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Abréviations

Abréviations
AAV : virus associé aux adénovirus.

AD-CNM : forme autosomique dominante des myopathies centronucléaires.
ADN :acide désoxyribonucléique.

AHNAK : géant en Hébreu.

Akt = Protein Kinase B (PKB).

ANOVA : « Analysis of variance ».

AR-CNM : forme autosomique récessive des myopathies centronucléaires.
ARF6 : « ADP-ribosylation factor 6 ».

ARN : acide ribonucléique.

ATP : adénosine triphosphates.

BI = biceps.

BIN1 : amphiphysine 2.

BSA : « bovin serum albumin »

CaCl; : chlorure de calcium.

CAP : portéine de capside.

CCA : corps cellulaires apoptotiques.

CD4/8 : « cluster of differentiation 4/8 ».

C. elegans : Caenorhabditis elegans.

Ced : cell death-abnormal.

CMT : Charcot-Marie-Tooth de type.

CMYV : cytomégalovirus.

CNM : les myopathies centronucléaires.

ACql : différence entre le cycle de quantification pour le gene d'intérét dans l'échantillon de
référence et dans 1'échantillon d'intérét.

ACqRef : différence entre le cycle de quantification pour le gene de référence dans 1'échantillon de
référence et dans 1'échantillon d'intérét.

CSA : aire maximale transversale du muscle.

Da : Dalton.

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole.

DENN : « differentially expresses in normal versus neoplastic » ;

DEPC : « Diethylpyrocarbonate ».
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Abréviations

DES : desmine.

DHPLC : « denaturing high performance liquid chromatography ».
DHPR : dihydropiridine récepteur.

DIg1 : « Disks large homolog 1 ».

DM : dystrophies myotoniques.

D. melanogaster : Drosophila melanogaster.
DMEM : « Dulbecco's modification of Eagle's medium ».
DNM?2 : dynamine 2.

DPNH : « Reduced diphosphopyridine nucleotide ».
D rerio : Danio rerio.

DSP : double spécificité.

DTT : « dithioérythritol ».

EC : échantillon controle ou de référence.

EDL : extenseur digitorum longus.

EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétique.

EE : endosome précoce.

EEA1 : « Early Endosome Antigen 1 protein ».
EGEFR : « Epidermal growth factor receptor ».

EGI : efficacité des amorces du géne d'intérét.
EGRef : efficacité des amorces du géne de référence.
EGTA : ethylene glycol tetraacetic acid.

EI : échantillon d'intérét.

ERK : « extracellular-signal-regulated kinases ».
ErrT : Erreur type.

ET : écart type.

FGF1 : facteur de croissance des fibroblastes 1.
FYVE : (Fablp, YOTB, Vaclp and EEA1).

GA = gastrocnémus.

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase.
HE : hématoxyline-éosine.

HEK?293 : « Human Embryonic Kidney 293 cells »

Hela : « Henrietta Lacks cell ».
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Abréviations

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique.
IGF-1 : « insulin growth factor 1 ».

ITR : « inverted terminal repeates ».

JUMPY : MTMR14

KCI : chlorure de potatium.

KH2PO4 : KH,PO,4, Monopotassium phosphate.
KO/mKO : mutant.

KO/mKO-AAYV : mutant plus AAV.

KO/mKO-PBS : mutant contréle.

Lamp-1 : « Lysosomal-associated membrane protein 1 ».
LE/LY : endosomes tardifs/pré-lysosomes.

ly : lysosome.

M. avium : Mycobacterium avium.

MgSO4 : MgSQ,, sulfate de magnésium.

MLD : muscles larvaires du dos.

MLV : muscles larvaires du ventre.

M. musculus : Mus musculus.

M.O.M : « Mouse On Mouse ».

MTM1 : myotubularine.

MTOR, mTOR : « mammalian target of rapamycin ».
MTMIlcs = MTM1c375s.

MTMR : protéines associées a la myotubularine.
MVB : corps multivésiculaires.

MVBY/LE : corps multivésiculaire/endosome tardif.

n = moyenne des échantillons.

n = nombre total d'échantillons.

n0 = souris morte.

nl = souris en vie.

NaCl : chlorure de sodium.

NADH-TR : coloration nicotinamide adénosine dinucléotide Tétrazolium réductase.
NaF : fluorure de sodium.

NaHCO3 : NaHCOs, hydrogénocarbonate de sodium.
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Abréviations

N-CAM : « Neural Cell Adhesion Molecule ».
NF-L : neurofilament-L.

ni = échantillon i.

NRQ = quantité relative normalisée.

nt : nucléotides.

nTot = nombre de souris au départ.

02 : O,, dioxygene.

PAGE : « Polyacrylamide gel electrophoresis ».
PARP : « Poly (ADP-ribose) polymerase ».
PBS : « Phosphate buffered saline ».

PCR : « polymerase chain reaction ».

PVDF : polyvinylidene difluoride.

Ph : phagosome.

PH : « Pleckstrin homolgy ».

PH-GRAM : « Pleckstrin Homology/ Glucosyltransferase, Rab-like

Myotubularins ».

PI3K : PI3 kinase.

Ph-ly : phago-lysosome.

PI : phosphatidylinositol.

PI3P : phosphatidylinositol-3-phosphate.

PI3K : phosphatidyl-inositol 3 Kinases.
PI3K-CI : PI3K de classe I.

PI3K-CII : PI3K de classe II.

PI3K-CIII : PI3K de classe III.

PI3,5P : phosphatidylinositol-3,5-biphosphates.
PI4P : phosphatidylinositol-4-phosphate.
PI3,4,5P5: phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphates.

GTPase Activator and

PIKfyve : « phosphoinositide kinase for five position containing a FYVE finger ».

P, = poids moyen au temps t.

PTEN : « phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 ».

PTP : protéines tyrosines phosphatase.

Q = quantité.
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Abréviations

QUA = quadriceps.

RBS : « Rep binding sequence ».

RE : réticulum endoplasmique.

REP : protéine de réplication.

RID : « Rac induced recruitment domain ».

RME-8 : « Receptor mediated endocytosis 8 ».

Rg=Ration de quantité.

RS : réticulum sarcoplasmique.

RYR1 : ryanodine récepteur 1.

S. cerevisiae : Saccharomyces cerevisiae.

SDS : sodium dodécyl-sulfate.

SERCA : « Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca** pumps SERCA ».
SHH : Sonic Hedgehog.

SID : « SET (Su(var), Enhancer of zeste, Trithorax).

SOL = soléaire.

SSCP : « single-strand conformation polymorphism ».

TA = tibialis antérieur.

TAE : Tris, Acétate, EDTA.

TGFb : « Transforming growth factor-3 ».

TI : taux de noyaux internalisés.

TNF-a : « tumor necrosis factor-o ».

TP : taux de noyaux périphériques.

TRI = triceps.

TSt = taux de survie durant la période t, exprimé en pourcentage.
VP :protéine virale.

Vps : « vacuolar protein sorting ».

XL-MTM : myopathie myotubulaire liée au chromosome X.
WT : sauvage.

WT-AAV : controle plus AAV.

WT-PBS : controle.
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La myopathie myotubulaire

1.1 La myopathie myotubulaire

Les myopathies centronucléaires (CNM) sont un ensemble de myopathies congénitales
rares, dont fait partie la myopathie myotubulaire. Elles sont groupées sous cette dénomination en
raison de la présence de noyaux en position centrale dans les fibres musculaires hypotrophiques.
Les patients atteints de CNM présentent cependant une atteinte musculaire avec un phénotype
extréemement variable et des complications diverses. La discrimination des différentes formes de
CNM, par analyse histologique du muscle, s'est révélée difficile. Seul le mode de transmission
génétique a permis de distinguer trois groupes principaux de CNM : la forme liée au chromosome X
ou myopathie myotubulaire (XL-MTM) (Figure 1 et 2), la forme autosomique récessive (AR-CNM)
(Figure 3) et la forme autosomique dominante (AD-CNM) (Figure 4). On note l'apparition de
formes sporadiques récemment découvertes ((Fujimura-Kiyono et al., 2008) ; (Romero, 2010)).
L'identification des genes responsables des différentes formes de CNM ont permis d'avancer dans la

compréhension des mécanismes physiopathologiques.

Figure 1 : Principales caractéristiques
histologiques des muscles de patients

. atteints de Ila forme sévere de

. la famille des myopathies

centronucléaires.

Al Coupe transversale de muscle de patient colorée en hématoxyline-éosine. Bl Coupe transversale de
muscle de patient colorée au NADH-TR. C/ Structure interne de deux myofibres provenant de patient en

microscopie électronique. Adapté de Romero 2010 (Romero, 2010).
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1 t Figure 2 : Principales caractéristiques
j -. @ I histologiques des muscles de patients
P g B atteints de la forme moins sévére de

myopathie myotubulaire appartenant a la famille des myopathies centronucléaires.

Al Coupe transversale de muscle de patient colorée en hématoxyline-éosine. Bl Coupe transversale de
muscle de patient colorée au NADH-TR. C/ Structure interne d'une myofibre provenant du muscle de patient

en microscopie électronique. Adapté de Romero 2010 (Romero, 2010).

y Figure 3 : Principales caractéristiques
histologiques des muscles de patients
| atteints de la forme autosomique
3 récessive des myopathies

centronucléaires.
Al Coupe transversale de muscle de patient colorée a I'hématoxyline-éosine. Bl Coupe transversale de
muscle de patient colorée au NADH-TR. C/ Structure interne d'une myofibre provenant du muscle de patient

en microscopie électronique. Adapté de Romero 2010 (Romero, 2010).

Figure 4 : Principales caractéristiques
- histologiques des muscles de
~ patients  atteints de la forme

. autosomique dominante des

myopathies centronucléaires.

Al Coupe transversale de muscle de patient colorée a I'hématoxyline-éosine. Bl Coupe transversale de
muscle de patient colorée au NADH-TR. C/ Structure interne d'une myofibre de muscle de patient en
microscopie électronique. Adapté de Romero 2010 (Romero, 2010).
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1.1.1 Phénotypes des myopathies centronucléaires

Les myopathies centronucléaires.

Les premiers patients CNM males décrits dans la littérature ont tous en commun une atteinte
musculaire qui se traduit par une réduction importante de la force ((Van Wijngaarden et al., 1969) ;
(Spiro et al., 1966)). Ce phénomeéne est cependant variable en ce qui concerne le degré d'atteinte et
I'age d'apparition des symptomes, ce qui permet de définir deux populations de patients : les
patients séverement atteints qui décedent rapidement, et les phénotypes moins séveres qui
permettent d’atteindre I'age adulte.

Le premier patient décrit a développé une atteinte musculaire durant I'enfance sans signe particulier
a la naissance (Spiro et al., 1966), tandis que les cas suivants présentaient une atteinte musculaire
périnatale, se traduisant par une hypotonicité musculaire généralisée et de graves problemes
respiratoires qui ont nécessité le recours a une aide ventilatoire (Van Wijngaarden et al., 1969). Van
Wijngaarden et ses collaborateurs ont observé que I'hypotonie entrainait un retard dans le
développement moteur de ces enfants. L'analyse du quotient intellectuel et du systéme nerveux
périphérique n’a pas révélé d'anomalie, renforcant 1'idée d'une atteinte majoritairement musculaire
(Van Wijngaarden et al., 1969). D’autres patients décrits ultérieurement ont développé une atteinte
musculaire plus sévere que les précédents. L'espérance de vie varie parmi la population de patients
de quelques jours, jusqu'a l'adolescence ((Van Wijngaarden et al., 1969) ; (Barth et al., 1975) ;
(Bucher et al., 1986) ; (Donders et al., 1986) ; (Oldfors et al., 1989) ; (Braga et al., 1990)). Dans la
majorité des cas, les symptomes se déclarent durant la vie feetale et se caractérisent par un poly-
hydramnios (Barth et al., 1975) et par des mouvements feetaux réduits ((Barth et al., 1975);
(Bucher et al., 1986) ; (Donders et al., 1986) ; (Oldfors et al., 1989) ; (Braga et al., 1990)). A la
naissance, les nouveaux nés s’asphyxient et présentent une hypotonicité généralisée tres importante
((Barth et al., 1975) ; (Bucher et al., 1986) ; (Donders et al., 1986) ; (Oldfors et al., 1989) ; (Braga et
al.,, 1990)). Dans 80 % des cas l'arrét respiratoire est la principale cause de déces, une des
conséquences de la faiblesse musculaire généralisée ((Donders et al., 1986) ; (Barth et al., 1975)).
Le cceur des patients myopathes ne présente pas d'anomalie fonctionnelle (Oldfors et al., 1989).

La premiere classification des CNM se base sur la gravité des phénotypes des patients en fonction
de l'atteinte musculaire et de la durée de vie des patients. Trois groupes de classification

apparaissent : phénotype sévere, intermédiaire et léger. L'utilisation de microsatellites et I'étude de
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la ségrégation de la maladie chez les différents patients ont réduit la localisation des genes
responsables sur le génome humain (Bucher et al., 1986). L'utilisation du séquencage sur ses
portions chromosomiques isolées a permis d'identifier plusieurs génes et le reclassement des CNM.
Le reclassement génétique donne naissance a quatre groupes. Il provoque également une
redistribution des phénotypes.

