currently existing combinatorial algorithms.”
Many patients remain undiagnosed. Within
the last 5 years, next-generation sequencing
(NGS) has emerged as a successful and rapid
approach to simultaneously analyse multiple
genes in neuromuscular disorders.” Our
objective was to evaluate the efficiency of a
targeted NGS approach using a panel of
neuromuscular genes on patients with distal
myopathies. We first tested its validity in a
control group of six index cases (IC) with
known molecular diagnosis. Then, we pro-
spectively evaluated this approach by testing
a group of 17 IC without molecular
diagnosis.

SUBJECTS AND METHODS

Patients

We prospectively included 54 patients
(37 IC and 17 relatives) with a diagnosis
of distal myopathy, followed at the
Neuromuscular Diseases and ALS Reference
Centre of La Timone Hospital, Marseille,
France, between 1989 and 2014. Among
these 37 IC previously explored by Sanger
sequencing, 20 IC had an identified molecu-
lar diagnosis: six IC constituted the control
group. The remaining 17 undiagnosed IC
constituted the test group. A targeted-NGS
approach was used to search mutations in
298 neuromuscular genes in both groups.
Samples analysed in this study have been
prepared and stored by the Center of
Biological ~Resources, Department of
Medical Genetics, La Timone Hospital,
Marseille, and used following the ethical
recommendations of our institution and
according to the Declaration of Helsinki. All
included patients gave their written consent
prior to the genetic study, in accordance
with French law recommendations.

Targeted massively parallel sequencing
of patient samples

We selected 298 genes implicated in neuro-
muscular diseases and cardiomyopathies
listed in the Gene Table of Neuromuscular

Disorders (see online supplementary data
1).> For details on sequencing protocols,
bioinformatic analysis and assessment of
variant pathogenicity, see online supple-
mentary data 2.

Multidisciplinary analysis for the
determination of variant pathogenicity
Experts in neuromuscular diseases, includ-
ing neurologists, pathologists, medical
geneticists, biomedical researchers and
bioinformaticians, reviewed all variants
obtained through this initial selection
process in the light of the clinical, muscle
imaging and histopathological findings of
each patient. Four groups of patients were
established, based on degree of certainty
of their molecular diagnosis. The group
with ‘definite diagnosis’ included patients
carrying either not previously published
variants with pathogenicity confirmed by
functional tests, or patients carrying previ-
ously published pathogenic mutations and
presenting with a clinical phenotype con-
sistent with the corresponding mutation.
The group with ‘probable diagnosis’
included patients carrying a novel variant
with a Universal Mutation Database
(UMD)-predictor score >65% and having
a clinical phenotype consistent with previ-
ously reported diseases caused by muta-
tions in a given gene. The group with
‘possible diagnosis’ was defined as above,
except that the clinical presentation was
atypical. For the ‘no established diagnosis’
group, no variant compatible with the
patient’s phenotype was found. Four var-
iants were subsequently confirmed by
Sanger sequencing (CAPN3 and DYSF).

RESULTS

We identified all eight previously known
disease-causing mutations in the control
group. In the test group, mean sequence
coverage was 95% at 10X and mean
sequencing depth was 196X. On average,
710 variants were detected per patient.
For each patient, potential disease-causing
variants identified are listed with their
predicted pathogenicity in table 1.

We obtained a molecular diagnosis yield
of 47% (8/17 1C): definite diagnosis was
obtained for two IC. Two novel variants
in CAPN3 disrupting the reading frame
were found for P1, assessed by functional
studies (available on online supplementary
data 3). For P2, we found a previously
reported mutation in TTN segregating
with hereditary myopathy with early
respiratory failure (HMERF).* Probable
diagnosis was obtained for six IC. We
retained novel variants in DYSF for sib-
lings P3 and P4. For PS5, the novel TTN
variant was found at the same amino acid

position as a recently reported TTN muta-
tion segregating with HMERE* P6 had a
variant in the previously known dominant
distal hereditary motor neuropathy AARS
gene. For P7, P8 and P9, variants were
respectively located in KLHL9, KBTBD13
and CAV3.

Possible diagnosis was obtained for
three IC (mutations in TTN), whereas six
IC remained without molecular diagnosis.

DISCUSSION

In our test group with an initial negative
result of targeted single-gene analyses, we
found a final diagnostic yield of 47%
underlying the efficiency of this diagnostic
approach in a cohort previously explored.
A combination of Sanger sequencing and
NGS techniques for the entire cohort of
distal myopathies allowed us to reach
76% vyield of molecular diagnosis.

Reasons for undiagnosed cases are dis-
cussed. Since we included previously
molecularly explored patients, they had a
higher probability of carrying mutations
in yet undiscovered disease-causing genes,
thus being absent from our panel.
Technical issues could also underlie lack
of diagnosis in certain patients: mutations
could be missed if they were located in
regions with suboptimal coverage of tar-
geted sequences or in intergenic regions.

Using NGS permitted the sequencing of
large-sized genes such as TTN, which is
not routinely performed, allowing the
identification of variants in five IC.
Assessment of pathogenicity of TTN var-
iants needs, nevertheless, further confirm-
ation, even though functional analysis of
TTN mutations is extremely difficult due
to the exceptionally large size and high
variability of this protein.’ Further segre-
gation studies could help to confirm these
variants’ pathogenicity.

For four cases in our study, the impli-
cated disease-causing gene was not
sequenced during the initial targeted
gene-by-gene analysis due to atypical phe-
notypes. It is only thanks to simultaneous
analysis of a large number of candidate
genes that we were able to identify likely
pathogenic variants in CAPN3, CAV3,
KBTBD13 and KLHL9. Mutations in these
two first genes mainly present as a limb-
girdle muscular dystrophy phenotype
even though distal weakness has been
rarely reported for both. For the last two
genes recently described, future identifica-
tion of novel pathogenic variants and
proofs of variable penetrance could
extend their related phenotype spectrum.

Another advantage of the NGS
approach is its ability to directly explore
genes implicated in other neuromuscular
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Table 1 Analyses of pathogenicity for each identified variant in patients with definite, probable and possible diagnoses
HSF splicing Depth/  EVS
Patient Gender Variant UMD-predictor SIFT PolyPhen 2 prediction Fq 1000G Sanger score
Patients with definite diagnosis (2 IC)
P1 F CAPN3 (NM_000070)c.477C>T Polymorphism Tolerated  Benign Probable* NA Sanger —
(p-Tyr159Tyn)*
CAPN3 (NM_000070)Deletion exons - - - - NA Sanger -
7-8-9*
P2 M TTN (NM_133378) ¢.87430T>C Pathogenic 100% Damaging  Probably Uncertain NA 168/ -
(p-Cys29144Arg) damaging 380
Patients with probable diagnosis (6 1C)
P3 F DYSF (NM_003494)c.1168G>A Probably pathogenic ~ Damaging  Probably Possible NA Sanger -
(p.Asp390Asn) 72% damaging
DYSF (NM_003494)c.5302C>T Pathogenic Damaging  Probably Possible NA Sanger —
(p-Arg1768Trp) damaging
P4 M DYSF (NM_003494)c.1168G>A Probably pathogenic ~ Damaging  Probably Possible NA Sanger -
(p-Asp390Asn) 72% damaging
DYSF (NM_003494) ¢.5302C>T Pathogenic Damaging  Probably Possible NA Sanger -
(p-Arg1768Trp) damaging
P5 F TTN (NM_133378)c.87667G>C Pathogenic 99% Damaging  Probably Not affected ~ NA 43/88 -
(p-Gly29223Arg) damaging
P6 F AARS (NM_001605) c.1019A>G Probably pathogenic ~ Tolerated  Benign Uncertain NA 76/157 -
(p-Asn340Ser) 69%
P7 F KLHL9 (NM_018847)c.953G>A Pathogenic 84% Tolerated  Benign Not affected NA 23/39 -
(p-Arg318GIn)
P8 M KBTBD13 (NM_001101362) c.89G>A Probably pathogenic ~ Tolerated ~ Benign Uncertain 0.0037 78/188  0.0056
(p.Gly30Asp) 72%
P9 M CAV3 (NM_001234) c.216C>G Pathogenic 88% Tolerated  Possibly Uncertain 0.003 270/ 0.00277
(p-Cys72Trp) damaging 536
Patients with possible diagnosis (3 1C)
P10 F TTN (NM_133378) ¢.58823C>T Pathogenic 93% Damaging  Benign Not affected ~ NA 116/ =
(p.Ser19608Phe) 247
P11 M TTN (NM_133378) c.17060A>G Pathogenic 78% Damaging  Probably Possible NA 84/203  0.000822
(p-N5687Ser) damaging
P12 F TTN (NM_133379) c.13432_13433insA NA NP NP NP NA 36/63 =
(p-Thrd478fs)

HSF splicing prediction:

» Probable: strong splicing effect due to broken DS (donor site) or AS (acceptor site) and/or new DS/AS creation and/or strong possibility of broken ESE (Exonic Splicing Enhancer) site
» Possible: medium splicing effect predicted due to new DS/AS and/or medium possibility of broken ESE site
» Uncertain: mild splicing effect due to new DS/AS and/or low possibility of broken ESE site

» Not affected: weak or no splicing effect predicted
*Confirmed by RT-PCR from patient biopsy.