La forme autosomale dominante (AD-CNM ; Figure 4) est associée a des mutations dans le
gene de la dynamine 2 (DNM2), une protéine impliquée dans la fission des vésicules de
I'endocytose. Les phénotypes associés sont une atteinte musculaire légere ou moyenne dans la quasi
totalité des cas (Romero, 2010).

La forme autosomale récessive (AR-CNM ; Figure 3) est causée par des mutations dans le
gene de I'amphiphysine 2 (BIN1). L'amphiphysine est impliquée dans la formation du tubule
longitudinal musculaire et la fission des vésicules d'endocytose. Le phénotype moyen est
majoritairement associé a la forme AR-CNM avec quelques cas séveres (Romero, 2010).

Les formes sporadiques de CNM sont en train d'émerger et elles sont caractérisées par les
genes RYR1 et hJUMPY alias MTMR14. Elles regroupent des phénotypes séveres comme moyens
((Romero, 2010) ; (Jungbluth et al., 2007) ; (Wilmshurst et al., 2010)).

Enfin la forme liée au chromosome X ou myopathie myotubulaire (XL-MTM ; Figure 1 et
2) est due a des mutations dans le géne de la myotubularine (MTM1) et regroupe a une tres large
majorité des phénotypes séveres ((Jungbluth et al., 2007); (Fujimura-Kiyono et al., 2008);
(Romero, 2010) ; (Tosch et al., 2006)).

Deux sous-groupes de patients atteints de myopathie myotubulaire peuvent étre distingués
en fonction du degré d'atteinte musculaire et de leur espérance de vie.

Le groupe des patients séveres est défini par une atteinte musculaire et un besoin d'assistance
respiratoire important ainsi qu'une durée de vie inférieure a un an. Environ 80% des patients atteints
de la myopathie myotubulaire sont dans le premier groupe. Le deuxiéme groupe contient les autres
patients survivants dont la durée de vie est supérieure a un an avec une dépendance respiratoire plus
ou moins importante et des symptémes musculaires plus faibles ((Barth et al., 1975) ; (Herman et
al,, 1999); (McEntagart et al.,, 2002)). Chez plusieurs patients, quelque soit le groupe
d'appartenance phénotypique, des manifestations symptomatiques sont enregistrées durant la
grossesse comme la présence d'un poly-hydramnios et des mouvements feetaux réduits ((Barth et
al., 1975) ; (Helliwell et al., 1998)). La maladie ne semble pas progressive par rapport au phénotype

musculaire, qui se traduit par une hypotonicité généralisée des muscles des membres, respiratoires
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et de la face (Barth et al., 1998). Outre ces symptomes, d'autres anomalies apparaissent de facon
sporadique, notamment dans la population des patients avec une espérance de vie plus importante.
Certains présentent des dysmorphies, comme des anomalies de la cage thoracique (cotes fines,
hypoplasie pulmonaire, chylothorax) (Smets, 2008) et un cryptorchidisme (atteintes des testicules)
(Bucher et al., 1986). Certains patients présentent également des complications telles que des
calculs rénaux et biliaires, des dysfonctionnements du foie (hémorragie) ((Wallgren-Pettersson et
al., 1995) ; (Herman et al., 1999)), et également des infections iatrogénes dues au matériel de
réanimation (Sustersic et al., 2005). Les complications hépatiques ont entrainé le déces de plusieurs
patients ((Herman et al., 1999) ; (Karger et al., 2005) ; (Sarnat et al., 1981)). La présence de ces

complications augmente les causes de déces et rend le pronostique de survie plus aléatoire.

Phénotype des femmes porteuses de la mutation.

Bien que la grande majorité des femmes porteuses de la maladie ne présentent aucun
symptome, une faible proportion développe un phénotype musculaire similaire a celui des patients.
L'expression des symptémes musculaires est variable selon les cas et, chez certaines patientes, il
s'aggrave au cours du temps ((Jungbluth et al., 2003) ; (Grogan et al., 2005) ; (Pénisson-Besnier et
al., 2007)).

Quelques cas de patientes présentant un phénotype sévere ont été rapportés. Toutes ont présenté, a
la naissance, une hypotonicité sévere ((Schara et al., 2003) ; (Helliwell et al., 1998) ; (Jungbluth et
al., 2003)), avec parfois une asphyxie compensée par assistance respiratoire et des problémes de
déglutition ayant abouti a la mise en place d'un systeme de nutrition artificielle ((Helliwell et al.,
1998) ; (Jungbluth et al., 2003)). L'une des patientes est morte a cinqg mois des suites d'une infection
pulmonaire (Helliwell et al., 1998). L'étude du développement fcetal de ces patientes a révélé la
présence occasionnelle de mouvements feetaux réduits ((Helliwell et al., 1998) ; (Schara et al.,
2003)) et de poly-hydramnios (Helliwell et al., 1998).

Les phénomenes extrémes restent cependant marginaux et la majorité des patientes ont un
phénotype moins sévere. L'apparition des symptomes musculaires se fait en général autour de 1’age
de cinqg ans ((Tanner, Orstavik et al., 1999) ; (Hammans et al., 2000) ; (Sutton et al., 2001) ; (Grogan
et al., 2005)), voire plus tardivement ((Grogan et al., 2005) ; (Pénisson-Besnier et al., 2007)). La
maladie est progressive mais permet une durée de vie normale (Pénisson-Besnier et al., 2007). La
encore, |'atteinte semble essentiellement musculaire, car il n'y a ni atteinte intellectuelle ((Tanner,

Orstavik et al., 1999) ; (Grogan et al., 2005)), ni atteinte du systeme nerveux central (Hammans et
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al., 2000) ou périphérique (Sutton et al., 2001).

L'état d'inactivation du chromosome X semble moduler les conséquences phénotypiques de la
mutation ((Jungbluth et al.,, 2003); (Grogan et al., 2005); (Pénisson-Besnier et al., 2007)).
L'inactivation aléatoire d'un des deux chromosomes X, selon le tissu, peut aussi expliquer la
présence de variations de phénotype pour une méme mutation ou pour des mutations différentes
((Grogan et al., 2005) ; (Tanner, Orstavik et al., 1999) ; (Hammans et al., 2000) ; (Sutton et al.,
2001)).

En revanche, les mutations dans le géene MTM1 n'ont pas d'influence sur l'activation du
chromosome X, puisque les fréquences d'inactivation du chromosome X retrouvées dans la

population de patientes sont identiques a celles de la population générale (Kristiansen et al., 2003).

1.1.2 Histologie de la maladie

La dominance d’un phénotype musculaire dans 1’ensemble des patients a focalisé les
recherches concernant la compréhension des mécanismes physiopathologiques sur le muscle

squelettique.

Histologie du muscle normal.

Le muscle squelettique est un organe qui remplit deux fonctions physiologiques
essentielles :

1) grace a ses propriétés de contractilité et d’élasticité, il permet au corps de réaliser tous ses
mouvements volontaires et d’assurer le maintien de la posture.

2) 11 joue un role essentiel dans le controle de I’homéostasie glucidique et protéique.
Plus de 600 muscles différents couvrent environ 40% de la surface du corps et, bien que le tissu
squelettique soit toujours, dans sa forme mature, un syncytium plurinucléé au stade post-mitotique,
sa composition peut varier avec sa position pour s’adapter a la contrainte mécanique : on parle alors
de typage des fibres musculaires.
Les muscles squelettiques humains apparaissent entre la 9°™ et la 10°™ semaine de gestation. Les
fibres musculaires primaires ou muscles feetaux ressemblent a des tubes avec un noyau en position
centrale. Le noyau, de grande taille, est entouré d'un halo de mitochondries, de réticulum

endoplasmique (RE) et des granules de glycogene, ainsi que des sarcomeres en voie d'assemblage.
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La 14°™ semaine est caractérisée par la migration du noyau central vers la périphérie. Les fibres
musculaires secondaires sont alors constituées de deux a trois noyaux et de myofibrilles orientés
dans l'axe de la fibre. La vitesse de maturation entre les fibres n'est pas égale car a ce stade
subsistent encore des myotubes du stade précédent (Gayathri et al., 2000).

A partir de la 24°™ semaine, les deux principaux types de fibres musculaires, distingués en fonction
des chaines de myosine qui composent les sarcomeres, apparaissent. Les fibres de type I sont
caractérisées par la présence de formes lentes de myosine et utilisent le métabolisme oxydatif pour
réaliser des contractions lentes. Les fibres de type II ont une prépondérance de myosine rapide et un
métabolisme oxydatif (type I1a) ou glycolytique (type IIb) a contraction rapide. A la naissance, les
fibres musculaires ont une morphologie de fibres matures ou adultes. Une coupe transversale de
muscle montre des myofibres polygonales, de diamétres homogenes, avec des noyaux situés en
périphérie ((Gayathri et al., 2000) ; (Gundersen, 2011)).

La croissance du muscle s'opere selon deux grands phénomenes qui se chevauchent parfois :
I’augmentation du nombre des fibres et I’augmentation de la taille des fibres. Du stade fcetal jusqu'a
la naissance les progéniteurs se divisent, se différencient en myoblastes, pour enfin fusionner entre
eux et assurer la formation d'un syncytium plurinucléé appelé aussi myotube (Bryson-Richardson et
al., 2008). Autour de la naissance et jusqu'a l'age adulte, la division des progéniteurs régresse
jusqu'a un niveau basal et les myofibres grossissent. Le grossissement des fibres musculaires est
influencé par l'influx nerveux et les variations de calcium qui en résultent, via des effecteurs comme
la calmoduline, et des voies hormonales comme la myostatine (famille des TGFb) et I'IGF-1
(insulin growth factor 1) (Gundersen, 2011).

A l'age adulte, la division des progéniteurs n'est activée que lorsque des dommages
importants apparaissent dans le muscle (Bryson-Richardson et al., 2008).

Dans le syncytium adulte, les noyaux sont situés a la périphérie de la fibre musculaire, au dessous
de la membrane plasmique (sarcolemme) (Figure 5). La structure responsable de la contraction est
le réseau de myofibrilles alimenté en énergie par les mitochondries réparties de facon homogene
dans le muscle (Figure 5). Les myofibrilles, qui s’étendent sur toute la surface du grand axe de la
cellule musculaire, sont constituées d’unités contractiles, les sarcomeres (Figure 5). Le sarcomere
est formé de 1'assemblage régulier de filaments fins d’actine et de filaments épais de myosine, qui
donnent des structures striées en microscopie électronique. Le sarcomere est délimité par deux
disques Z adjacents, région dans laquelle les filaments d’actine se réunissent. Il est constitué de

deux bandes I contenant des filaments fins qui entourent la bande A dans laquelle les filaments fins
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et épais se chevauchent (Figure 5). Au centre de la bande A, la ligne M est le point de liaison des
filaments épais (Luther, 2009). La desmine, protéine exclusivement musculaire, forme un troisieme
réseau de filaments dits intermédiaires et est localisée au niveau du disque Z ((Li et al., 1989) ;
(Costa et al., 2004)). Le cytosquelette interne de la myofibre est relié a la matrice extracellulaire par
I’intermédiaire de deux costameres. Les costameres sont situés en position latérale dans les disques
Z et les lignes M (Figure 5), et les jonctions myotendineuses, relient 1’extrémité des myofibres aux
tendons. Le complexe multi-protéique associé a la dystrophine, présent dans ces deux structures, est

ancré dans le sarcolemme et contribue au maintien de cette liaison (Lapidos et al., 2004).
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Figure 5 : Organisation de la triade dans le muscle.

L'image de gauche représente un électron micrographe d'une triade musculaire. T-tubule : tubule
transverse ; SR : réticulum sarcoplasmique. Image de droite : schéma de I'organisation interne d'une fibre

musculaire (Al-Qusairi et al., 2011).
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Les mitochondries sont réparties de facon homogene dans la fibre musculaire afin d’apporter
I’ ATP nécessaire a la production de force dans I’ensemble de la fibre (Giorgi et al., 2009). Ses
fonctions sont dépendantes du calcium, ce qui nécessite un contact permanent avec le réticulum
endoplasmique (RE), principale source de calcium intracellulaire dans la cellule (Giorgi et al.,
2009). Les mitochondries sont également localisées a proximité de la membrane plasmique, ou elles
tamponnent le calcium intracellulaire qui pénétre dans la cellule par la membrane(Lebiedzinska et
al., 2009) (Figure 5).

Les fibres musculaires contiennent une structure primordiale et dynamique pour la
contraction musculaire, la triade (Figure 5). Cette structure remplit le role de convertisseur de
signaux nerveux en influx calcique, également appelé couplage de I’excitation-contraction. La
triade est constituée d'une invagination du sarcolemme, le tubule transverse ou T-tubule, et entourée
de deux protubérances du réticulum sarcoplasmique (RS: réticulum endoplasmique lisse de la
cellule musculaire) appelées citernes terminales. Le T-tubule est enrichi en dihydropyridine
récepteur (DHPR) qui fait partie de la famille des récepteurs de type L. Le DHPR est composé de
cing sous-unités (al, y, § (transmembranaire), 3 (soluble) et a2), avec des spécificités tissulaires
comme par exemple, la sous-unité als qui est spécifique du muscle squelettique et la sous-unité alc
du muscle cardiaque. La sous-unité principale du canal est la sous-unité a qui forme le pore du
canal et détecte la dépolarisation membranaire et participe a l'influx calcique (Dulhunty, 2006). Les
autres sous-unités participent a la régulation de la fonctionnalité du canal (Flucher et al., 2005). Le
réticulum sarcoplasmique (RS) est enrichi avec le canal ryanodine 1, ou récepteur ryanodine 1
(RYR1), qui controle la libération du calcium intracellulaire. Le RYRI1 est spécifique du muscle
squelettique et interagit avec le DHPR. Lors de l'influx calcique, le DHPR déclenche I'ouverture du
RYRI1. La triade est également composée d'autres protéines comme la calséquestrine, la junctine et
la triadine (Dulhunty, 2006).