EVS, Exome Variant Server; Fq, frequency; HSF, human splicing finder; IC, index cases; NA, not available; NP, not performed; RT, retrotranscription; SIFT, scale-invariant feature

transform; UMD, Universal Mutation Database.

diseases such as hereditary motor neuro-
pathies, which are considered the main
differential diagnoses of distal myopathies.
For Pé6, diagnosis was initially misleading
due to mixed findings on needle electro-
myography and histological findings sug-
gestive of a myopathic process. A probable
causative variant in the AARS gene respon-
sible for distal motor neuropathy was
found, enabling correction of the
diagnosis.

Targeted NGS generates a large number
of sequence variants for each analysed
sample, which is time-consuming to valid-
ate. The constant interplay of various
levels of clinical, genomic and bioinfor-
matics expertise was crucial to identify
true causative mutations among the large
amount of genomic data. Further studies
of variants’ segregations in the families of
IC are ongoing to confirm the pathogen-
icity of the variants.

CONCLUSION

Our results demonstrate the efficiency of
next generation sequencing of candidate
genes in diagnosing distal myopathies. Our
diagnostic yield in a cohort previously
explored by Sanger sequencing was 47%.
For the majority of these patients, the diag-
nosis was only possible through a multidis-
ciplinary team effort. This approach
empbhasises the value of NGS to diagnose
atypical phenotypes of distal myopathies.
Optimisation of variant calling parameters
and predicted pathogenicity filters will
further improve this approach and will
undoubtedly lead to an even more efficient
diagnostic yield.
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Résultats et discussions

VI. Récupération de la capacité de réparation membranaire

portée par la dysferline apres saut de 'exon 32

Une nouvelle fois mais dans un contexte différent, j’ai pu apporter mon expertise dans le domaine
de la transcription génique dans le cadre de travaux de recherche effectués en parallele. L’étude mise en
place par mon équipe était destinée a démontrer que les capacités réparatrices de membrane portées par
la dysferline, pouvaient étre restaurer par saut d’exon, chez des patients atteints de dysferlinopathies et

porteurs de mutations dans 'exon 32.

1. Contexte de la recherche

Notre travail a été initié suite la mise en évidence du maintien des capacité réparatrices d’'une
dysferline délétée de 'exon 32 chez une personne ne présentant aucun signe de dysferlinopathie. La
synthése de cette « quasi-dysferline » est due a une mutation dans le point de branchement de I'exon 32
(c.3443-33A>G) qui modifie I'épissage et entraine le saut de I'’exon. Nous avons donc considéré I'absence
totale de symptome dystrophique chez cet individu comme une preuve de principe « naturel » du
maintien de la fonctionnalité de la protéine. Et, partant de ce postulat, nous avons voulu explorer la
possibilité de réverter la perte de fonction protéique observée chez des patients porteurs de mutations
dans I'exon 32 en développant une stratégie de saut d’exon thérapeutique sur ce dernier (Barthélémy et

al, 2015).

Sur le méme principe que celui expliqué dans le paragraphe de l'introduction concernant le saut
d’exon, notre idée a été de venir masquer, avec des oligonucléotides antisens (AON), les sites consensus
d’épissage de I’exon 32 afin d’en provoquer le saut. Cela permettra alors la synthése du transcrit produit
suite au rattachement de I'exon 31 avec I'exon 33, et la traduction de la quasi-dysferline. De cette maniére,
nous avons fait I'hypothese que cette nouvelle molécule, stable et fonctionnelle, apportera un bénéfice

thérapeutique aux cellules qui I'exprimeront et entrainera un ralentissement de I'évolution de la maladie.
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2. Résultats

Apres étude de la séquence ADN de DYSF autour de I’'exon 32, nous avons dessiné deux AONs
ciblant chacun une partie différente de la séquence. Le premier, 'AON B a pour réle de venir masquer un
site ESE situé au début de I'exon 32 et le second, 'AON D est, lui, dirigé contre le site donneur d’épissage
de ce méme exon. Afin de vérifier séparément l'efficacité de 'AON B, je I'ai transfecté dans les cellules
d’un patient puis j'ai effectué une RT-PCR sur un extrait d’ARNs total, ce qui m’a permis de mettre en

évidence le saut de I'exon 32 (figure 78).
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Figure 78 : Induction du saut de I'exon 32 de dysferline a I'aide d’oligonucléotides
antisens (AON B) dans des cellules de patients.

Par la suite, nous avons également caractérisé la production de quasi-dysferline par Western blot
dans des cellules de patients. Pour s’assurer que les capacités réparatrices de la protéine étaient bien
présentes, un test de lIésion membranaire avec un laser bi-photon a été effectué. De cette maniére, nous
avons non seulement pu caractériser la production de quasi-dysferline mais également montré qu’elle
était efficace pour réparer les lésions provoquées par le laser au niveau de la membrane des cellules

déficientes en dysferline.

3. Discussion

Dans cette étude, nous avons prouvé que l'utilisation d’oligonucléotides antisens dirigés contre
des sites consensus ou régulateurs d’épissage de I'exon 32 de la dysferline entraine le saut de cet exon.
Les transcrits raccourcis ainsi produits, sont suffisamment stables pour étre traduits en une quasi-
dysferline délétée des vingt-six premiers résidus du domaine C2D. On note cependant un écart important
entre le niveau élevé de transcrits délétés synthétisés, et la quantité relativement faible de protéines
exprimées. Néanmoins, ce taux réduit de quasi-dysferline est suffisant pour qu'un mécanisme de

réparation membranaire efficace soit mis en place dans les cellules de patients traitées.

Ainsi, nous avons pu caractériser que 'utilisation d’AONs dans le cadre des dysferlinopathies est
une technique qui peut étre envisagée pour ralentir efficacement I'évolution de la maladie chez les

patients porteurs de mutations dans I'exon 32 du gene codant la dysferline.
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Abstract. Dysferlinopathies are a family of disabling muscular dystrophies with LGMD2B and Miyoshi myopathy as the
main phenotypes. They are associated with molecular defects in DYSF, which encodes dysferlin, a key player in sarcolemmal
homeostasis. Previous investigations have suggested that exon skipping may be a promising therapy for a subset of patients with
dysferlinopathies. Such an approach aims to rescue functional proteins when targeting modular proteins and specific tissues.

We sought to evaluate the dysferlin functional recovery following exon 32 skipping in the cells of affected patients. Exon
skipping efficacy was characterized at several levels by use of in vitro myotube formation assays and quantitative membrane
repair and recovery tests. Data obtained from these assessments confirmed that dysferlin function is rescued by quasi-dysferlin
expression in treated patient cells, supporting the case for a therapeutic antisense-based trial in a subset of dysferlin-deficient
patients.
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INTRODUCTION

Mutations in DYSF (MIM# 603009, 2p13, GenBank
NM_003494.2) [1, 2], the gene encoding dysferlin,
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cause a variety of muscular dystrophies collectively
referred to as dysferlinopathies, the most significant of
which are LGMD2B (LGMD2B; MIM# 253601) and
Miyoshi Myopathy (MM; MIM# 254130) [1, 2].

At the onset of disease, usually in the second decade
of life, proximal muscles in LGMD2B and distal mus-
cles in MM are the principal muscle groups to be
affected. In the early stages of disease, serum lev-
els of creatine kinase are elevated and the histology
appears clearly dystrophic with numerous inflamma-
tory foci. In both phenotypes, most patients present
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with generalized muscle weakness after several years
of disease progression, though in some cases, the early
presentation is a proximo-distal muscle weakness [3].
Nevertheless, scapular winging is uncommon, and car-
diac and respiratory complications do not typically
develop amid the typical progression of these dysfer-
linopathies.

Dysferlin interacts with different muscle proteins
involved in at least two pathways: membrane repair
and myoblast/myotube membrane fusion. The process
of membrane repair is now better understood since
many actors have been identified at each of the
different stages in the process. Among these partici-
pating factors, we have found specific types of lipids,
sarcolemmal proteins like dysferlin as well as MG53
and annexins, and also muscle ubiquitous protein like
calpain 3 [4—12]. The myoblast/myotube fusion, a key
process for muscle formation during development and
regeneration, is also poorly described but it appears
to be associated with a substantial cytoskeletal
rearrangement following the recruitment of a large
protein network including dysferlin [10, 13-15].
The abnormalities observed in patients carrying
function-modifying mutations in DYSF demonstrate
the crucial role of dysferlin for muscle physiology and
functionality.