La mise en place de la triade, chez la souris illustre les principales étapes. La formation de la triade
débute au stade embryonnaire (E) 15 dans la myofibre. Le T-tubule est localisé a proximité de
I'anneau de myofibrilles périphériques. Les tubules vont grandir en taille et s'enfoncer dans la
myofibre tout en conservant une orientation longitudinale. A ce stade, les myofibrilles occupent
I'ensemble du cytoplasme et le noyau a migré a la périphérie (Takekura et al., 2001). Apres la
naissance, il faut attendre trois semaines pour que les T-tubules retrouvent une orientation
complétement transversale (Franzini-Armstrong, 1991). Le RYRI1 apparait sous forme de points

dispersés sur le réticulum endoplasmique dans le cytoplasme. Durant la maturation de la triade, les
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points s'organisent graduellement de facon transversale autour de la ligne Z. Aprés la naissance
seule l'orientation transversale subsiste (Takekura et al., 2001). La formation de la triade se produit
pendant la formation du T-tubule.

Au 14°™ jour embryonnaire, elles n'ont pas d'organisation et sont dispersées a proximité de la
membrane plasmique. Le couplage périphérique de I'excitation contraction disparait pour laisser
place a une augmentation graduelle de la densité des interactions entre le DHPR et le RYR1.

Le stade avant la naissance contient majoritairement des diades. Les triades subissent également la
réorganisation transversale rapide comme le T-tubule. Apres la naissance, le RYR1 et le DHPR
s'accumulent 1'un en face de l'autre sur leurs membranes respectives en petits paquets espacés

nommés pieds (Figure 5) (Takekura et al., 2001).

Histologie du muscle des patients atteints de myopathie myotubulaire (XLMTM).

Les biopsies musculaires faites chez les patients atteints de myopathie myotubulaire révelent
de nombreuses anomalies de structure, visibles quelque soit la sévérité du phénotype. De facon
globale, la fibre musculaire du patient présente des caractéristiques histologiques la rapprochant des
myotubes feetaux. Cette observation est a I’origine du nom de « myopathie myotubulaire » donnée a
cette forme de CNM. Mais la présence de caractéristiques histologiques propres aux fibres matures
plaide pour un arrét de la maturation.

La premiére caractéristique remarquable est la présence de fibres musculaires hypotrophiées
(absence de croissance normale de la fibre) dans tous les muscles squelettiques (Figure 1). En effet,
dans plusieurs muscles de patients agés de quelques jours ou de quelques mois, dont le diaphragme,
les myofibres sont significativement plus petites que celles provenant d’enfants normaux du méme
age (Ambler, Neave et al., 1984), mais elles ont la méme taille que des fibres provenant d'enfants
morts avant terme (Silver et al., 1986).

La seconde caractéristique est une désorganisation de la structure des fibres qui ressemblent, dans
leur grande majorité, a des myotubes feetaux (Figure 1) ((Sarnat et al., 1981) ; (Ambler, Neave et
al., 1984) ; (Helliwell et al., 1998)). Les noyaux ne sont plus en position périphérique dans la fibre,
mais sont internalisés dans des proportions variables ((Ambler, Neave et al., 1984) ; (Helliwell et
al., 1998) ; (Gayathri et al., 2000)). Silver et ses collaborateurs avancent une hypothése intéressante
pour expliquer la présence des noyaux internalisés et qui renforce 1'idée d'un arrét de maturation des
myofibres. Les noyaux internalisés pourraient provenir de la fusion de myoblastes avec les

myotubes pendant la croissance des fibres musculaires. Le myotube malade est alors incapable de
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faire migrer le noyau (Silver et al., 1986). Les myofibrilles, assemblage de sarcomeres, sont moins
nombreuses et se présentent en paquets plus ou moins désorganisés a la périphérie de la fibre,
laissant un halo dépourvu d’unités contractiles au centre (Figure 1) ((Ambler, Neave et al., 1984) ;
(Ambler, Neave et Singer, 1984) ; (Silver et al., 1986) ; (Askanas et al., 1979)). L’ultrastructure des
fibres montre que les paquets de myofibrilles présents dans les fibres sont matures, méme s'ils sont
désorganisés, car tres peu sont liés au RE granuleux ((Ambler, Neave et Singer, 1984) ; (Silver et
al., 1986)). Les mitochondries s’accumulent dans le centre de la fibre musculaire, souvent aux
alentours du noyau ((Helliwell et al., 1998) ; (Sarnat et al., 1981) ; (Sarnat, 1990)). La quantité de
triades dans les muscles de patients est variable tout comme I'organisation de leurs structures. La
variation de structure au sein de ces triades, indique que le stade fcetal a été dépassé ((Ambler,
Neave et al., 1984); (Ambler, Neave et Singer, 1984) ; (Dowling et al., 2009)). Chez certains
patients, le RE granuleux forme des agrégats au centre de la fibre, dans lesquels les T-tubules, peu
profonds, sont en position longitudinale et occasionnellement associés avec les cavéosomes
((Ambler, Neave et al., 1984); (Ambler, Neave et Singer, 1984); (Sarnat, 1990)).
L’immunodétection d’une grande quantité de desmine, de vimentine, et de la forme embryonnaire
de la myosine, souligne 1’aspect immature de la fibre musculaire. L'expression de la desmine et de
la vimentine évolue de facon inversement proportionnelle a la maturation de la fibre musculaire. La
présence de myosine embryonnaire caractérise les myoblastes et les myotubes primaires ((Helliwell
et al., 1998) ; (Sarnat, 1990) ; (Van Der Ven et al., 1995)). Le typage des fibres musculaires est une
caractéristique qui n'apparait que lors de la différenciation finale des myofibres (Helliwell et al.,
1998). Dans beaucoup de biopsies de muscle de patients, le type I des myofibres est favorisé de 30 a
78% par rapport au nombre total de fibres ((Ambler, Neave et Singer, 1984) ; (Helliwell et al.,
1998)). Certaines grandes fibres de type I subsistent (Sarnat et al., 1981), mais en regle générale les
deux types sont majoritairement atrophiés (Helliwell et al., 1998). Des fibres musculaires matures
sont retrouvées dans les muscles de certains patients (Sarnat et al., 1981).
La troisieme caractéristique est la présence de jonctions neuromusculaires d'aspect immature dans
les fibres musculaires de patients. Plusieurs caractéristiques histologiques de ces jonctions les
rapprochent des jonctions neuromusculaires du stade feetal ((Ambler, Neave et Singer, 1984) ;
(Fidzianska et al., 1994)) :
1. les contacts entre 1‘axone et la fibre musculaire existent, mais sont peu nombreux ((Ambler,
Neave et Singer, 1984)). La jonction neuromusculaire est de petite taille (Coérs et al., 1976),

les adhésions focales et les crétes le sont également (Ambler, Neave et Singer, 1984).
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2. Les invaginations du sarcolemme sont peu nombreuses, peu profondes et mal développées
((Ambler, Neave et Singer, 1984) ; (Fidzianska et al., 1994)).

3. La protéine N-CAM permet I'adhésion de la jonction neuromusculaire. Sa distribution sur la
jonction est anormale et appauvrie (Fidzianska et al., 1994). Elle est également accumulée a
I’intérieur de la fibre (Helliwell et al., 1998). Ses caractéristiques se retrouvent lors de la
formation de la jonction dans un muscle normal ((Helliwell et al., 1998) ; (Fidzianska et al.,
1994)).

Bien que I’immaturité musculaire soit difficilement reproductible in vitro (Van Der Ven et al.,
1995), la co-culture de cellules nerveuses normales et musculaires pathologiques, in vitro, n’a pas
révélée d’arrét de la maturation des jonctions neuromusculaires (Dorchies et al., 2001).
L’immaturité de la jonction ne semble pas abolir complétement sa fonction, puisque la sur-
stimulation des récepteurs a 1’acétylcholine provoque une réponse musculaire (Robb et al., 2011).
Plusieurs articles montrent que les muscles sont correctement innervés ((Coérs et al., 1976) ;
(Ambler, Neave et Singer, 1984) ; (Sarnat, 1990)), avec des axones et les cellules de Schwann
normales (Ambler, Neave et Singer, 1984). Bien que la preuve de l'altération de la conduction
nerveuse dans les cas les plus séveéres ne soit pas faite, chez le modeéle poisson de la myopathie
myotubulaire la stimulation nerveuse provoque la contraction du muscle (Dowling et al., 2009). De
plus, Sarnat et ses collaborateurs ont montré, dans un cas de myopathie myotubulaire, des signes de
nécrose et de régénération nerveuse (Sarnat et al., 1981), qui montrent un arrét des interactions entre
le nerf et le muscle. Un role majeur des nerfs dans le mécanisme pathologique semble fortement
exclu.

Les patients du groupe des survivants présentent des caractéristiques histologiques
communes avec les patients séveres. Les fibres musculaires sont de taille et ont une proportion de
noyaux internalisés variables ((Spiro et al., 1966) ; (Barth et al., 1998) ; (Van Wijngaarden et al.,
1969) ; (Bevilacqua et al., 2009)), pouvant aller jusqu'a 80% (Van Wijngaarden et al., 1969) en
opposition a d'autres qui n'en n'ont aucun (de Goede et al., 2005). De plus, certaines fibres
présentent plusieurs noyaux internalisés sur un méme plan de coupe (Van Wijngaarden et al., 1969).
Les fibres de type I semblent beaucoup plus atrophiées que le reste des fibres, mais leur proportion
varie selon les patients. La morphologie des fibres est également disparate et oscille entre des
caractéristiques de fibres matures (Van Wijngaarden et al., 1969) et immatures (halo de myofibrilles
séparées des mitochondries et altérations de la localisation de N-CAM (Barth et al., 1998)).

Le groupe des patients survivants possede deux caractéristiques histologiques supplémentaires et
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propres. Certaines myofibres possédent un halo de mitochondries formant un cercle situé loin de la
membrane plasmique. Dans la majorité des cas, ce cercle, ou « Necklace », contient un noyau, qui
de ce fait est internalisé, mais pas central (Figure 4). Cet anneau contient également les protéines
suivantes: la desmine, I’aB cristalline et SERCA 1 et SERCA 2. Ce type d’anneau est retrouvé
majoritairement dans les fibres atrophiées et également dans les fibres de type I et IT (Bevilacqua et
al., 2009). La deuxieme caractéristique est la présence d’adipocytes dans les muscles de certains
patients ((Barth et al., 1998) ; (Van Wijngaarden et al., 1969)). Ce phénomene semble progressif
(Barth et al., 1998), bien que I’ensemble des autres caractéristiques histologiques n’évolue que

faiblement (Spiro et al., 1966).

Histologie musculaire des femmes porteuses de mutations XLMTM.

Les femmes porteuses des mutations présentent une atteinte histologique trés variable. En
effet certaines sont completement asymptomatiques car la structure des fibres musculaires est
normale (Keppen et al., 1987). L’autre groupe de patientes porteuses de mutations présente des
atteintes histologiques variables, et des ressemblances avec 1’histologie des patients males plus ou
moins proches. La taille des fibres musculaires est variable selon les cas ((Helliwell et al., 1998) ;
(Hammans et al., 2000) ; (Sutton et al., 2001) ; (Jungbluth et al., 2003) ; (Grogan et al., 2005) ;
(Pénisson-Besnier et al., 2007) ; (Bevilacqua et al., 2009)) et refléte en partie le degré d’atteinte
pathologique ((Hammans et al., 2000) ; (Sutton et al., 2001)). Chez la plupart des patientes, les
fibres de types I sont prédominantes et souvent décrites comme atrophiées ((Helliwell et al., 1998) ;
(Hammans et al., 2000) ; (Jungbluth et al., 2003) ; (Pénisson-Besnier et al., 2007) ; (Bevilacqua et
al., 2009)), bien que ce ne soit pas le cas partout (Grogan et al., 2005). La proportion de noyaux
internalisés varie de 10% (Helliwell et al., 1998) a 70-85% ((Sutton et al., 2001) ; (Grogan et al.,
2005) ; (Bevilacqua et al., 2009) ; (Hammans et al., 2000)) et certaines fibres contiennent plus d’un
noyau sur un méme plan histologique (Hammans et al., 2000). La structure des myofibres est
également atteinte. Chez certaines patientes, des myofibres sont retrouvées avec un halo dépourvu
de myofibrilles autour des noyaux et en position centrale de la myofibre (Jungbluth et al., 2003).
Des fibres musculaires d’autres patientes présentent une accumulation de mitochondries et de SR au
centre de la fibre avec ou sans noyau central ((Hammans et al., 2000) ; (Pénisson-Besnier et al.,
2007)). De nouvelles caractéristiques histologiques apparaissent comme les « Necklace », qui se
retrouvent également chez les patients (Bevilacqua et al., 2009), et le remplacement progressif du

muscle par du tissu adipeux chez la grande majorité des patientes dans des proportions variables
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((Helliwell et al., 1998) ; (Hammans et al., 2000) ; (Jungbluth et al., 2003) ; (Grogan et al., 2005) ;
(Pénisson-Besnier et al., 2007)). Enfin la maladie semble progressive dans la population féminine

atteinte, car les caractéristiques histologiques augmentent avec le temps (Bevilacqua et al., 2009).

1.1.3 Identification du gene

L'étude de la transmission de la maladie des premiers cas de CNM a permis de restreindre
les recherches du gene responsable de la maladie au chromosome X (Bucher et al., 1986).
L’utilisation des microsatellites, marqueurs génomiques, dans plusieurs familles consanguines
atteintes de CNM a permis de restreindre la région de localisation du géne a une distance de 280kpb
((Starr et al., 1990) ; (Smolenicka et al., 1996) ; (Hu, Laporte, Kioschis et al., 1996) ; (Hu, Laporte,
Kress et al., 1996)). En 1996 le gene responsable de la myopathie myotubulaire est séquencé par
clonage positionnel de cette région (Laporte et al., 1996). La connaissance de la séquence génique
d'MTM1 a été le point de départ pour un reclassement des CNM et 1'étude moléculaire de la
maladie.
Le séquencage de la région génomique, I’utilisation des banques d’EST et de la bio-informatique
ont permis la caractérisation du gene et de sa protéine (Laporte et al., 1996). Le gene est divisé en
15 exons, précédé par une région génomique de deux kilo bases (kb) contenant le promoteur
théorique. Une analyse in silico a identifié trois sites de fixation du facteur de transcription
Myogénine, qui est spécifique du muscle (Laporte, Guiraud-Chaumeil et al., 1998). La séquence
codante de MTM1 conduit a la synthese de la myotubularine, une phosphatase identifiée par son site
catalytique, (I/'V)HCXAGXXR(S/T)G, caractéristique des protéines tyrosine phosphatases. La
détection des transcrits dans différents tissus a permis de mettre en évidence un transcrit ubiquitaire
de 3.9 kb et un second transcrit de 2.4 kb, uniquement dans le muscle et les testicules (Laporte et

al., 1996).

Les mutations et leurs conséquences phénotypiques.

La connaissance de la séquence et de I’organisation du gene MTM1 permet la recherche de
mutations dans les exons et les introns chez les patients. La premiéere technique utilisée pour la
détection de mutation, est la méthode du « single-strand conformation polymorphism » ou SSCP.

Actuellement, les mutations dans les séquences exoniques sont détectées par séquencage de Sanger
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ou par la technique de « denaturing high performance liquid chromatography » ou DHPLC, qui
permet une détection plus rapide des mutations (Flex et al., 2002). Demain, les mutations pourront
étre détectées par « deep sequencing » ce qui accélerera le processus (Laporte, Myologie 2011).
Enfin les techniques de diagnostic sont complétées par la détection de la myotubularine dans des
cellules ou des biopsies musculaires de patients ((Laporte et al., 2001) ; (Tosch et al., 2010)). Les
techniques de diagnostic moléculaire sont également étendues au diagnostic prénatal afin de
renforcer la pertinence du conseil génétique (Tanner, Schneider et al., 1999).

Une premiere étude met en évidence huit mutations chez huit patients ouvrant la voie a la
caractérisation des mutations présentes chez les patients (Laporte et al., 1996). Les mutations dans
le gene MTM1 sont retrouvées dans des patients de toutes les ethnies dont I'Europe ((de Gouyon et
al., 1997) ; (Tanner, Schneider et al., 1999)), le Japon ((Nishino et al., 1998) ; (Tsai et al., 2005)) et
I’Amérique du Nord (Herman et al., 2002). Actuellement le site « The human gene mutation
database » recense plus de 200 mutations dans le gene MTM1.

Les mutations conduisant a une modification du cadre de lecture, un changement d’acide aminé, ou
tronquant la protéine, sont en plus grande proportion que les délétions de petits et grands fragments
d’ADN génomique, quelque soit 1’origine ethnique ((Biancalana et al., 2003) ; (Herman et al.,
2002) ; (Tsai et al., 2005)). Le seul point chaud de mutation semble étre 1’insertion des trois acides
aminés FIQ a proximité du site catalytique. Cette mutation est tres souvent associée a un phénotype
sévere ((Biancalana et al., 2003) ; (Herman et al., 2002) ; (Nishino et al., 1998)). Cependant méme
si la fréquence d’apparition reste élevée en comparaison des autres types de mutation, elle ne
représente que 7,3% du total des mutations ((Biancalana et al., 2003) ; (Laporte et al., 2000)). La
grande majorité des mutations provoquent un phénotype sévere et le plus souvent associé a une
protéine (Biancalana et al., 2003). De plus 1’absence de myotubularine est associée avec un
phénotype sévére. Cependant certaines mutations se retrouvent chez des patients atteints de forme
sévere et moyenne (Biancalana et al., 2003). Les mutations sont dispersées de facon aléatoire sur le
gene (Biancalana et al., 2003), sans vraiment mettre en évidence un site particulier (McEntagart et
al., 2002). La relation entre les mutations géniques et la structure tertiaire de la protéine se limite a
la corrélation entre leurs positions sur les domaines identifiés en structure secondaire.
L'identification des mutations dans le géne MTMI1 a mis en évidence qu’une méme mutation
pouvait induire des phénotypes musculaires plus ou moins graves ((McEntagart et al., 2002) ;
(Hoffjan et al., 2006)). Cependant la présence de mutations conduisant a une absence de protéine,

ou une protéine tronquée, est presque toujours associées a des phénotypes séveres, tandis que des
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mutations faux-sens sont associées avec des phénotypes moyens (McEntagart et al., 2002). Ces
données, ajoutées a la présence de complications chez certains patients renforcent 1’idée de
l'existence de facteurs aggravants ou de mécanismes compensatoires.

L'étude parallele des mutations et de 1'histologie des patients a permis de mettre en évidence que des
mutations tronquantes, ou provoquant 1'absence de la myotubularine, sont tres souvent associées a
une taille moyenne de myofibres réduites et une durée de vie courte chez les patients, tandis que la
présence de mutations faux-sens est associée a une taille moyenne des myofibres plus importante
que précédemment et une durée de vie plus importante (Pierson et al., 2007). L’analyse de la taille

moyenne des fibres semble étre un bon moyen pour affiner le pronostic vital des patients.

1.2 La famille des protéines homologues a Ila
myotubularine

Le gene MTM1, est le membre fondateur de la famille des protéines liées a la myotubularine
ou MTMR, qui actuellement comprend 15 membres ((Clague et al., 2005) ; (Tosch et al., 2006)), de
MTMR1 a MTMR14 (Figure 6A). La connaissance de la séquence du gene MTM1 a permis de
découvrir des genes homologues dans le génome humain. La recherche de genes orthologues a
MTM1 dans d'autres génomes a mis en évidence une conservation du gene de ’homme jusqu’a la
levure (Laporte, Blondeau et al., 1998). Il ne semble pas y avoir de myotubularine chez les
procaryotes (Laporte et al., 2003). En revanche les MTMRs sont retrouvées chez certaines plantes
((Ding et al., 2009) ; (Kerk et al., 2010)), champignons et parasites (Kerk et al., 2010). La recherche
d’homologues dans les différentes especes a permis de mettre en évidence 1’existence d’un nombre
variable de MTMRs selon les especes. Chez Saccharomyces cerevisiae, un seul géne est présent
((Taylor et al., 2000); (Blondeau et al., 2000)), tandis que chez Caenorhabditis elegans et
Drosophila melanogaster, il existe six membres ((Laporte et al.,, 2001) ; (Laporte et al., 2003)).
Chez Danio rerio, douze des quinze myotubularines sont présentes (Dowling et al., 2009) et chez
Mus musculus 14 sont présentes (http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Info/Index). Homo

Sapiens possede actuellement le plus grand nombre de MTMR.
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Figure 6 : La famille des protéines associées a la myotubularine.
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Al Les MTMRs possédent une succession de trois domaines protéiqgues communs : le domaine PH-GRAM,
le domaine catalytique PTP et le domaine « Coiled-Coil »>. MTMR14 ne posséde que le domaine catalytique
PTP. Certaines MTMRs possédent d'autres domaines additionnels : PDZ, FYVE, PH et DENN. Adapté de
Begley 2005. B/ Structure tridimensionnelle du site catalytique de MTMR2 (Bleu) en complexe avec son
substrat le PI3,5P; (Jaune). Adapté de Begley 2005 (Begley et al., 2005).
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1.2.1 Identité de Ila famille : le domaine protéine tyrosine

phosphatase

La comparaison des séquences d’acides aminés des MTMRs entre-elles révele la

conservation d'un certain nombre d'entre elles au cours de 1'évolution ((Laporte et al., 1996) ;
(Laporte et al., 2001); (Laporte et al., 2003)). La premiere séquence consensus remarquable
comprend les acides aminés CSDGTDR (Figure 6B), et est retrouvée dans le site catalytique des
protéines tyrosine phosphatases (PTP) et des protéines a double spécificité (DSP) ((Laporte et al.,
2000) ; (Wishart et al., 2001)). Cependant le site actif des MTMRs ne conserve de commun avec
ces deux familles de protéines que la séquence CX:R, mais il se rapproche plus du site catalytique
de la phosphatase Saclp de la levure que des autres protéines tyrosine phosphatases ((Taylor et al.,
2000) ; (Wishart et al., 2001) ; (Laporte et al., 2001)).
La comparaison des séquences protéiques des PTP et DSP, montre une identité globale tres faible,
autour de 5% d’identité de séquence, et c’est la résolution de leur structure tertiaire qui met en
évidence des similarités de structure, notamment dans 1’organisation du site catalytique. Les
éléments divergents du site catalytique semblent permettre la discrimination et la spécificité des
substrats. La réaction catalysée par ces enzymes est divisée en deux étapes, qui requierent la
création d’un intermédiaire enzyme-substrat. La premiere étape est 1’attaque nucléophile de la
cystéine du site catalytique via son groupement soufre sur le groupement phosphate-substrat et la
formation de ’intermédiaire. Un acide aspartique proche du site actif protone 1’oxygene du substrat
et permet sa libération rapide, sans le groupement phosphate. L’intermédiaire enzyme-phosphate est
ensuite hydrolysé par une molécule d’eau et permet une régénération rapide du site actif (Denu et
al., 1996).

Le domaine PTP des MTMRs, long de 375 aa (Begley et al., 2005), est beaucoup plus grand
que le domaine PTP classique qui varie entre 200-300 aa (Denu et al., 1996). En effet le domaine
PTP des MTMRs comprend dans sa partie N-terminale (N-ter) un domaine RID, pour « Rac
induced recruitment domain » et dans sa partie C-terminale (C-ter) un domaine SID, pour « SET
(Su(var), Enhancer of zeste, Trithorax) interaction domain », tous les deux intégrés au domaine PTP.
La résolution de la structure tertiaire de MTMR?2 a permis de voir 1’agencement du site catalytique
ainsi que des différents domaines communs aux MTMRs (Begley et al., 2003). Une seconde étude a
permis de caractériser les interactions entre les substrats et le site catalytique de MTMR2 (Begley et

al., 2006). Ces études montrent que la poche du site actif des MTMRs est beaucoup plus profonde
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que les poches des sites actifs classiques des PTP ((Begley et al., 2005) ; (Begley et al., 2006)). 1l
possede également une résistance plus importante au stress oxydatif in vivo et in vitro que d’autres
domaines PTP, comme celui de Sac1 (Ross et al., 2007).

La découverte du site actif a également mis en évidence la présence d’une sous population

de MTMR. En effet, si I’alignement des séquences met en évidence que toutes les MTMRs
possedent un domaine PTP, il révele également la présence de variations au niveau du site
catalytique. Dans la famille humaine des MTMRs, deux groupes peuvent étre distingués par leur
site actif. Le groupe des MTMRs actives, c’est-a-dire celles qui possédent les acides aminés
caractéristiques du site catalytique, et les MTMRs inactives, c’est-a-dire, celles qui ne possedent pas
les acides aminés du site catalytique (Laporte et al., 2003). Il s’avere également que les variations
retrouvées chez les membres inactifs des MTMRs les rendent bien inactives (Cui et al., 1998).
Les MTMRs possédent également d’autres domaines retrouvés a la fois chez les MTMRs actives et
inactives, qui participent au corps commun des MTMRs. En N-ter de la protéine se trouve un
domaine PH-GRAM, suivi d’un domaine RID, du domaine PTP, du domaine SID et enfin en C-ter,
d’un domaine « Coiled-Coil » (CC). Ces différents domaines sont constants a toutes les MTMR
(Laporte et al., 2003), sauf MTMR 14, qui ne posséde pour le moment que le domaine PTP (Tosch et
al., 2006).

1.2.2 La fonction des MTMRs

Identification des substrats.