As for some muscular dystrophies, several ther-
apeutic strategies are currently being evaluated for
dysferlinopathies, including gene therapy approaches
[6, 16—19]. Based on the promising results of clinical
trials for Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) using
Antisense Oligonucleotide (AON) approaches for exon
51 skipping of the dystrophin pre-mRNA [20-23]
(Sarepta therapeutics and BioMarin, Inc., unpublished
data), we recently evaluated the feasibility of a sim-
ilar strategy for application in dysferlinopathies. In
contrast to DMD where exon skipping strategies are
intended to restore the reading frame (for patients pre-
senting out-of-frame deletions), in dysferlinopathies
the aim is to bypass the mutation in exon 32 with-
out altering the reading frame and function. A prior
report had described a mildly affected patient with
a mutation causing in-frame skipping of exon 32 at
one allele (caused by a lariat branch point mutation)
together with a null-allele [24]. We considered these
data to constitute a “natural” proof of principle than
an exon 32-skipping approach could be therapeutic
in dysferlinopathies. In a previous study, we were
able to demonstrate its efficient skipping in patient
cells carrying mutations in this specific exon, and
thus demonstrated the feasibility of exon skipping tar-
geting DYSF [25]. In the present work, we sought to

characterize the functional recovery following exon 32
skipping in patient cells with the aim of translating our
results to future clinical applications. The efficiency
of the exon skipping was assessed by immunoblot-
ting and immunochemistry. In addition, based on the
role of dysferlin in myotubes, several functional tests
were developed to quantify functional recovery. Our
results demonstrate for the first time the rescue of dys-
ferlin functions by a quasi-dysferlin generated by exon
skipping in patient cells.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

The relevant sample was provided, anonymously,
by Myobank (Myology Institute) affiliated at Euro-
BioBank (www.eurobiobank.org). This affiliation
certifies that the biopsy was obtained in accordance
with the ethical standards laid down in the Declara-
tion of Helsinki and the directive 2004/23/EC of the
European Parliament.

Patients

Patient biopsies were obtained from a patient
affected with Miyoshi myopathy: Patient 1 NM._
0003494.3: ¢.[3477C>A]+[5979dupAl]; p.[Tyr1159%]
(stop codon in exon 32)+[Alal993_Glu1994insArg;
Ser1995*] (stop codon in exon 53); and a patient
affected with LGMD2B: Patient 2: NM._
0003498.3: c.[342+1G>A] (intron 4, splicing defect)
+[3516.3517delTT]; p.[Ser1173*] (stop codon in
exon 32). Mutational data are described using the
nomenclature of the Human Genome Variation
Society (www.hgvs.org/mutnomen).

Cell cultures

Myoblasts were expanded in Skeletal Muscle
Cell Growth Medium (Promocell) adjusted at 20%
FBS final, supplemented with 100 wg/ml of gen-
tamycin (Sigma-Aldrich). At confluence, the medium
was changed for a differentiation medium based
on the Skeletal Muscle Cell Differentiation medium
(Promocell) and supplemented with 100 pg/ml of gen-
tamicin, 10 pg/ml of doxycycline (Sigma-Aldrich) and
100 pg/ml of apotransferrin (Sigma-Aldrich). When
needed, cells have been differentiated into myotubes,
maintained in cell culture supports coated using
collagen I (BD Biosciences).
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Identification of target sequences for dysferlin
exon 32 skipping

Bioinformatics analyses, to find targetable
sequences within exon 32 of the DYSF gene and its
surrounding intronic sequences, were realized using
www.umd.be/HSF/ and http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/
tools/ESE3/esefinder.cgi?processShome [25-27].

AONs and transfection

The antisense oligonucleotides (AONs) used are as
follows: AON B 5'-GCGUAGAUGGUAGCGGUUC
CC-3’; AON D 5-ACCUACCAGAAAAAGAGUCC
UU-3’. AON were synthesized by Eurogentec and
contain 2’-O-methyl RNA and full-length phospho-
rothioate backbones (Figure S1-A). Myoblast cultures
were transfected using oligofectamine (Life Technolo-
gies) according to the manufacturer’s instructions.
Each AON was transfected one, two or three times at
800 nM every two days starting at day O of differen-
tiation. Mock experiments were performed using the
transfection reagent (oligofectamine) without AON.
Control conditions were tested using a non-specific
AON: 5'- GGAUCCCGCUCAGGAGUGCUG-3'. All
experiments were conducted 48 hours after last trans-
fection (day 6 of differentiation).

RNA extraction

RNAs were extracted from cultured cells using
PureLink™ RNA Mini Kit (Life technologies) and
RNA was purified using DNAse Free Kit (Life tech-
nologies). Five hundred ng of RNA was reverse
transcribed into cDNA using High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Life Technologies, Saint
Aubin, France) primed by random hexamers according
to the manufacturer’s instructions. PCR amplifi-
cations were performed with 1L of RT-product
using primer pairs flanking the targeted exons (For-
ward: 5'-CCAGGAGCCAGAGATTCG-3" Reverse:
5'- TGCTTTCAATGTCCTCCTTG-3') for 35 cycles.
Dysferlin RNA exon skipping was analyzed by clas-
sical RT-PCR for AON study. The products of PCR
were separated by electrophoresis in a 1.5% agarose
gel stained with 5% ethidium bromide.

Immunoblot

Detection of dysferlin was performed using the
following protocol with primary anti-dysferlin anti-
bodies (NCL-Hamlet 2, Cliniscience) diluted 1:300

or (NCL-Hamlet, Abcam) diluted 1:200 on untreated
and treated patient cell protein extracts. Immunoblots
were done using a whole protein extract sample pre-
pared in lysis buffer (100 mM Tris buffer at pH 6.8,
4% SDS, 10% glycerol and 1% 2-mercaptoethanol).
A 1% reducing agent (Life Technologies) was added
and the samples were boiled for ten minutes. 20 g of
sample was loaded onto each lane of a 3-8% NuPage
SDS-PAGE (Life Technologies). Proteins were then
separated under electrophoresis at 80 volts at room
temperature. Proteins were finally transferred onto
nitrocellulose membranes (at 260 mA for 2 h at 4°C).
Membranes were incubated with blocking buffer (1%
non-fat milk powder in TBS-T) for one hour at room
temperature. Primary antibodies were then diluted in
blocking buffer and incubated with the membranes
at room temperature for 1h, with constant agitation.
After washing in TBS-T, membranes were then incu-
bated with the relevant secondary antibodies, which
were diluted 1:10,000 in blocking buffer, for one hour
at room temperature. The membranes were finally
washed in TBS-T and developed using Pico Chemi-
luminescent Substrate (Pierce). GAPDH (Millipore)
was detected using a dilution of 1:10,000.

Immunofluorescence

Cells were grown on Lab-TEK II™ (Fisher Scien-
tific) according to the previously explained protocol.
Throughout the procedure, cells were kept at room
temperature. After treatment, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 10 minutes and then washed in
PBS for 10 minutes. Cells were then incubated for
10 minutes with a permeabilization solution (200l
of PBS 1X +0.5% triton X-100 + protease inhibitors
cocktail) (Roche). From there, cells were exposed to a
blocking buffer (PBS+ 1%BSA + protease inhibitors
cocktail) for 30 minutes. The primary antibody was
applied in blocking buffer for 3 hours at room temper-
ature, followed by one wash in PBS for 10 minutes
and 1 hour of contact with the secondary antibody
in blocking buffer. After a wash in PBS for 10 min-
utes, cells were fixed using a 4% paraformaldehyde
solution in PBS for 10 minutes, then washed again.
Finally, coverslips were mounted with Vectashield-
Dapi 25 ng/mL, and kept at 4°C until pictures were
taken. Dysferlin was detected using NCL-Hamlet at a
dilution of 1:200. Caveolin-3 (BD Biosciences) was
detected using a dilution of 1:1,000, and desmin (Fis-
cher Scientific) using a dilution of 1:100. Scale bars
are indicated on each picture.
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Observation was performed using a Zeiss apo-
tome microscope, and images were processed with
AxioVision software and/or ImagelJ software.

Membrane wounding assay

To induce damage, an area of the sarcolemma of
the myotubes was irradiated at full power for 1 sec-
ond with a two-photon laser-scanning microscope. The
Multi-Photon apparatus consisted of a mode-locked
Titanium-Sapphire laser system tuned to a 1035 nm
excitation with 100 fs pulses at 76 MHz. The micro-
scope was an inverted LEICA SP3. Images were
captured for 3 minutes after the irradiation at 7-second
intervals. Images were analyzed with ImageJ software.

Osmotic shock assay

Prior to osmotic shock, myotubes were incubated
with 10 uM calcein-AM and 25 pg/ml DAPI (Life
Technologies) for 20 minutes, followed by wash-
ing out the cells with PBS. Hypo-osmotic shock
was performed by incubating cells with a differenti-
ation medium diluted appropriately in deionized water
[1:9 dilution (complete differentiation medium: H20)
approximating 30 mOsm hypo-osmotic shocks]].
Wide-field epifluorescence microscopy was performed
using a 10X 0.3 NA objective and an EMCCD cam-
era (Hamamatsu Photonics) in a Zeiss Axiovert 200
inverted microscope. Cell fluorescence was followed
for 450 seconds immediately after medium change to
hypo-osmotic medium. Acquisitions were performed
with a time interval of 3 seconds. Images were ana-
lyzed with ImagelJ software. Myotubes were selected
as cells containing two or more nuclei as indicated by
DAPI staining. Scale bars are indicated on each picture.