La connaissance de la présence de ce site actif a conduit a 1’identification des substrats
spécifiques des MTMR. Les premiéres analyses, focalisées sur la déphosphorylation de protéines se
sont avérées trés faibles, voire inefficaces ((Cui et al., 1998) ; (Laporte et al., 2003) ; (Taylor et al.,
2000)). La ressemblance du site actif des MTMRs avec le site actif d’autres phosphatases
déphosphorylant des phospholipides (Taylor et al., 2000), et la capacité de la myotubularine
d'hydrolyser le para-nitrophénylphosphate (pNPP) (Laporte, Blondeau et al., 1998) ont permis de
restreindre la recherche du véritable substrat. Le phosphatidyl-inositol-3-phosphate (PI3P) (figure
D2) est le premier substrat mis en évidence in vitro et in vivo dans des cellules de mammiferes
(Taylor et al., 2000).

La spécificité de MTM1 pour le PI3P est conservée durant I’évolution et a été mise en évidence
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chez les eucaryotes unicellulaires comme la levure (Laporte et al., 2000), et pluricellulaires comme
Danio rerio (Dowling et al., 2009). Cette spécificité pour le PI3P semble étre commune aux
différentes familles de MTMRs a travers 1’évolution ((Walker et al., 2001) ; (Zhao et al., 2001) ;
(Berger et al., 2002) ; (Schaletzky et al., 2003) ; (Mochizuki et al., 2003)). Au fil du temps un
deuxiéme substrat a été identifié, le phosphatidyl-inositol-3,5-bis phosphates (P13, 5P,) (Figure 6B
et 7B) et il semble également commun a toutes les MTMRs ((Walker et al., 2001) ; (Zhao et al.,
2001) ; (Berger et al., 2002) ; (Schaletzky et al., 2003) ; (Mochizuki et al., 2003)).
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Figure 7 : Les substrats des MTMRs et leur localisation dans la cellule.

Al Localisation des différents phosphoinositides dans les différentes voies d'endocytose et d'exocytose
cellulaires. EE : endosome précoce ; ly : lysosome ; MVBJ/LE : corps multivésiculaire ou endosome tardif ;
Ph : phagosome ; Ph-ly : phago-lysosome ; RE : endosome trés précoce ; RG : granule de sécrétion. Adapté
de De Matteis NCB 2004 (De Matteis et al., 2004). Bl Formule bidimensionnelle des deux substrats des
MTMRs, le PI3P et le PI3,5P2 et de leurs métabolites le Pl et le PI5SP. Adapté de Begley 2005 (Begley et al.,
2005).
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Figure 8 : les différentes kinases qui forment les substrats des MTMRs.

Représentation schématique des trois classes de kinases phosphorylant la position 3 du groupement inositol

de différents phosphoinositides. Le PI3P utilisé par la myotubularine semble formé par les classes Il et lIl.

Adapté de Vanhaesebroeck 2010 (Vanhaesebroeck et al., 2010).
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Le métabolisme des phosphoinositides : naissance et extinction.

Les lipides remplissent des roles essentiels dans la cellule (Figure 7). Ils permettent

I’intégrité de la cellule et participent a la compartimentation des fonctions cellulaires. Parmi les
différentes populations de lipides existants, une minorité d’entre eux, environ 10% ((De Matteis et
al., 2004) ; (Di Paolo et al., 2006)) du total, remplissent des fonctions essentielles pour la cellule :
les phosphoinositides. Le métabolisme des phosphoinositides est régulé par un grand nombre
d’enzymes qui agissent sur les différentes positions du groupe inositol. Deux groupes d’enzymes
participent a ce métabolisme : les kinases (Figure 8) et les phosphatases (Figure 7). L’interaction
entre ces deux populations d’enzymes permet de générer un code qui sert d’identité aux différentes
membranes par 1’intermédiaire des phosphoinositides. Les MTMRs font partie du groupe des
phosphatases et déphosphorylent la position 3 du groupe inositol.
Les phosphoinositides sont composés d’un corps hydrophobe et d’une téte hydrophile. Le corps se
compose de deux lipides a longue chaine carbonée reliés entre eux par un groupement glycérol. La
derniére fonction OH du groupement glycérol permet de faire le lien avec la téte du lipide grace a
une liaison phosphodiester. La téte est formée par I’inositol qui va déterminer 1’identité de
différentes populations de phosphoinositides (Figure 7). Le phosphatidyl-inositol (PI), précurseur de
la famille, est synthétisé dans le réticulum endoplasmique et transporté dans les membranes par des
vésicules ou des protéines de transfert ((Di Paolo et al., 2006)).Les phosphoinositides sont ensuite
générés par phosphorylation et déphosphorylation de certaines positions spécifiques du groupe
inositol ((De Matteis et al., 2004) ; (Di Paolo et al., 2006)). En effet les positions D3, D4 et D5 du
groupement sont phosphorylées par différentes kinases générant ainsi des phosphoinositol mono-
phosphate, des PI bi-phosphates et le phosphatidyl inositol tri-phosphates (PIP;). Une fois
phosphorylés, le mécanisme inverse permet de générer des phophoinositides mono- et bi- phosphate
ainsi que de I’inositol ((De Matteis et al., 2004) ; (Di Paolo et al., 2006)).

Les kinases (Figure 8) constituent un groupe de protéines qui permettent d’ajouter un
groupement phosphate, provenant de I’ATP a différentes positions du groupement inositol. Un
groupe de kinase est spécialisé dans la phosphorylation de la position 3 du phosphatidyl inositol :
les phosphatidyl-inositol 3 Kinases (PI3K). Il existe trois classes de kinases chez les mammifeéres :
les PI3K de classe I (PI3K-CI), les PI3K de classe II (PI3K-CII) et les PI3K-CIII de classe III. Ces
trois classes de kinases sont retrouvées dans des organismes inférieurs comme D. melanogaster et
C. elegans. En revanche, chez S. cerevisiae une seule classe de kinase est retrouvée, c’est la classe

II1. Les différentes classes de kinases, chez les mammiféres, comptent au total huit membres contre
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trois pour C. elegans et D. melanogaster et un pour S. cerevisiae. Les kinases sont contr6lées en
premier par des sous-unités régulatrices et en second par différentes protéines qui vont gouverner
leur fonction, I’activité kinase, et leur localisation. Ces interactions vont permettre un contréle tres
précis des kinases en réponse a différents stimuli et également déclencher différents événements a
des endroits bien précis ((Sasaki et al., 2009) ; (Vanhaesebroeck et al., 2010)).

Les phosphatases constituent la famille des protéines qui permet d'enlever un groupement
phosphate de I'inositol. Plusieurs types de phosphatases existent et elles sont regroupées en famille
selon leur séquence protéique.

La famille des phosphatases Sac pour « suppressor of actine », posséde trois membres de taille
variable mais supérieure a 400 aa. Le motif catalytique CXsR de Sacl lui permet de déphosphoryler
les positions D3, D4 et ou D5 des PI3P, PI4P et PI3,5P2, tant chez le rat que chez la levure.
Cependant elle n'agit pas sur le PI4,5P, contrairement a son homologue Sac2. Sacl controle
l'inhibition de la sécrétion des vésicules du « Trans-Golgi Network », ou elle localise, lorsque la
cellule est privée de nourriture. Dans ces conditions, Sacl se lie a COP-II et hydrolyse le PI4P ce
qui provoque un arrét de la sécrétion de vésicules. L'inactivation de Sacl dans des embryons de
souris provoque leur mort rapidement apres l'implantation, ce qui prouve le role important que joue
Sacl dans I'activité cellulaire de base. Sac2 semble étre régulé par I'histone déacétylase-2 (Hdac2)
et agir négativement sur la voie d'Akt en controlant la vie du PI3,4,5P; (ou PIP;). Sac3 remplit un
role essentiel dans la croissance des neurones en différenciation grace a son association avec la
PIP3K alias PIKfyve pour « phosphoinositide kinase for five position containing a FYVE (Fablp,
YOTB, Vaclp and EEA1) finger ». PIKfyve ajoute un phosphate en position 5 du PI et du PI3P et
Sac3 hydrolyse la position 5 du PI3,5P, De plus, l'interaction de Sac3 avec PIKfyve provoque une
activation de la kinase (Sasaki et al., 2009).

La famille des phosphatases PTEN ne compte qu'un seul membre : PTEN pour « phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome 10 ». PTEN déphosphoryle la position 3 du PIP3 grace a
son site catalytique CX5R. Ce PIP3 est formé par les PI3 kinases et sert a réguler 1'activation de
PDK1. Le mécanisme d'inhibition de I'activation d'Akt par PTEN passe par l'inhibition du
fonctionnement de PDK1. PTEN joue le role de suppresseur de tumeur en prévenant les activations
anarchiques d'Akt. Son réle est tres important car PTEN est le deuxieme facteur muté, supprimé ou

inhibé dans les cancers chez 'homme (Sasaki et al., 2009).
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Le role des phosphoinositides dans 1'identité membranaire.

L'interaction entre un PI et son effecteur est généralement faible et pour la stabiliser et la
renforcer il faut que plusieurs de ces protéines interagissent ensemble. Ce mode de fonctionnement
assure une dynamique importante pour la régulation des membranes, de leur formation a leur
devenir. L'effecteur reconnait un type de PI avec une affinité plus ou moins grande suivant le type
de domaine protéique dont il dispose. L'interaction débute par une interaction électrostatique de
deux types, dans certains cas elle est spécifique et dans d'autres, aspécifique. Dans le premier cas
l'interaction peut, ou non, induire un changement dans la conformation de la membrane. Suite a ce
changement une partie hydrophobe du module de liaison se fixe dans la membrane augmentant la
déformation. Dans le cas de liaison électrostatique aspécifique, le domaine protéique lie le PI et met
en place l'interaction hydrophobe avec la membrane. La mise en place de l'interaction hydrophobe
va stabiliser le complexe en rendant la reconnaissance domaine-PI spécifique. Dans tous les cas
l'association réguliére de plusieurs domaines permet une courbure importante de la membrane (De
Matteis et al., 2004).

La spécificité entre les domaines protéiques et les PI a permis de les localiser principalement dans la
voie de l'endocytose et de l'exocytose (Figure 6A). Le domaine FYVE possede une grande
spécificité pour le PI3P. L'association de deux domaines FYVE avec la GFP permet d'obtenir une
sonde 2XFYVE, qui met en évidence le PI3P intracellulaire. Le PI3P se retrouve dans plusieurs
types d'endosomes : les endosomes précoces, les vésicules internes du MVB et dans les phagosomes
matures. La localisation sectorielle et statique du PI3P confére une identité a l'endosome (De
Matteis et al., 2004).

L'identité membranaire permet le recrutement de différents types de protéines. Ces protéines
interagissent entre elles renforcant la liaison avec la membrane et le recrutement d'autres protéines.
Mais elles participent également au changement de l'identité de cette membrane. Les différents
complexes protéiques remplissent différentes fonctions biologiques dans le transport de vésicules et
la signalisation cellulaire. Parmi les différents effecteurs, trois types essentiels contrdlent le devenir
des PI: les kinases, les phosphatases, et les « small GTPases » (sGTPases) et leurs effecteurs. Par
exemple au niveau des endosomes précoces Rab5, une sGTPase, se lie au PI3P et recrute EEA1 une
protéine qui participe a la fusion des endosomes précoces avec d'autres membranes. Rab5 recrute
également Vps34, la PI3K-CIII, durant les premieres étapes de la formation des endosomes
précoces. Dans le corps multivésiculaire, le PI3P sert de substrat a la formation du PI3, 5P..par la

kinase PIKfyve. Ces deux PI sont déphosphorylés par deux familles de phosphatases : la famille de
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Sacl et les MTMRs (De Matteis et al., 2004).

1.2.3 Le réle des différentes MTMRs

MTMRI.

MTMR1 est peu caractérisée. Elle hydrolyse de PI3P et le PI3, 5P, in vitro (Tronchere et al.,
2004). MTMRI1 est située sur le chromosome X, juste a proximité de MTM1 et résulterait d'une
duplication ancestrale de MTM1 (Laporte, Blondeau et al., 1998). Durant le développement
musculaire, MTMR1 est exprimée sous plusieurs isoformes (Buj-Bello, Furling at al., 2002). Un
défaut d'épissage de ces différentes formes a été mis en évidence chez des patients atteints de
dystrophies myotoniques (DM) de type 1 ((Buj-Bello et al., 2002) ; (Santoro et al., 2010)) et 2
(Santoro et al., 2010).

MTMR2.

MTMR?2 hydrolyse le PI3P et le PI3, 5P, (Berger et al., 2002). La résolution de la structure
tertiaire de la protéine (Begley et al., 2003) avec ses substrats, le PI3P et le PI3, 5P,, permet de
visualiser le repliement des domaines dans l'espace et l'organisation du site actif (Begley et al.,
2005). L'interaction d'MTMR2 avec d'autres protéines lui permet de remplir différentes fonctions.
L'interaction entre le domaine « Coiled-Coil » (Robinson et al., 2005) dMTMR2 et le méme
domaine sur MTMRS5 (Kim et al., 2003) ou MTMR13 (Laporte et al., 2003) permet la dimérisation
des protéines et une augmentation de l'activité catalytique dMTMR2 ((Kim et al., 2003);
(Robinson et al., 2005) ; (Berger et al., 2006)).

La phosphorylation de la sérine 58 d'MTMR2 permet de controler son activité sur la dégradation du
récepteur a 'EGFR (Récepteur au facteur de croissance de 1'épiderme) au niveau des endosomes
marqués par Rab5 (Berger et al., 2011). En absence de phosphorylation de la sérine 58, 'EGFR
reste activé et provoque une activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2 (Franklin et al.,
2011).

Chez I'hnomme, MTMR?2 est responsable de la neuropathie de Charcot-Marie-Tooth 4B1, qui est une
neuropathie des nerfs périphériques. Elle se traduit par une démyélinisation de I’axone des neurones
(Bolino et al., 2000). Chez la souris adulte, MTMR?2 se localise dans le systéme nerveux central, la

moelle épiniere et les nerfs périphériques (Berger et al., 2002). La création d'un modele délété dans
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tout l'organisme pour le géene MTMR2 a permis de reproduire le probleme démyélinisation de
I’axone des neurones des patients atteints de CMT4B1, mais également de monter un role de la
protéine dans la spermatogenése ((Bolino et al., 2004) ; (Bonneick et al., 2005)). Un deuxiéme
modele animal déleté pour MTMR?2 uniquement dans les cellules de Schwann a prouvé son role
dans le défaut de myélinisation des axones (Bolis et al., 2005). Ces deux modeles ont également
permis de mettre en évidence I'action de MTMR?2 dans la régulation négative de la formation de la
gaine de myéline (Bolis et al., 2009). Pour remplir son role MTMR?2 agit avec d'autres partenaires
comme le neurofilament-L (NF-L) (Previtali et al., 2003) et le complexe Dlg1, Sec8 et Kif13 (Bolis
et al., 2009). L'interaction entre MTMR2 et les NF-L ne se fait que lorsque MTMR13 est présent.
L'absence d'un des deux membres provoque l'agrégation des NF-L (Goryunov et al., 2008). Le
tandem MTMR2/MTMR13 joue un rdle important et spécifique dans la myélinisation. MTMR13
est exprimé dans les nerfs sciatiques, la moelle épiniére et la colonne vertébrale (Azzedine et al.,
2003). MTMR13 est retrouvé muté chez des patients atteints de la neuropathie de Charcot-Marie-
Tooth de type (CMT) 4B2 (Senderek et al., 2003) et le modele murin déficient en MTMR13
reproduit la démyélinisation des axones et 1’atteinte neurologique de CMT. MTMR?2 controle
négativement l'apport de membrane lors de I'enroulement des cellules de Schwann autour de 'axone
en modulant 'activité du complexe DIg1/Sec8/kif13 (Bolis et al., 2009).

L'identification de mutations chez les patients et leur recensement sur la structure tertiaire de
MTMR2 ont montré une répartition principalement interne et pres du site catalytique. L'étude de ces
mutants a permis de mettre en évidence que 1'abolition de l'activité catalytique de la protéine, soit
par déformation du site catalytique ou de la structure tertiaire, était responsable de la maladie
(Begley et al., 2003).

L’ablation de MTMRS5 chez la souris provoque une infertilité chez les males. La spermatogeneése
des souris mutantes est altérée au niveau de la premiére vague de formation. La déficience en
maturation conduit a une azoospermie (Firestein et al., 2001). MTMRS5 confére a MTMR2 un réle

biologique spécifique.

MTMRS3 et 4.

MTMR3 possede un spectre de substrats beaucoup plus important que les autres
myotubularines. En effet, MTMR3 est capable d'hydrolyser des peptides contenant des phospho-
sérine, -thréonine et -tyrosine in vitro (Zhao et al., 2000). MTMR3 hydrolyse, in vitro et dans la
levure, le PI3P et PI3, 5P, et forme du PI5P ((Walker et al., 2001) ; (Lorenzo et al., 2005)). Le
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remplacement de la cystéine catalytique par une sérine abolit l'activité catalytique (Zhao et al.,
2000). L'abolition de l'activité catalytique, provoque une localisation de MTMR3 au niveau du
Golgi (Lorenzo et al., 2005). Chez Caenorhabditis elegans, mtm3 (homologue de MTMR3 humain)
hydrolyse également le PI3P et le PI3, 5P,, ce qui permet de controler la durée de vie de I'animal et
ses mouvements lorsqu'il atteint sa maturité sexuelle (Ma et al., 2008). Dans les cellules de
mammiferes, MTMR3 agit sur les autophagosomes naissant pour réguler leur quantité et leur taille,
en controlant un groupe de PI3P généré par des PI3-kinases (Taguchi-Atarashi et al., 2010).
MTMR3 interagit avec MTMR4 (Lorenzo et al., 2006).

MTMR4 déphosphoryle le PI3P in vitro (Zhao et al., 2001) et in cellulo (Naughtin et al., 2010).
MTMR4 inhibe la voie du TGF-§ dans les endosomes précoces. En effet MTMR4, dépendant de
son activité phosphatase, séquestre phospho-R-smad3 aux endosomes précoces, I'empéchant d'aller
dans le noyau et d'activer la transcription de genes cibles (Yu et al., 2010). MTMRA4 se localise dans
les endosomes précoces mais également dans les endosomes tardifs et de recyclage, ou il participe a
la localisation de Rab11 et de VAMP3 (Naughtin et al., 2010). Aux endosomes tardifs, MTMR4
interagit également avec Nedd4, une ubiquitine ligase, via une interaction de son domaine PY avec
le domaine WW de Nedd4. Dans un muscle atrophié, la concentration de Nedd4 augmente et

entraine une réduction de la concentration de MTMR4 par ubiquitination (Plant et al., 2009).

MTMRS, 7 et 8.

MTMR6, MTMR7 et MTMRS sont regroupés ensemble d'un point de vue phylogénétique
((Laporte et al., 2003) ; (Xue et al., 2003)). Ils interagissent tous les trois avec MTMRY, une
MTMR inactive (Lorenzo et al., 2006).

L'interaction entre MTMR6 et MTMR9 augmente I'activité catalytique de ce dernier et renforce son
role dans la résistance a l'apoptose induite par 1'étoposide. L'activité phosphatase de MTMRG6 est
renforcée en présence de phosphatidylsérine ou de PISP ((Zou et al., 2009) ; (Schaletzky et al.,
2003)).

Chez C. elegans, I'ablation de mtm6 (homologue de MTMRG6) contre balance la 1étalité induite par
des mutations dans let512 (homologue de Vps34 une PI4-Kinase). MTM6 est exprimé dans les
meémes cellules que let512, au niveau de la surface apicale, ou il déphosphoryle le PI3P. L'ablation
de MTM6 permet également de restaurer légerement le défaut d'endocytose des celoemocytes (Xue
et al., 2003). MTM6 est impliqué dans la phase précoce d'endocytose dans les celoemocytes, ou il

interagit avec ARF6, RME-1 et MTM9 (homologue de MTMR9 humain) pour hydrolyser le PI3P
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(Dang et al., 2004). Toujours chez C. elegans, MTMS6, en coopération avec MTMO, régule plusieurs
fonctions de la voie de signalisation Wnt dont le recyclage du récepteur MIG14/Wls en
interagissant avec le complexe kinase vps34/vps15 (Silhankova et al., 2010). Cette fonction,
dépendante d'MTMBS6, est conservée chez D. melanogaster (Silhankova et al., 2010).

Chez C. elegans, MTME6 interagit également avec le canal potassium dépendant du calcium Kca3.1.
L'interaction entre MTM6 et le canal, grace a leur domaine « Coiled-Coil », permet a MTM6
d'hydrolyser une population de PI3P qui est impliquée dans l'ouverture du canal (Srivastava et al.,
2005). Chez l'homme, cette interaction est conservée et permet d'inhiber I'activation et la
prolifération des lymphocytes T CD4 naifs ou mémoires, ce qui permet d'éviter une activation
aspécifique de ces lymphocytes (Srivastava et al., 2006).

MTMR?7 est peu caractérisée. Elle hydrolyse le PI3P, mais semble préférer l'inositol-1,3-bis
phosphate soluble et elle interagit avec MTMRO via le domaine « Coiled-Coil » (Mochizuki et al.,
2003).

Chez la souris, elle est localisée exclusivement dans le cerveau (Mochizuki et al., 2003) avec
MTMRSY et MTMRG. Les trois protéines semblent avoir un role dans la régulation de différentes
hormones impliquées dans la prise de nourriture (Yanagiya et al., 2007).
MTMRO semble également étre un gene candidat pour des maladies comme 1’épilepsie (Baulac et
al., 2008), comme facteur aggravant des syndromes métaboliques (Hotta et al., 2011) et comme
pronostic potentiel d’adénocarcinome de 1’cesophage (Goh et al., 2011).

MTMRS8 est également peu caractérisée. Chez D. rerio, l'inhibition de Mtmr8 par
morpholino induit un retard de croissance et une réduction de la taille de la téte et du corps de
I'animal de facon dose dépendante. Mtmr8 régule négativement Akt par l'intermédiaire de son
domaine PH-GRAM. Le mutant Mtmr8 présente également une désorganisation du réseau d'actine
musculaire. Mtmr8 interagit avec la nexiline dans I'organisation du réseau d'actine. Il intervient
également dans la voie de signalisation de Sonic Hedgehog (SHH). Mtmr8 est régulée par SHH et

permet l'intégration du signal dans les cellules (Mei et al., 2009).

MTMR14.

Contrairement aux autres MTMRs, MTMR14 (ou Jumpy) ne possede de commun avec les
MTMRs que le domaine PTP et elle n'est conservée au cours de 1’évolution que chez les plantes, les
nématodes et les champignons. In vitro, MTMR14 déphosphoryle le PI3P et le P13, 5P, et ex vivo le
PI3P ((Tosch et al., 2006) ; (Shen et al., 2009)). Elle semble également capable d’hydrolyser le
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PISP, le PI3, 4P, et le PI4, 5P, (Shen et al., 2009). MTMR14 inhibe 1’autophagie dans les
macrophages et les cellules C,C;, en régulant le PI3P qui se situe sur les membranes des
autophagosomes, ce qui a pour conséquence de réguler la fixation de certains acteurs comme WIPI-
la (Vergne et al., 2009). Chez Danio rerio, MTMR14, grace a son activité phosphatase, régule
I’excitation-contraction musculaire sans toucher a la structure générale du muscle, mais en
provoquant un grossissement anormal du réticulum sarcoplasmique de la triade (Dowling et al.,
2010). Chez la souris, MTMR14 controle I'accumulation du PI3, 5P, dans le SR. Son augmentation
dans ce compartiment rend le récepteur a la ryanodine 1 (RYR1) beaucoup plus sensible a une
activation et altere le controle de 1’excitation-contraction (Shen et al., 2009). Les caractéristiques
pathologiques des souris déficientes en MTMR14 sont retrouvées dans des souris normales mais
trés agées, ou l'expression MTMR 14 est réduite. Le phénomeéne de sarcopénie est retrouvé chez des
sujets humains agés et de ce fait le modeéle murin déficient en MTMR14 peut permettre le
développement de traitements (Romero-Suarez et al., 2010). Chez ’homme des mutations a 1’état
hétérozygote ont été retrouvées chez des patients atteints de forme sporadique de myopathie
centronucléaire (Tosch et al., 2006).

MTMR12 ou 3-PAP interagit avec MTM1 et MTMR?2 ((Nandurkar et al., 2003) ; (Lorenzo
et al., 2006)) mais également avec elle méme (Lorenzo et al., 2006). MTMR12 est la seule
phosphatase prédite comme inactive et dont l'inactivité a été prouvée (Nandurkar et al., 2001).
MTMR12 est exprimée fortement dans le cerveau, le ceeur, le rein, le foie, le placenta, le poumon et
le muscle squelettique sous la forme d'un transcrit de 5,5 kb. Un transcrit de 2.5 kb est exprimé
faiblement dans tous les tissus (Nandurkar et al., 2001). MTMR12 interagit avec MTM1 grace a son
domaine SID et permet la localisation de MTM1 dans le cytoplasme et dans des vésicules internes
(Nandurkar et al., 2003). MTMR12 a été identifiée comme gene candidat dans la schizophrénie
(Ritter et al., 2012).
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1.3 La myotubularine

1.3.1 Ses substrats

MTM1 comme tous les membres de la famille des MTMR est capable d'hydrolyser in vitro
le PI3P ((Taylor et al., 2000) ; (Blondeau et al., 2000)) et le PI3, 5P, (Schaletzky et al., 2003). La
spécificité pour le PI3P et le PI3, 5P, est conservée in vivo et au cours de I'évolution. L’homologue
d'MTM1 chez Saccharomyces cerevisiae est capable d’hydrolyser le PI3P, in vitro (Taylor et al.,
2000), tout comme chez Caenorhabditis elegans (Neukomm et al., 2011). L'homologue de MTM1
chez Arabidopsis thaliana est également capable d'hydrolyser in vitro le PI3P et le PI3, 5P, (Ding et
al., 2009).

La myotubularine métabolise différentes populations de PI3P et de PI3, 5P, dans plusieurs
endroits cellulaires ce qui lui permet d'accomplir différents roles biologiques in vivo.