Statistical analysis

Individual means were compared using the para-
metric Student’s #-test or with the non-parametric
Mann-Whitney test. The powers of the tests were
strictly superior at 75%. Differences were considered
to be statistically significant if p <0.01 and the size of
the effect was >20%.

RESULTS

As reported previously, we were able to efficiently
bypass exon 32-containing mutations in DYSF by use
of AONs (Wein et al, 2010). We thus evaluated the
efficacy of the AON-induced splicing event on muscle

A
Exons
30-31-32-33
Exons
30-31-33
B
S
N
R
& 3
& P&
— Hamlet

| GAPDH

Fig. 1. AON B efficiently skipped dysferlin exon 32 in human patient
cells. (A) Efficiency of exon skipping using AON B was assessed
by RT-PCR on cells from patient 2. PCR was used to amplify the
region between exons 31 and 33 (293 bp with or 215 bp without
exon 32). RT::negative control of reverse transcription. Mock: nega-
tive control of transfection. Scrambled: nonspecific AON sequence.
AON B: single transfection of AON B. CTL: positive control, cells
were transfected with dysferlin full-length (native dysferlin). MM:
molecular marker. (B) Western Blot experiment performed with pro-
teins from (AON B or scrambled) treated patient cells or control
cells. Hamlet was used to detect dysferlin and GAPDH was used for
normalization.

cells from a control individual. These cells were trans-
fected, using oligofectamine, with two AONs (B and
D) (Figure S1A). In mock conditions, the transfection
reagent (oligofectamine) without AON was used. RT-
PCRs were done using a forward primer at exon 31 and
a reverse primer at exon 33. We were able to demon-
strate exon 32 skipping by the presence of a 215 bp
transcript corresponding to an mRNA deleted of the
78 nucleotides of exon 32. In this experiment both
AONs were found to be efficient and were used in all
subsequent experiments (Figure S1B). As dysferlin is
supposed to be expressed during myotube formation,
we chose to perform our AON treatment during the
differentiation process. We performed single or multi-
ple treatments (every two days) on cells from Patients
1 and 2, starting at cellular confluence until 6 days of
differentiation, when myotubes are present. The pres-
ence of a 215 bp band indicated that exon 32 was
successfully skipped by both AONs, and exon-exon
boundaries were verified (Fig. 1A, Figure S1B-D).
We then determined that the quasi-dysferlin protein
generated following the exon 32 skipping is stable in
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treated patient cells. The predicted molecular weight of
the quasi-dysferlin is close to the full-length isoform,
238 kDa and 241 kDa respectively. In protein extracts
from cells treated with AONs B and D, we observed
the expression of the quasi-dysferlin (Fig. 1B, Figure
S2A). This protein is observed as early as 48 hours
after the start of the treatment.

We evaluated the gain of function brought about
by the expression of the quasi-dysferlin using differ-
ent tests. Quasi-dysferlin is present and localized at
the plasma membrane of myotubes only in treated
patients’ cells. Co-localization with caveolin 3 labeling
confirmed the membrane targeting of quasi-dysferlin
(Fig. 2).

We decided to verify if quasi-dysferlin could restore
the myotubes’ membrane repair capacities, which is
the main function described for dysferlin [4].

We performed membrane wounding/repair assays
both on muscle cells obtained from patient 1 as well
as controls. To analyze this function we set up a laser
wounding assay on in vitro culture. The extent of the
lesion on myotubes was quantified in the presence
of FM 1-43 dye and either with or without calcium
as described previously [4, 6, 17]. In this assay, we
observed that myotubes treated with AON success-
fully repaired membrane lesions in the presence of
calcium, as seen by the low incorporation of FM1-43,

whereas untreated patient myotubes exhibited a sub-
stantial level of incorporation (Fig. 3A). Quantitative
analysis confirmed that both AON treatments restored
the ability of patient cells to repair their membranes to
a level which was similar to that observed in control
myotubes (Fig. 3B).

In order to further investigate the function of the
quasi-dysferlin, we carried out an osmotic shock assay
adapted from a previous study [28]. Hypo-osmotic
shock rapidly induces cell swelling which increases the
membrane tension, and therefore applies a mechanical
stress at the cell surface. Patient and control myotubes
were subjected to a 30 mOsm hypo-osmotic shock
for 7.5 min. To monitor the integrity of the plasma
membrane, we followed the intracellular accumula-
tion of calcein-AM, a cell-permeable non-fluorescent
molecule that becomes fluorescent inside intact cells
and leaks out of the cells if the plasma membrane is
ruptured (Fig. 4A). We could restrict our analysis to
fully differentiated myotubes by selecting cells with
polynucleated syncytia as revealed by DAPI stain-
ing of the nucleus (data not shown). The level of
fluorescence is maintained around its initial value in
myotubes whose plasma membrane remains intact dur-
ing osmotic shock. In contrast, cell bursting events
lead, in all observed cases, to a ratio signal value
that is below 0.5 and therefore represents the bursting

Caveolin 3

Dysferlin Merge

Treated

MOCK

- -
- - 10uM

Fig. 2. Exon 32-skipped dysferlin is correctly localized. Caveolin 3 labeling: maturation of myotubes and production of dysferlin were evidenced
by Hamlet 1 labeling (Bars = 10 um, arrow pointed to colocalized signal). DAPI was used as a nucleus marker. All images were captured by an

apotome microscope.
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Fig. 3. Quasi-dysferlin increases the membrane repair capacity. (A) Membrane repair consequent to a bi-photon laser injury at the sarcolemma
was visualized in presence of FM1-43 dye. Mock treated cells along with AON B and AON D treated cells from patient 1 were compared for
three minutes at intervals of 7 seconds. Pictures at 0, 1, 2 and 3 minutes are shown. Arrows indicate the site of lesion. The scale (of false colors
used) is represented on the left. (B) Box plots represent the rate of change of fluorescence (A[fluorescence]/At) in the myotubes from control
(n=9), mock-treated patient cells (n=9), AON B treated patient cells (n=10) and AON D treated patient cells (n=9). Boxes extend from the
25th to the 75th percentile values. Minimum and maximum values are indicated by the dots at the ends of the vertical lines. Horizontal bars
indicate the median value. *p <0.01 compared to mock-treated patient cells.

threshold. Mock-transfected patient myotubes showed
a high rate of bursting events (85.2%) compared to
control cells (36.5%), in agreement with the known
defect of membrane repair observed in these patients
(Fig. 4B). One single AON transfection in patient cells

was sufficient to increase membrane integrity since the
measured level of bursting was close to that of con-
trol myotubes (41.9%) (Fig. 4B). These results show
that restoration of dysferlin by AON treatment protects
patient cells from mechanical stress. The total number
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Fig. 4. AON-treated patients cells are resistant to hypo-osmotic shock. (A) Membrane rupture in response to hypo-osmotic shock was assessed
using calcein-AM to distinguish between intact and burst cells. Low-magnification epifluorescence snapshots of calcein-AM in mock and
treated cells at the beginning (=0, top) and at the end (1=450 sec, bottom) of the hypo-osmotic shock (Bar = 100 pm). (B) Plot of final/initial
fluorescence intensity ratio for control myotubes (WT, n=74, dark dots), for patient 2 myotubes untreated (MOCK, n=27, white triangles),
treated with AON D (n=31, dark triangles) during the hypo-osmotic shock. The bursting fraction corresponds to the cell population whose
fluorescence ratio is below the selected bursting threshold. The bursting threshold has been set to 0.5 of normalized fluorescence intensity

(horizontal red line).

of nuclei per cells in these experiments was also cal-
culated and represented as a graph in Figure S2B.

DISCUSSION

This study demonstrates the possibility of restor-
ing functionality in dysferlin-deficient human muscle
cells by skipping of an exon bearing a deleterious
mutation. The functional normalization was obtained
using AONs targeting exon 32. Both AONs induced
the splicing out of exon 32 and the expression of a
deleted isoform of dysferlin in two different patient
cell lines. To evaluate the functionality of this iso-
form, we employed a variety of assays that measure
the myoblast/myotube fusion process as well as the
membrane repair ability.

In the present study we have improved the skip-
ping efficiency obtained in our previous work [25],
by designing the new AON D targeting the splice
donor site of exon 32. The skipping efficiency seems

to be quite high, given that almost all the transcripts
produced seem to be skipped. This efficiency seems
greater than what has been obtained in DMD using a
similar AON chemistry [29]. The difference observed
here can be explained by several parameters as they
were previously discussed [30].

This skipped mRNA was stable enough to produce a
quasi-dysferlin deleted of 26-residues, preserving the
frame and located at the beginning of the C2D domain.
When considering our approach, it can be observed that
a discrepancy exists between the high level of exon
skipping and the relatively low level of protein expres-
sion. This could possibly be attributed to a decrease
in the stability between the full-length dysferlin and
the quasi-dysferlin deleted of exon 32; this specific
issue should be addressed in future experiments. Nev-
ertheless, this low level of quasi-dysferlin expression
is sufficient to rescue the membrane repair capacity
of treated patient cells, confirming that pivotal aspects
of dysferlin function are rescued upon bypassing the
mutation in exon 32. Cells in affected patients are
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more susceptible to membrane mechanical constraints
or at least membrane disorganization. We have shown
here that they are more sensitive to a localized lesion
or to an increase of membrane tension induced by
osmotic pressure. One could hypothesize that this is
due to the abnormal recruitment of membrane vesi-
cles at the sarcolemma in the absence of dysferlin.
Vesicle recruitment involves various proteins, among
them caveolin 3. However we did not detect any dif-
ference in caveolin 3 localization after AON treatment.
Since we have demonstrated that AON treated patient
cells were resistant to both osmotic pressure and sar-
colemma lesions, we can hypothesize that this is due
to the proper recruitment of membrane vesicles at the
sites of injury.

It has been proposed that dysferlin could induce
membrane blebbing on cells consequent to a hypo-
osmotic shock; these blebs probably result from the
rapid membrane surface increase and variations of
membrane tension [5, 9, 31]. Absence of dysferlin
could impair this mechanism. Based on these obser-
vations, we set up a test to follow and quantify the
resistance of myotubes to increased membrane ten-
sion induced by hypo-osmotic shock in defined time
bands. To resist the membrane tension, cells augment
the surface of their sarcolemma by the recruitment
of additional membrane from reservoirs. These mem-
brane reservoirs could be either vesicles or large
invaginations of sarcolemma that could be reorga-
nized by the protein complex involving dysferlin [5, 7,
9-11, 28, 32]. Altogether, this hypothesis can explain
how dysferlin-positive myotubes accommodate acute
mechanical stresses and are in accordance with previ-
ous published data from other groups [4, 8, 31, 33].

Our results establish a proof of concept for exon
skipping as a therapeutic perspective for dysfer-
linopathies. Another group has also demonstrated
that a mutant dysferlin pseudoexon could be skipped
[34]. Such an approach has already been successfully
applied in the case of DMD. After the encouraging
results obtained in two independent phase II/III clini-
cal trials for the skipping of dystrophin exon 51 [20-22,
35], BioMarin is moving forward with market autho-
rization for applications involving the skipping of this
exon using Drisapersen (Food and Drug Administra-
tion approval has been given and European Medicines
Agency approval is still under review). Meanwhile,
Sarepta is currently extending a phase II/III trial
(NTC02255552) using Eteplirsen. In addition, phase
IT clinical trials are ongoing for exons 44, 45 and 53
using 2’-O-methyl chemistry and for exon 53 using
PMO chemistry [36].

Dysferlin exon 32 encodes the N-terminal portion of
the C2D domain, therefore deletion of exon 32 would
most likely lead to loss of function of the entire domain
without major consequences [24, 37]. The C2D domain
is composed of the exons 31, 32, 33 and 34 whose
deletion would maintain the open reading frame of
dysferlin mRNA. In addition to dysferlin exon 32, the
skipping of exon 34 has also been reported from con-
trol cells [38]. It would therefore be feasible to attempt
multiple exon skipping so as to bypass the entire C2D
domain of dysferlin using the previously validated
AONSs. These methods of multiple exon skipping have
already been used with success in DMD treatment for
the simultaneous skipping of at least 6 consecutive
exons [39-51]. Exon skipping could also be used to
remove pseudoexons. Recently, a mutation creating a
pseudoexon between exons 44 and 45 of DYSF has
been identified [34, 46]. Exon skipping using an AON
targeting this pseudoexon restored a normal mRNA
and increased dysferlin expression, opening the way
for such an approach in dysferlinopathies [34].

Although some improvements may be necessary to
bring about more routine use of AON-based therapies,
rapid advances being made for DMD will certainly
apply to other rare muscle disorders, and will allow
a rapid translation of proof of principle into clini-
cal applications in the future. At least a subset of 20
patients (with 6 different truncating mutations) should
thus benefit from antisense-induced exon 32 skipping.
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Conclusion

Conclusion

Les variations de séquence qui se produisent dans le génome sont la base des mécanismes mis en
place pour favoriser I'évolution des especes. Cependant, certaines d’entre elles peuvent conduire a
I'émergence de pathologies. Comme je I'ai montré tout au long de ma theése, les mutations peuvent se
présenter sous des formes tres variées et s’exprimer de maniére extrémement différente. Cela fait bien
longtemps que les idées simplistes selon lesquelles « une maladie génétique est toujours due a la
mutation du méme géne » ou, qu’a l'inverse, « toutes les mutations retrouvées dans un gene sont
responsables de la méme maladie » ont été balayées d’un revers de blouse. En effet, la complexité des
maladies génétiques est telle, qu’il y en a encore beaucoup pour lesquelles les génes responsables et/ou

les mécanismes pathologiques mis en jeu n’ont pas encore été découverts ou compris.

Mon travail de thése s’est focalisé sur le cas des maladies neuromusculaires et de maniere plus
ciblée, sur quatre myopathies distinctes ayant pour points communs une perte de force musculaire, un
confort de vie diminué et une absence de solution thérapeutique. Etudier des mécanismes pathologiques
de survenue, d'impact et d’expression tres différents, m’a permis d’explorer un vaste champ biologique
allant de la détermination du réle physiopathologique d’'un géne dans une maladie génétiquement mal
comprise, au développement d'un outil thérapeutique dans une autre, en passant par I'étude de la

pathogénicité des mutations sur I'épissage des ARNSs et la fonctionnalité des protéines.

La dystrophie facio-scapulo-humérale (FSHD) est un tres bon exemple pour illustrer la
complexité pathologique. Elle met au défi les chercheurs de comprendre quelles parts d’implication ont
les mécanismes épigénétiques, les facteurs de transcription embryonnaires et les protéines responsables
de la mise en place de l'architecture tissulaire, dans la survenue de la maladie. Sa compréhension
nécessite aussi de prendre en compte le réle de génes qui viennent moduler I'effet de la maladie comme
C’estle cas de SMCHD1. Selon le statut génétique des patients, SMCHD1 a un impact pathogene différent.
Lorsqu’il est muté chez les individus FSHD1, il participe a I'aggravation de la maladie mais n’est pas
responsable de sa survenue. Il agit donc comme un gene modificateur dans cette sous-population. A
I'inverse, chez les patients FSHD2, il doit nécessairement étre muté et combiné a la présence d'un
haplotype permissif 4q qui induit 'expression de DUX4 pour que la maladie se développe. Dans ce cas,
son statut génique est modifié, il n’agit plus comme gene modificateur sur la pathologie mais plut6t

comme un géne causal d’'une maladie digénique, en association avec DUX4.

L’émergence actuelle de toutes les techniques de séquencage nouvelle génération (NGS) facilite
déja grandement l'identification de nouvelles mutations exoniques et de nouveaux genes chez des

patients n’ayant recu jusqu’ici, qu'un diagnostic clinique.
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Néanmoins, comme nous 'avons montré dans notre étude effectuée sur une cohorte de malades
souffrant de myopathies distales, I'étude des substitutions de 'ensemble des séquences codantes ne
permet pas de poser un diagnostic certains dans tous les cas. Cependant, lorsque la technique est mise en
place en routine, 'exploitation des données qu’elle génére peut permettre de détecter les délétions ou les
répétitions de fragments de genes, comme nous I'avons montré avec notre patiente porteuse d'une

délétion de trois exons dans le gene CAPN3 (figure 76).

En revanche, le séquencage ne dispense pas d’effectuer les tests fonctionnels qui confirment
I'implication des mutations dans les pathologies étudiées. En effet, sans ces expériences, rien ne permet
d’affirmer ou d'infirmer que la mutation mise en évidence lors du séquencage est causale ou s'il s’agit
d’'un polymorphisme. J'en veux pour preuve toutes les erreurs que l'on retrouve dans les bases de
données comme dbSNP, créées dans le but de répertorier toutes les mutations pathogénes identifiées
dans de nombreuses maladies. Pendant des années, il suffisait qu'une variation nucléotidique soit trouvée
avec une fréquence faible dans un gene causal connu (nous recherchions I'absence de cette variation sur
une centaine de chromosomes) pour la répertorier comme pathogéne. Aucune preuve fonctionnelle
n’'était apportée pour valider son caractére morbide. Pour des raisons similaires, des mutations
pathogénes pouvaient étre considérées, a tort, comme des polymorphismes lorsqu’elles étaient
identifiées dans un nombre trop élevé d’'individus. Encore une fois, aucun test n’était effectué pour le
prouver. C’'est cette absence de validation fonctionnelle qui est responsable aujourd’hui du taux d’erreur
élevé retrouvé dans ces répertoires de mutations et de leur manque de fiabilité, et ce méme dans des

bases de données curées manuellement.