Ex vivo dans les cellules HEK293, la variation de l'activité phosphatase de la myotubularine
provoque des variations de la quantité globale de PI3P (Taylor et al., 2000). La surexpression de la
myotubularine dans des myotubes humains ou murins induit également une diminution du PI3P
(Chaussade et al., 2003), tandis que sa délétion, dans des cellules HeLa ou des macrophages
humains, provoque une augmentation du PI3P ((Razidlo et al., 2011) ; (Kelley et al., 2004)). La
délétion ou la surexpression de la myotubularine dans des myoblastes murins provoque une
variation de la quantité globale de PI3, 5P, (Hnia et al., 2011). La surexpression d’un mutant inactif
de la myotubularine dans des myoblastes induit également une augmentation du PI3, 5P, (Tronchere
et al.,, 2004). Dans les cellules DHK la myotubularine se localise sur des endosomes précoces
marqués par Rab5, EEA1 ou tardifs marqués par Rab7. MTMI1, en métabolisant différentes
populations de PI3P sur ces endosomes, participe a la régulation du nombre de ces endosomes, mais
également au recrutement de différents complexes protéiques et/ou la modulation de leurs activités,
comme le complexe PI-3-kinase hVps34/hVps15 (Cao et al., 2007). L'action de la myotubularine
dans différents endroits de 1'endocytose lui permet d'inhiber la dégradation du récepteur du facteur
de croissance de 1’épiderme (EGFR) grace a son activité phosphatase sur le PI3P contenus dans les
endosomes et son domaine PH-GRAM (Tsujita et al., 2004). La myotubularine joue un réle anti-
apoptotique dans la voie Akt en agissant au niveau de la phosphorylation du récepteur lorsqu'il est
endocyté grace a son activité phosphatase. La réduction du PI3P, qui est généré spécifiquement par

la PI3KIIb, sur les endosomes contenant le récepteur Akt va réduire sa phosphorylation et entrainer
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une réduction de l'activation du récepteur et de la voie de l'apoptose par les caspases 7 et 9 et la
protéine PARP (Razidlo et al., 2011). Des expériences d'endocytose de Mycobacterium avium ont
permis de montrer que la myotubularine agit dans certaines voies d'endocytose et a des endroits
bien déterminés (Kelley et al., 2004).

Chez la levure, la délétion du gene homologue a MTM1, Ymr1, provoque une augmentation de la
quantité totale de PI3P ((Taylor et al., 2000) ; (Blondeau et al., 2000)) et une faible augmentation du
PI3, 5P, ((Blondeau et al., 2000) ; (Parrish et al., 2004)). En revanche la surexpression de MTM1
actif entraine une faible diminution du PI3P (Parrish et al., 2004). L'augmentation de l'activité
phosphatase de la myotubularine, chez la levure provoque I'apparition d'une vacuole, un phénomene
également observé en absence d'activité kinase de Vps34 (Blondeau et al., 2000). L'ablation de
l'activité phosphatase de la myotubularine ne provoque pas d'apparition de vacuole ((Taylor et al.,
2000) ; (Blondeau et al., 2000)), mais un probleme de recyclage de certaines protéines (Parrish et
al., 2004).

Chez Caenorhabditis elegans, la délétion ou la présence de mutations inactivatrices du gene mtm1,
entraine également une augmentation du PI3P localisé sur des vésicules intracellulaires ((Zou et al.,
2009) ; (Neukomm et al., 2011)). MTM1 joue un role dans I’endocytose en régulant négativement
I’endocytose des corps cellulaires apoptotiques (CCA) dans les celeomocytes. En effet, 1’ablation de
la myotubularine permet I’accélération de I’endocytose des CCA chez I’animal contrdle et chez le
mutant ced1/6/7, 1’absence de myotubularine corrige le défaut d’endocytose. MTM1 remplit sa
fonction a la membrane plasmique, ou il déphosphoryle le PI3P provenant des PI3K de classe II et
IIT et parallelement au complexe ced2/5/10/12 également impliqué dans 1’endocytose. Cette
fonction lui est propre car I’ablation des autres MTMRs n’a aucun effet sur I’endocytose des CCA.
La fonction de MTM1 est également spécifique aux celeomocytes puisque son ablation des cellules
responsables de la migration a ’extrémité des gonades, n’a aucun effet sur la migration cellulaire
(Zou, Lu et al., 2009).

Chez Drosophila melanogaster, la myotubularine controle le métabolisme de différentes
populations de PI3P localisées au niveau des endosomes et formées par la PI3KCII et ou la
PI3KCIII. Ces modulations locales de PI3P permettent de controler la taille des endosomes tardifs
et des lysosomes ainsi que les filopodes membraires nécessaires a la migration des vésicules entre
ces deux organelles (Velichkova et al., 2010). Le contrdle du PI3P au niveau de la membrane
plasmique permet une régulation de 1'organisation des microtubules, ce qui influence la formation

des filopodes nécessaires a la migration des hémocytes (Velichkova et al., 2010). Au niveau de
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l'animal, I'hydrolyse par la myotubularine de PI3P formée par la PI3KC-II permet de contrdler la
survie des larves de drosophile ((Velichkova et al., 2010) ; (Ribeiro et al., 2011)).
Chez Danio rerio, la délétion de la myotubularine dans 1’ensemble de 1’organisme n’entraine pas
d’augmentation de la quantité générale de PI3P, mais provoque une accumulation de PI3P autour
des noyaux musculaires (Dowling et al., 2009).
La myotubularine remplit certaines fonctions biologiques grace au PISP qui est le produit de la
catalyse du PI3, 5P,. Le PISP exerce sur les MTMRs la fonction d’activateur allostérique.
L’addition de PISP dans les tests d’activité catalytique de la myotubularine et d’autres MTMRs
provoque une augmentation importante de 1’activité catalytique. Le PISP en interagissant avec le
domaine PH-GRAM de la myotubularine provoque son oligomérisation en heptamere, ce qui la
rend beaucoup plus active (Schaletzky et al., 2003). Chez Arabidopsis thaliana, la formation de
PI5P par la myotubularine permet de séquestrer ATX1 de facon dose dépendante. Ce mécanisme est
vital pour la survie de la plante durant les périodes de secheresse (Ndamukong et al., 2010).

Enfin MTM1 possede également un rdle biologique indépendant de son activité
phosphatase. 1l s'agit de son role dans la solubilité de la desmine. L'interaction se fait par son
domaine RID in vitro et in vivo. Cette interaction semble avoir pour conséquence une

désorganisation des mitochondries et une réduction de leur activité métabolique (Hnia et al., 2011).

1.3.2 Le réle de la myotubularine dans le muscle

La myotubularine remplit une fonction biologique importante dans le muscle squelettique.
L'ablation de la myotubularine depuis la drosophile jusqu'a I'Homme provoque une réduction de la
durée de vie des individus et un phénotype musculaire. Parmi les différentes espéces, la mortalité
des individus apparait lors de la transition vers le stade adulte. L'atteinte du muscle se traduit par
une désorganisation des fibres musculaires et un arrét de son fonctionnement. Les myofibres sont
désorganisées et le muscle ne se contracte plus. Le phénotype musculaire progresse de facon inverse

a la réduction de la durée de vie.

Les roles de la myotubularine dans le muscle de drosophile.
Chez la drosophile dépourvue de myotubularine, une grande partie des larves meurent au
stade pharate qui est le stade de transition entre la larve et l'adulte (Ribeiro et al., 2011). Les

survivants ne peuvent plus voler car les muscles ne se contractent plus. La structure des myofibres
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est altérée. Les myofibrilles et les noyaux ne sont plus alignés comme dans le muscle sain. En
revanche, les mitochondries ne présentent pas d'altération structurelle. Les T-tubules sont
longitudinaux et dépourvus des deux marqueurs spécifiques, DIgl et l'amphiphysine qui
normalement sont présents dans les T-tubules (Ribeiro et al., 2011).

La désorganisation des myofibres est due a une altération de la redistribution des BPS intégrines,
lors de la fin du stade pharate. Dans un organisme normal, les intégrines qui participent au maintien
des tendons musculaires, sont endocytées pour permettre la réorganisation des costameéres.
L'absence de myotubularine provoque une rétention des intégrines dans des vésicules d'endocytose
cytoplasmiques. Chez les patients atteints de myopathie myotubulaire, l'immunodétection des
intégrines sur des coupes histologiques musculaires révele 1'accumulation des intégrines dans le

cytoplasme (Ribeiro et al., 2011).

Les roles de la myotubularine dans le muscle du poisson.

Chez Danio rerio, I'absence de myotubularine provoque un retard dans le développement de
I'embryon apreés un jour post fertilisation (Figure 9A). L'atteinte est progressive car a trois jours la
queue de l'embryon est incurvée, ce qui traduit généralement une atteinte musculaire. Durant la
phase finale de maturation de I'embryon, les muscles ne se contractent pas spontanément (Figure
9A). L'adulte présente une perte de fonction musculaire puisqu'il nage peu ou pas du tout, ni de
facon spontanée, ni apres stimulation (Dowling et al., 2009).

L'analyse de la structure musculaire chez le mutant, normalement établie a 72 heures, montre une
désorganisation par rapport au muscle controle. Les fibres musculaires sont de petite taille et
présentent une internalisation des noyaux élevée par rapport aux muscles controles. Les noyaux sont
de grande taille avec nucléole anormal (Figure 9B). Autour des noyaux, les mitochondries sont
anormales, les myofibrilles désorganisées. Des zones dépourvues de toutes organelles apparaissent
également autour des noyaux. L'ultrastructure révéle la présence de vésicules remplies de matériaux
divers ou d'autres constituées de membranes repliées sur elles-mémes (Figure 9C). Aucune vacuole
n'est visible dans la fibre musculaire. Le T-tubule et le SR, constituants de la triade musculaire, sont
désorganisés, voir parfois complétement absents. L'utilisation de la technique du patch clamp sur
myofibres in vivo enregistre un signal de dépolarisation apres stimulation de la queue de l'animal.
Ces données confirment que l'atteinte est exclusivement musculaire. Cette technique permet
également de tester la contraction musculaire et les fibres dépourvues de myotubularine répondent

uniquement a des stimulations de faible fréquence (Dowling et al., 2009).
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Figure 9 : Phénotype physiologique et histologique dans le modéle poisson de la
myopathie myotubulaire.

Al Phénotype du modéle Danio rerio (KO) de la myopathie myotubulaire 72 heures post fertilisation en
comparaison de l'animal normal (WT). Parenthése blanche : probléme de développement musculaire. Bl
Coupe longitudinale de muscle colorée a I'hématoxiline-éosine provenant du poisson mutant (KO) et normal
(WT). Les fleches désignent les noyaux. CI Electron microgramme de triade musculaire provenant de

muscle squelettique contréle (WT) et malade (KO). Les fleches désignent la triade. Adapté de Dowling 2009
(Dowling et al., 2009).

Les roles de la myotubularine dans le muscle de la souris.

Chez Mus musculus, 1'ablation de la myotubularine par la technologie de la recombinase Cre

provoque la myopathie myotubulaire. Les souris ont une durée de vie courte, 7 semaines en
moyenne et jusqu'a 9 semaines au maximum. La naissance des mutants dans une proportion
inférieure au ratio mendélien prévu, suppose que l'atteinte musculaire démarre in utero pour les cas
les plus graves.
L'apparition des symptomes musculaires est plus ou moins rapide selon les individus mais permet
néanmoins l'identification de quatre phases distinctes. Quatre semaines apres la naissance, les souris
mutantes délétées pour MTM1 montrent une phase asymptomatique bien qu'elles soient légerement
plus petites que les controles a partir de 15 jours (Figure 10A). L'histologie du muscle est tres
largement normale. Les fibres musculaires présentes sont de grande taille avec des noyaux
périphériques. La structure interne montre des myofibrilles organisées et des mitochondries
réparties de facon homogéne dans la fibre. La structure est identique au muscle controle (Buj-Bello
et al., 2002).

L'atteinte musculaire s'aggrave durant la phase II et passe par la paralysie des muscles postérieurs,
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accompagnée par une perte de force des muscles antérieurs. La croissance des souris ralentit de
facon beaucoup plus importante par rapport aux souris controles, essentiellement a cause d'une
perte de masse musculaire. Durant la phase III, la paralysie gagne les muscles antérieurs réduisant
la force globale de moitié. Le poids des mutants stagne et les souris ont le dos voiité. En phase
terminale, les souris sont d'une maigreur cadavérique et perdent du poids de fagon importante. Elles
sont complétement paralysées et elles suffoquent (Buj-Bello et al., 2002).

Durant la progression de la maladie, les fibres musculaires vont réduire en taille (Figure 10A). Les
noyaux passent d'une position périphérique vers une position centrale, dans des proportions
variables selon le muscle. Bien que les noyaux soient centraux, il n'y a ni foyer inflammatoire, ni
fibrose (Figure 10B). Les mitochondries s'accumulent a la périphérie ou au centre de la myofibre,
produisant une couronne vide dans la fibre (Figure 10B). Le réseau de myofibrilles est regroupé a la
périphérie de la fibre et des vacuoles vides apparaissent progressivement (Figure 10B ; (Buj-Bello
et al., 2002)). Au niveau ultrastructurel, le sarcomere est désorganisé et par endroit la ligne Z
disparait (Buj-Bello et al., 2002). La différenciation musculaire se poursuit durant la progression de
la maladie bien que des marqueurs feetaux persistent. La délétion de la myotubularine
spécifiquement dans le systéme nerveux ne provoque pas de myopathie myotubulaire (Buj-Bello et
al., 2002).