Pour ces raisons, je pense que les outils permettant d’analyser les effets des mutations sur '’ARN
(comme les test « minigene »), peuvent facilement trouver leur place en complément des études
génétiques de nouvelle génération. Ils seraient utilisés pour confirmer des mutations détectées en NGS
et supposées responsables d'un épissage aberrant, comme nous I'avons fait pour la mutation dans I'’exon

3 du gene CAPN3 retrouvée chez une patiente de notre cohorte.

Les résultats que j'ai obtenus suite a I'étude des mutation faux-sens retrouvées dans le gene
CAPN3, viennent appuyer un peu plus I'idée que, pour améliorer le diagnostic de nombreuses maladies
génétiques, il estindispensable d’étudier la pathogénicité des mutations et non la fréquence avec laquelle
elles sont retrouvées. Ainsi, il faut investiguer a part égale, les étapes de maturation des ARNs et celles de

traduction protéique.

Trop peu de recherches sont actuellement menées sur l'impact des mutations faux-sens sur
I'épissage alors que le phénomeéne est fréquent. Mes travaux et ceux que d’autres chercheurs ont menés

sur le sujet le démontrent bien.

194



Conclusion

La spécificité des mutations faux-sens réside dans leur capacité a modifier la protéine a différents
niveaux: elles peuvent aussi bien étre responsables d’aberration d’épissage que d’altération de
fonctionnalité protéique. Comme je I'ai suggéré précédemment, pour définir si le défaut génétique
s’exprime lors de I'épissage, l'idéal serait d’effectuer des études de « RNAseq » sur des biopsies de
patients. Cependant, si un prélévement tissulaire est fréquemment réalisé dans le cadre des myopathies,
ce n'est pas toujours le cas dans d’autres pathologies. Selon les organes touchés par la maladie, il est
difficile ou dangereux d’obtenir un échantillon de tissus pour réaliser ces tests. Une alternative facilement
envisageable pour pallier ce probleme serait de développer en routine, des tests « minigéne » comme
ceux que j'ai réalisés. J'ai constaté dans mes travaux que pour se placer dans des conditions d’études
optimales, il est préférable que ces expériences soient réalisées dans des cellules provenant d’un tissu
identique a celui 1ésé dans la maladie. Néanmoins, s’il s’avére que de telles cellules ne sont pas
disponibles, le fait de réaliser les manipulations sur des modéles cellulaires classiquement utilisés
(HEK293, HeLa) permettrait tout de méme de fournir des informations précieuses quant a la

pathogénicité des mutations trouvées.

Malgré I'évolution des outils et 'augmentation du nombre de techniques existantes pour étudier
les mutations et mimer les mécanismes physiopathologiques qu’elles provoquent, mes recherches m’ont
montrée que d’'importantes difficultés demeurent encore aujourd’hui pour expliquer la survenue de la
maladie. A cela s’ajoute une riche hétérogénéité mutationnelle et de grandes variabilités phénotypiques
parfois observées dans une méme pathologie. Cela montre bien que le nombre de parametres entrant en
jeu dans I'émergence des maladies est trop important pour qu’une étude les appréhende tous dans sa

globalité.

Le cas des quatre familles porteuses de mutations dans le géne STIM1 doit continuer a étre
investigué pour essayer de comprendre pourquoi tous les individus d’'une méme famille sont quasiment
asymptomatiques. Il faudrait pouvoir synthétiser les différentes protéines dans leur intégralité pour
trouver a quel niveau les mutations impactent la protéine et donner une explication a une si grande
variabilité phénotypique. Elles pourraient étre responsables de modifications d’affinité pour des
molécules partenaires comme de la formation d’hétérodiméres sauvage/muté ou d’homodimeres

muté/muté qui modifieraient les interactions entre STIM1 et ORAI1.

En dehors des modifications protéiques, un autre phénomene pourrait expliciter la différence de
phénotypes observée : le fait que les trois individus asymptomatiques marseillais soient tous militaires
de carriére. Etant donné qu'’ils pratiquent un entrainement physique intense les obligeant a utiliser leur
réserve calcique musculaire plus fréquemment que d’autres personnes, cela pourrait prévenir le
développement de la pathologie. Qu’adviendra t'il lorsqu’ils arréteront de pratiquer une activité physique

aussi soutenue ? La maladie s’installera-t-elle a ce moment-1a ?
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Finalement, le probléme de I'hétérogénéité des mutations et de leurs conséquences
physiopathologiques touche également le domaine de la recherche thérapeutique. Parce que ces
variations morbides ne s’expriment pas de la méme maniere selon les individus et selon les génes qu’elles
touchent, il n’y aura jamais une seule thérapie qui conviendra pour soigner tous les malades. Il semble de
plus en plus probable que 'on doive se diriger vers le développement de thérapies « a la carte », propre

a chaque malade.

Nous I'avons vu, de nombreux systemes sont actuellement développés pour essayer de pallier
I'évolution des maladies génétiques. Les travaux que j’ai conduits sur la mise au point de molécules
thérapeutiques délivrées par trans-splicing ou sur le saut d’exon, laissent tout de méme entrevoir des

solutions pour parer I’évolution des maladies et améliorer le confort de vie des patients.
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Matériels et Méthodes

Matériels et Méthodes

I. Etude de l'implication du gene FAT1 dans la dystrophie
Facio-Scapulo-Humérale

1. Principe du test minigene
Pour chaque mutation, deux plasmides ont été construits: 'un comportant I'exon d’intérét

sauvage encadré de chaque c6té par 150 pb introniques, 'autre identique, a la différence que l'exon

intégré est porteur de la mutation. Chaque plasmide est transfecté dans des cellules HEK puis les cellules

sont récupérées, les ARNs totaux sont extraits et une RT-PCR est réalisée (figure 79).
Exon WT a tester

Exon muté

extraction
d’ARN +
RT-PCR

Figure 79 : principe du test minigéne
L’impact des quatre mutations sur I'épissage de FAT1 a été analysé grdce a un minigéne rapporteur.

Pour chaque condition, une construction pCAS2 contenant I'exon muté et une contenant l'exon sauvage a été transfecté dans des
cellules HEK293. Les analyses ARN par RT-PCR ont été effectuées 24 heures apres transfection.

Se reporter a la section matériels et méthodes de l'article.

[I. Amélioration du diagnostic dans la LGMD2A : Etude de

I'impact de mutations faux-sens sur I'épissage de CAPN3
1. Choix des mutations

Les mutations testées sont référencées dans la base de données « Leiden Open Variation
Database » (http://www.dmd.nl/nmdb2/home.php?select_ db=CAPN3) a I’exception de la mutation

¢.551C>T qui a été identifiée chez des patients de ’h6pital de la Timone a Marseille.
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2. Etudes in silico

Les études de prédiction de pathogénicité des mutations sur l'épissage ont été effectuées en

utilisant le logiciel Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/HSF.html). La base de données
« EXAC » (Exome Aggregation Consortium) a été utilisée pour vérifier la fréquence des mutations si elles

y étaient répertoriées (http://exacbroadinstitute.org/).

Le transcrit utilisé pour ces prédictions est le transcrit principal ENST00000397163.7.

3. Clonage des exons de CAPN3 dans les plasmides pCAS2

La majorité des plasmides utilisés dans I'étude ont été produits par I'entreprise « Clinisciences ».
Les autres ont été produits en suivant de la méme maniére que ceux utilisés pour les tests effectués sur

le gene FAT1 (Puppo, Dionnet et al.,, 2015).

4.. Etudes in cellulo

4.1. Cultures cellulaires

Les cellules HEK293T (Human Embryonic Kidney) et C2C12 (cellules murines) sont cultivées dans un
milieu composé de DMEM-glutamax a 4.5g/L de glucose (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
supplémenté avec 10% de Sérum de veau feoetal (FBS) (Eurobio, Montpellier, France) et 1% de PSA
(pénicilline, Streptomycine, Amphotéricine). Les cellules HEK et C2C12 ont été achetées aupres de la

banque de cellule ATCC.

4.2. Transfections cellulaires

Les cellules HEK293T sont transfectées avec de la promofectine (Promokine, Heidelberg,

Germany) et maintenues en culture 48h apres transfection.

Les transfections dans les cellules C2C12 sont effectuées sur les cellules en suspension avec le kit

de « «magnetofectamine transfection kit » (Ozbiosciences, Marseille, France).

5. Etudes Transcriptionnelles

5.1. Extraction d’ARN et Traitement DNAse

Les extractions d’ARNs sont réalisées en suivant les protocoles des kits « PureLink RNA Mini Kit »

(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Apres extraction, ils sont dosés au nanodrop.
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5.2. RT-PCR, PCR et Séquencage

Les RT-PCR sont effectuées avec la « SuperScript 11l One-step RT-PCR System with Platinium Taq
DNA Polymerase » (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), suivant les indications du kit. Les amorces sens,
5 TGACGTCGCCGCCCATCAC 3’ et antisens 5’ATTGGTTGTTGAGTTGGTTGTC 3’ utilisées pour la RT-PCR

sont respectivement localisées dans les exons A et B de pCAS2.

Les amplicons de PCR sont séparés par électrophorese sur gel d’agarose 2% comportant 2% de
bromure d’éthidium. L’étape additionnelle de purification sur gel est réalisée avec le kit
« NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up » (Macherey-Nagel, Diiren, Allemagne). Un sous-clonage dans le
« pGEM®-T Easy Vector System I»(Promega) est effectué quand de faibles quantités d’ADNs sont

obtenues.

Finalement, le séquencage est effectué en utilisant le « Big Dye R Terminator V1-1 Cycle Sequencing

Kit » (Life Technologies).
[II. Mutations dans le gene STIM1, quelles conséquences
sur la protéine ?

1. Production des constructions STIM1

Les protocoles utilisés pour produire les différentes constructions protéiques dans les bactéries,
réalisées les colonnes de purification de chitine et effectuer les dialyses de protéines sont disponibles

dans les annexes de ce manuscrit.

Le design des amorces utilisées pour amplifier la séquence d’'intérét de STIM1 a été fait en suivant

les instructions délivrées par le manuel de I'impact kit (promega).
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[V. Mise au point d'un outil thérapeutique par technique de
« Spliceosome Mediated RNA Trans-splicing » (SMaRT) dans le

cadre des dysferlinopathies

Les séquences des deux PTM ont été synthétisées par I'entreprise « Clinisciences ».

Les cellules C2C12 (cellules murines) sont cultivées dans un milieu composé de DMEM-glutamax
a4.5g/L de glucose (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplémenté avec 10% de Sérum de veau feetal
(FBS) (Eurobio, Montpellier, France) et 1% de PSA (pénicilline, Streptomycine, Amphotéricine). Les
cellules HEK et C2C12 ont été achetées aupres de la banque de cellule ATCC.

Les transfections dans les cellules C2C12 sont effectuées sur les cellules en suspension avec le kit

de « magnetofectamine transfection kit » (Ozbiosciences, Marseille, France).
V. Confirmation du statut pathogene de mutations CAPN3

découvertes par séquencage haut débit

Se reporter a la section matériels et méthodes de 'article.

VI. Récupération de la capacité de réparation membranaire

portée par la dysferline apres saut de 'exon 32

Se reporter a la section matériels et méthodes de l'article.
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Annexes

ANNEXE 1 : Protocole Impact Kit : production et

purification de protéines

NB : Protocole a suivre une fois les mises aux points des conditions d’'induction (température, concentration

en IPTG...) et les tests de solubilité effectués.

I. Production des protéines dans les bacteéries

1. Transformation des bactéries T7 Express lysY/Iq Competent

E.coli (High efficiency) [NEB C3013I] avec les plasmides d’intérét.

Repiquer une colonie isolée sur une boite fraichement étalée et mettre en culture dans 10 ml de

LB+ampi [C=100pg/ml].
Incuber O/N a 37°C sous agitation.

Placer a I'étuve 200ml de LB par construction (pour qu’il soit chaud au moment de l'utilisation le

lendemain)

1.1. Induction a I'lPTG : production des protéines

Le lendemain, centrifuger les bactéries a 5000g 10’, les resuspendre dans 200ml de LB chaud (37°C)

supplémenté extemporanément en antibiotique [C=100pg/ml].
Incuber a 37°C sous agitation en effectuant des mesures de la DO a intervalle régulier.

Quand 0,5 <D0 < 0,6 ; prélever un échantillon de 1,5ml de milieu. On le conservera et utilisera comme

controle neg « échantillon non induit ».

N ALIQUOT 1

Induire a I'PTG [C=1mM] les 200ml de bactéries.

NB : environ 240uL d’'IPTG pour 200ml de bactéries.

Incuber 2-4h a 37°C sous agitation.

Apres 3h, prélever un échantillon de 0,5ml de milieu pour chaque culture.

N ALIQUOT 2

Distribuer les 200ml restant dans des Falcon 50 et centrifuger les bactéries a 5000g, 15’ a 4°C.
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CONSERVER LES CULOTS a -80°C, jeter le surnagent.
1.2. Extraction et purification des protéines

Préparer les colonnes de chitine (30 minutes de repos nécessaire, voir proto spécifique des colonnes).

En général, pour 1L de culture bactérienne, utiliser 10ml de chitin beads (ou 20ml de chitin beads

slurry).

Resuspendre les culots dans le COLUMN BUFFER pré-refroidi (100ml de buffer pour 1L de culture

bactérienne).

Mesurer la turbidité du milieu au spectromeétre a 600nm

Lyser les bactéries par sonication 10 minutes au bioruptor (10 minutes, 30s ON / 30s OFF)

Nouvelle mesure de DO pour évaluer le nombre de bactéries non lysées encore présentes dans le milieu

Refaire une série de sonication et mesures de DO pour comparer la différence de turbidité et évaluer si

nécessaire de soniquer plus

Centrifuger a 15000g, 30" a 4°C.

Prélever un échantillon de 0,2ml de surnageant pour chaque culture.

N ALIQUOT 3

Conserver les culots a -20°C.

Passage sur colonne

Laver chaque colonne avec 50ml de column buffer (soit 'équivalent de 10x le volume de la colonne)

Charger le surnageant protéique sur la colonne, la vitesse d’élution ne doit pas dépasser 0,5-1 ml/min.

Prélever un échantillon de 0,2ml de « flow through » pour chaque culture. Il sera comparé a I’éluat final
pour évaluer l'efficacité de liaison, sur la chitine, de la protéine de fusion via son CBD (Chitin Binding
Domain). (Si des protéines de fusion sont retrouvées dans le flow through, il faudra augmenter la quantité

de résine ou diminuer la vitesse de chargement de la colonne)
v ALIQUOT 4

Laver la colonne : faire passer I'équivalent de 20 volumes morts de column buffer.

Comme le CBD de la protéine est trés affin a la chitine, la vitesse d’élution peut étre augmentée a 2 ml/min
tout comme la stringence de la solution (0,5-1M NaCl + détergents non ioniques).

Prélever un échantillon de 0,5ml d’éluat lors du dernier lavage.
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N ALIQUOT 5

1.3. Induction de la coupure sur colonne
La coupure va étre induite par un réactif « thiol »

Avt d’'induire la coupure en ajoutant le cleavage buffer, prélever un échantillon de 0.1ml de

résine (mélanger avec 50ul de 3X SDS sample buffer, contrdle avt coupure)
N ALIQUOT 6

Rincer la colonne « rapidement » avec I'équivalent de 3 volumes morts de CLEAVAGE BUFFER
Attention, le pH du buffer peut jouer sur 'efficacité de coupure

Prélever un échantillon de 0,5ml d’éluat lors du dernier lavage.

N ALIQUOT 7

Apreés le rincage rapide, stopper le flux en bouchant la colonne et incuber selon les indications

du tableau ci-dessous :

Pour pTXB1 - STIM1 : Incubation 16 - 40h a 23°C (dernier aa : Lysine (Lys, K))

Effect of C-terminal

residue of a target
% cleavage after 40 hours

% cleavage after 16 hours
protein on DTT-induced

cleavage with pTXB1
C-terminal residue of
4°C 23°C 4°C 23°C
the target protein
Tyr - Phe - Gln - Asn -
Thr - LVS - Ala - His - 65 - 80 80 - 95 75-90 85-95
Leu* - Met
Ille - Arg - Glu - Trp -
30-55 60 - 85 50-70 70 - 95
Cys
Val 30 70 60 90
Gly 10 40 20 60
Asp* 10 20 20 30
Ser - Pro 5-15 5-15 5-15 5-20

* 9% of in vivo cleavage differs for differents temperature
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1.4. Elution des protéines purifiées

Eluer avec le column buffer par fraction égale a 1/3 du volume-mort de la colonne
N ALIQUOT 8

Apres I'élution, pour vérifier I'efficacité de coupure, prélever un échantillon de 0.1ml de résine

a mélanger avec 50ul de 3X SDS sample buffer (contrdle apres coupure)
N ALIQUOT 9
Si la quantité de protéines non coupées est trop importante, ré-incuber plus longtemps
1.5. Striping de la colonne
Préparer le STRIPING BUFFER
Le charger sur la colonne a température ambiante pour éviter la précipitation du SDS
Cela permet I'élution des protéines non coupées et des tag-intein restés fixés a la chitine.
Eluer et prélever un échantillon de 0.1ml d’éluat
N ALIQUOT 10
1.6. Régénération de la colonne
Une colonne peut étre régénérée et réutilisée 4 a 5 fois
Laver la colonne avec 3 volume-mort de stripping buffer
Laisser la résine s'imprégner 30’
Laver avec 7 volume-mort de stripping buffer
Rincer avec 20 volume-mort d’eau puis 5 volume-mort de column buffer.
CONSERVER la colonne a 4°C

Pour conserver la résine plus longtemps, ajouter 0,02% de sodium azide au column buffer pour

éviter le développement de bactéries.
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2. Préparation des solutions :

COLUMN BUFFER

20mM Na-HEPES (or Tris-HCI), pH 8,5

500mM NaCl (or 50-1000 mM NaCl)

Non ionic detergents (0,1-0.5% Triton X-100 or 0,1-0,2% Tween 20)
Protease inhibitors [ par exemple PMSF(20pl)]

1mM EDTA (optional)

CLEAVAGE BUFFER

20mM Na-HEPES (or Tris-HCl), pH 8,5
500mM NaCl (or 50-1000 mM NaCl)
50mM DTT or B-mercapto or cysteine
1mM EDTA (optional)

STRIPPING SOLUTION

Column buffer

0.3M NaOH or 1% SDS
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ANNEXE 2 : Protocole Impact Kit : préparation des

colonnes de chitine

I. Intégration de la résine dans la colonne

Equilibrer la colonne : dégazer 50% de résine en suspension et dégasser le column buffer a

température ambiante
Fermer le bas de la colonne avec un bouchon et fixer la colonne sur un support
Remplir la colonne de buffer et tapoter la colonne pour enlever les bulles d’air

Placer un disque poreux dans la colonne et le faire descendre dans le fond de la colonne avec une

pipette pasteur retournée

Laisser décanter pour que la colonne se vide en faisant attention qu’aucune bulle n’apparaisse
entre le disque et la sortie de la colonne. Replacer la colonne sur son support et le bouchon sur la sortie

de la colonne
Ajouter le volume désiré de résine de chitine dégazée
Laisser la résine fixer pendant 30 minutes

Placer un second disque poreux dans la colonne et le pousser pour le placer juste au-dessus de la

résine. Laisser 1 ou 2 mm d’espace entre le disque et la résine

Laver la partie supérieure de la colonne avec du buffer pour enlever les résidus de résine présent

sur les bords de la colonne

[I. Conservation des colonnes

Conserver a 4°C en prenant soin d'immerger la résine sous 1 a 2mL de column buffer. Placer un

bouchon sur le haut de la colonne.

NB : Toujours retirer le bouchon du dessus avant celui du bas pour éviter une entrée d’air dans la

colonne.

Toujours utiliser des tampons dégazés
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Aujourd’hui encore, le diagnostic des maladies génétiques et la compréhension des mécanismes physiopathologiques qui en
découlent demeurent difficile. Une connaissance solide de ces différents parameétres est cependant impérative si I'on espére
développer des thérapies efficaces. Concernant les myopathies, on dénombre actuellement plus de deux cents formes différentes,
majoritairement  d’origine génétique, dont les genes responsables ne sont pas toujours identifiés.
Dans les cas ou le géne causal est clairement déterminé, il n’est pourtant pas rare de faire face a des problémes de diagnostic.
Cette absence d’information génétique peut non seulement nuire a la prise en charge des malades et a leur inclusion dans
d’éventuel essais thérapeutiques mais également au développement de nouveaux outils thérapeutiques.
A travers I'étude de quatre myopathies distinctes, ma these s’est axée sur ces différentes problématiques :

- La mise en évidence d’'une dérégulation d’épissage du gene FAT1 chez des patients atteints de dystrophie fascio-scapulo-
humérale (FSHD) ;

- L’optimisation du diagnostic de calpainopathie en étudiant 'impact de mutations faux-sens sur I'épissage de CAPN3 a l'aide d'un
outil d’analyse fonctionnelle ;

- L’amélioration de la compréhension des interactions protéiques et ioniques mises en place par la protéine STIM1, a la membrane
du réticulum sarcoplasmique, lors de son activation ;

- Le développement d’outils thérapeutiques dans le cadre des dysferlinopathies.

Tout d’abord, mes travaux se sont concentrés sur 'étude de mutations retrouvées dans le géne FAT1 de patients japonais
cliniquement diagnostiqués comme atteints de dystrophie Facio-Scapulo-Humérale. En effet, ce géne venait d’étre identifié
comme impliqué dans le développement embryonnaire des muscles squelettiques chez la souris. Ainsi, j’ai démontré pour la
premiére fois que ces mutations provoquaient un épissage aberrant de ’ARN messager de FAT1 et qu’elles impactaient aussi la
structure de la protéine au niveau de ses domaines cadhérines.

Forte de ce résultat et dans un but d’amélioration diagnostic, je me suis focalisée sur I'impact que peuvent avoir des mutations
faux-sens sur la maturation des ARN messagers de CAPN3. Ainsi, j’ai été la premiere a mettre en évidence qu’'une mutation faux-
sens sur trois altére ’ARNm et rend la protéine calpaine 3 non fonctionnelle. Cette observation a permis de montrer que, pour
parfaire le diagnostic, il faut étudier de maniére systématique l'effet des mutations exoniques sur I'épissage de 'ARN.

Au-dela des conséquences transcriptionnelles, la majorité des mutations faux-sens ont un effet sur la protéine elle-méme. Afin
d’étudier leur incidence, je me suis concentrée sur I'étude de la protéine STIM1 responsable de myopathie a agrégats tubulaires
(TAM). En collaboration avec une équipe spécialisée dans la microcalorimétrie, mes recherches ont ciblé la mise en évidence
d’éventuels changements d’interactions protéiques entre versions sauvage et mutées, mais également des modifications d’affinité
de ces protéines pour le calcium. Cette derniere étude a déja donné lieu a la caractérisation de nouvelles interactions ioniques
majeures jusqu’ici inconnues.

Parallélement a ce projet, j’ai mis a profit mes connaissances acquises sur I'épissage pour développer la technique de « Spliceosome
Mediated RNA Trans-splicing (SMaRT) » dans le cadre de la dysferlinopathie (LGMD2B). Le développement d’'une telle thérapie a
notamment I'avantage d’exprimer la protéine dans des concentrations physiologiques normale et ce, uniquement dans les cellules
ou elle est naturellement produite.

En conclusion, mon travail de thése basé sur I'étude de plusieurs myopathies a permis d’identifier de nouveaux mécanismes
pathologiques et d’initier des approches thérapeutiques novatrices pour certaines d’entre elles.

Nowadays, diagnosis and pathomechanisms of genetic disorders remain difficult to explore. However, a solid understanding of
these parameters is essential for effective therapies. There are actually more than two hundred forms of myopathies, mostly
genetics, even if the culprit gene is not always identified. Nevertheless, even when the causative gene is known, diagnostic issues
remain because of clinical and genetic heterogeneity and wide mutational spectrum. The lack of genetic information may affect
patients cares and impairs the development of new therapeutic tools.

Through four distinct myopathies studies, my thesis was conducted to comprehend some of these elements:

- I showed that a new gene may be involved in facio-scapulo-humeral dystrophy;

- I improved calpainopathies diagnosis by studying the impact of missense mutations on CAPN3 splicing RNA with a functional
analysis tool

- I analyzed how proteins contributed to calcium entry in the cell

- I contributed with a new therapeutic tool for dysferlinopathies.

Firstly, my work focused on FAT1 gene by studying mutations found in Japanese patients clinically diagnosed with a form of facio-
scapulo-humeral dystrophy (FSHD). This gene had been involved in the embryonic development of skeletal muscle in mice. During
my thesis, | demonstrated for the first time that these mutations caused aberrant splicing and also impact the protein structurein
its cadherin domains.

With this result, and to improve diagnosis, I focused on the potential impact of missense mutations on CAPN3 RNA maturation. I
had the possibility to demonstrate for the first time thata third of missense mutations alter calpain-3 RNA splicing and abolish
the protein function. This observation has shown that exon splicing effect of mutations must be studied systematically
forcomplete diagnosis.

Beyond the transcriptional consequences, large proportion of missense mutations have an effect on the protein itself. To study
their impact, I focused on studying the STIM1 protein which is responsible for tubular aggregate myopathy (TAM). In
collaboration with a team specialized in micro-calorimetry, my research has concentrated on modifications that impact STIM1 at
the protein level. | have look for altered protein interaction and calcium binding between wild-type and mutant STIM1. This study
has already led to the identification of new major unknown ionic interactions.

Finally, I used my knowledge on splicing to develop splicecosome Mediated RNA Trans-splicing (SMaRT) technique for
dysferlinopathies (LGMD2B). Such therapy has the particular advantage of expressing the protein in physiological controlled
environment. a

In conclusion, my thesis based on the study of several myopathies helped identify new disease mechanisms and initiate innovative
therapeutic approaches for one of them.