Deux modeles de souris atteintes de myopathie myotubulaire ont été générés : un mutant muscle
spécifique et un mutant constitutif. Dans le premier cas, la myotubularine est absente
spécifiquement dans le muscle squelettique et dans le second cas, la myotubularine est absente dans
I'ensemble de l'organisme. L'étude des deux modeles, de fonds génétiques différents, révele une
légere aggravation du phénotype pour le modeéle constitutif. La durée de vie des souris est
raccourcie et l'histologie du muscle réveéle la présence de « Necklace », un regroupement des
mitochondries en forme de cercle a proximité du sarcolemme et qui contient un noyau cellulaire
(Buj-Bello et al., 2008).

L'étude du modéle mutant constitutif a permis de mettre en évidence la présence d'une proportion de
T-tubules longitudinaux anormalement élevée par rapport au muscle normal et qui augmente avec le
développement de la maladie (Figure 10C). L'expression de différents constituants des récepteurs
DHPRI1 et RYR1 est dérégulée dans le muscle malade. L'étude approfondie du fonctionnement de la
triade révele que seul le récepteur DHPR1 s'active de fagcon moindre par rapport au récepteur

provenant du muscle normal en réponse a l'influx nerveux (Al-Qusairi et al, 2009).
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Figure 10: Phénotype physiologique et histologique du modéle murin de la
myopathie myotubulaire.

Al Image du haut : Phénotype du modele murin de la myopathie myotubulaire (KO = étoile blanche) en
comparaison des souris contréles au méme age (WT : carré blanc). Image du bas : musculature des pattes
arrieres provenant de la souris malade (KO) en comparaison de l'animal normal (WT). Adapté de Buj-Bello
2002 (Buj-Bello et al., 2002). Bl Images du haut : coupes transversales de muscle colorées a I'hématoxyline-
éosine provenant de souris mutantes (KO) et contrbles. Image du haut : Coupes transversales de muscle
colorées au NADH-TR provenant de souris mutantes (KO) et controles (WT). Cette thése. CI Electron
micrographe de l'ultrastructure d'une myofibre traitée pour mettre en évidence les tubules transverses (fleche
blanche) provenant de muscles de souris malades (KO) et contréles (WT). Adapté de Al Qusairi 2009 (Al-
Qusairi et al, 2009).

Les roles de la myotubularine dans le muscle du chien.

Le modele canin de la myoathie myotubulaire a été isolé dans un élevage et résulte d'une
mutation transformant 'asparagine 155 en lysine dans la myotubularine canine. Les chiens atteints
ont une durée de vie réduite a 26 semaines. L'atteinte musculaire est progressive et débute entre la
dixieme et la dix-neuviéeme semaine. La progression la plus courte de la maladie est de 4 semaines.
L'atteinte musculaire est progressive et résulte d'une atrophie musculaire (Figure 11A). L'histologie
musculaire révele la présence de fibres de taille tres petite avec une prédominance des fibres de type
I. La proportion de noyaux internalisés est variable selon le type de muscle et n'excede pas 37%.
Les fibres musculaires sont désorganisées (Figure 11B). Les mitochondries et le RE forment des
« Necklaces » a la périphérie de la fibre ou des agrégats au centre (Figure 11B). En microscopie
électronique la structure de la triade est désorganisée (Figure 11C) et la co-localisation normale des

deux marqueurs RYR1, pour la partie SR, et DHPR, pour le T-tubule, est abolie. L'ultrastructure des
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myofibres révele également la désorganisation des mitochondries, des myofibrilles et la présence
d'accumulation de membranes en forme de spirale, proches de celles observées chez le mutant de la
drosophile. L'analyse de 1'expression de la protéine dans le muscle mutant montre que la mutation
provoque la disparition de la protéine. De plus, la surexpression de 1'allele mutant dans des cellules
orthologues montre qu'elle est dégradée. Dans le muscle controle, la myotubularine colocalise avec
le DHPR, tandis que chez le mutant les deux protéines ne colocalisent plus. La détection de la
myotubularine dans le muscle mutant reste cependant a prendre avec prudence puisque les

expériences tendent a montrer que la protéine est dégradée (Beggs et al., 2010).

Figure 11: Phénotype physiologique et histologique du modéle canin de la
myopathie myotubulaire.

Al Phénotype du modele canin de la myopathie myotubulaire (KO). Bl Images du haut: coupes
transversales de muscle colorées a I'hématoxyline-éosine provenant de chiens mutants (KO) et contrbles
(WT). Images du bas : coupes transversales de muscle colorées au NADH-TR provenant de chiens mutants
(KO) et (WT). CI Electron micrographe de l'ultra structure d'une fibre musculaire avec agrandissement de la
structure de la triade (fléeche). Adapté de Beggs 2010 (Beggs et al., 2010).

53/181



La thérapie génique

1.4 La thérapie génique

La découverte et la caractérisation de maladies complexes telles que la maladie de
Parkinson, le diabete, les cancers ou encore les maladies mono-géniques ont démontré les limites
d'action des traitements pharmacologiques. La capacité d'une molécule a remplacer la ou les
fonctions d'une protéine défectueuse ou absente est tres réduite. Les molécules thérapeutiques
simples possedent en général un spectre d'activité peu spécifique d'un organe ce qui engendre des
effets secondaires indésirables.
de thérapies plus complexes mais beaucoup plus ciblées, dont la thérapie génique. Trés rapidement
le concept de transfert de génes pour remplacer celui qui est défectueux émerge de fagon attrayante.
Mais la complexité du ciblage tissulaire spécifique et du transport dans le noyau cellulaire s'avere
ardu. Plusieurs types d'approches sont envisagées mais la thérapie génique a base de virus s'impose
largement, surtout grace a son efficacité (Kay et al., 2001). Plusieurs critéres définissant le vecteur
de thérapie génique parfait sont alors établis (Lu, 2004).

1. La faisabilité : le vecteur doit étre simple a produire afin de permettre une production a
grande échelle pour des applications thérapeutiques chez 1'"homme.

2. La régulation de l'expression du transgéne doit étre adaptée aux types d'applications
thérapeutiques. Par exemple, le traitement de I'hémophile nécessite 1'expression continue
d'un facteur de coagulation sanguine, tandis que pour le diabéte, I'expression de 1'insuline est
transitoire.

3. Le vecteur et le transgéne ne doivent pas déclencher de réaction immunitaire de la part de
l'organisme.

4. Le vecteur doit étre spécifique du tissu endommagé et garantir une dispersion limitée.

5. 11 doit posséder une capacité de transport pour tous les types de transgénes, comme par
exemple l'insuline (350 pb) ou la dystrophine (11 055 pb).

6. Le vecteur doit se transmettre lors de la division des cellules.

7. Enfin il doit également étre capable de toucher tous les types cellulaires, quiescents ou en
division, selon I'application.

Les vecteurs créés a partir de virus doivent tendre vers un maximum de ces critéres. Parmi les

différentes familles de virus utilisées, les virus associés aux adénovirus ont subi un développement
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important comme vecteur pour la thérapie génique.

1.4.1 Les virus associés aux adénovirus

Les virus associés aux adénovirus (AAV) font partie de la famille des Parvoviridae et de la
sous-famille des Parvovirinae du genre des Dependovirus, (Flotte et al., 2005). Les AAV semblent
étre des virus commensaux des mammiferes dont plusieurs sérotypes sont retrouvés chez les
primates (Flotte et al., 2005). Les premiers AAV ont été identifiés comme contaminants des stocks
d'adénovirus humains. Les AAV ne semblent pas avoir d'effets pathogénes chez 'homme (Wu et al.,
2006). Néanmoins, ils provoquent une réponse immunitaire, comme le prouvent les 80%
d’individus séropositifs pour 1'AAV2 dans la population générale (Vasileva et al., 2005).
Actuellement, 110 variants ont été isolés en partie grace au séquencage du génome de 'AAV2. Les
110 variants ont été classés en 12 sérotypes, selon leur spécificité vis-a-vis de sérum d'anticorps
neutralisant (Schultz et al., 2008). Le sérotype AAV2 est le plus étudié et il sert de référence pour
les autres, tant au niveau des mécanismes de réplication que pour 1'étude de la relation entre la

spécificité tissulaire et la structure tertiaire de la capside.

La structure de I'AAV.

Le génome des AAV est constitué d'un ADN simple brin de 4,7 kb et peut-étre divisé en trois
parties. La premiere partie est constituée par les ITR pour « inverted terminal repeates » (Figure
12A). La seconde partie est constituée du gene rep. La troisieme partie code pour les protéines cap
(Lu, 2004) et une protéine AAP, pour « Assembly-activating protein », qui participe a la cinétique
d'assemblage de la capside virale (Sonntag et al., 2010) (Figure 12A).

Les ITR sont présents en 5' et 3' du génome et forment une structure en forme de T et longue de 145
nucléotides (nt). La séquence ADN est riche en GC et constituée de palindromes . Les ITRs servent
a la réplication du génome, a 1'encapsidation et interagissent avec des protéines de I'hote (Figure
12A) ((Lu, 2004) ; (Flotte et al., 2005)).

Le géne rep code pour 4 protéines transcrites a partir de différents promoteurs dont certaines
possedent une activité hélicase ou endonucléase. Les protéines REP participent a l'intégration de
I'ADN viral au site spécifique AAVS1 sur le chromosome 19 du génome humain et a
"encapsidation du génome viral dans la capside (Figure 12B) (Lu, 2004).

La capside virale est obtenue par 1'assemblage des protéines VP1, VP2 et VP3 et elles sont encodées
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par le géne cap. Les protéines VP s'assemblent en icosaedre de symétrie T=1 et de diameétre 26 nm.
Les trois protéines sont obtenues par translation de différents codons initiateurs sur un méme ARN
messager, mais possédent en commun la partie C-terminale (C-ter). VP1 est la protéine la plus
grosse avec 90 kDa, suivie de VP2 avec 72 kDa et VP3 avec 60 kDa. La capside contient les
épitopes de reconnaissance des récepteurs cellulaires nécessaires a l'entrée dans la cellule mais
également les épitopes reconnus par les anticorps ((Lu, 2004) ; (Flotte et al., 2005)).

La premiere classification des sérotypes se base sur leur capacité a étre neutralisés par des sérums
spécifiques. L'identification de la séquence génomique de I'AAV2 a permis d'identifier des AAV
variants dans différents tissus humains et chez les primates, principalement. Les AAV semblent étre

confinés aux vertébrés (Wu et al., 2006).
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Figure 12 : Génome, structure et cheminement du virus associé aux adénovirus et

les vecteurs dérivés.

Al A gauche : schéma de la structure génomique des virus associés aux adénovirus (AAV). A, A", B, CetD :
séquences palindromigues constituant les « Inverted terminal reapeats » (ITR). RBS : site de liaison des
protéines REP. TRS : site de résolution terminale pour I'encapsidation du génome. rep : géne qui code pour
les protéines de la réplication virale REP. cap : gene codant pour les protéines de la capside virale. VP1, 2 et

3 : respectivement, protéine virale de la capside 1, 2 et 3. p40 : promoteur de transcription du gene cap.

AAP : « Assembly-activating protein ». pA: site de poly-adénilation des ARNs viraux. Au milieu :
représentation de la structure cristallographique de la capside de I'AAV2. Grandes fleches : représentation
de I'encapsidation. A droite : schéma de la structure du génome d'un vecteur de thérapie génique dérivé des
AAV. PA : signal de poly-adénilation. Adapté de Xie 2002, Lu 2004 et Schultz 2008 ((Lu, 2004) ; (Schultz et
al., 2008)). Bl Schéma du trajet d'un virus AAV dans la cellule héte. EP : endosome précoce. EdR :
endosome de recyclage. ET : Endosome tardif. Ly : lysosome. Adapté de Schultz 2008 (Schultz et al., 2008).
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Figure 13 : schéma du processus de réplication des virus AAV et de production des vecteurs

recombinants dérivés des AAV.

Partie rouge : cycle de vie des AAV. rep : géne codant pour les protéines de réplication REP. cap : géne

codant pour les protéines de la capside virale. Ad : adénovirus. HSV : virus de I'herpes simplex. Partie verte :

cycle de production d'un vecteur recombinant dérivé des AAV, par la méthode de coinfection avec un virus

auxiliaire, ou par la co-transfection avec un plasmide contenant des protéines d'aide a la réplication du

génome. E1, E2, E4 et ORF6 : génes provenant de l'adénovirus. Adapté de Vasileva 2005 (Vasileva et al.,

2005).
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1.4.2 Le tropisme cellulaire du virus AAV

La spécificité tissulaire des AAV provient, pour une grande partie, de la capacité de la
capside a reconnaitre différents récepteurs et co-récepteurs. La fixation du virus sur son récepteur se
fait trés rapidement, aux alentours de 100 ms, mais l'efficacité de pénétration n'est que de 13%.
L'AAV2 se lie aux protéo-glycans d'héparan sulfate (PGHS), sucres présents a la surface de
certaines protéines et a 1'héparine. Les AAV4 et 5 se lient aux acides sialiques, également des
sucres, mais le premier reconnait des sucres reliés entre eux par des liaisons oxygenes, tandis que le
second reconnait ceux reliés par des liaisons azote. Les AAV interagissent également avec des co-
récepteurs, comme 1'"AAV?2 avec le récepteur du facteur de croissance des fibroblastes 1 (FGF1), le
récepteur du facteur de croissance des hépatocytes, les intégrines ovf3s ou avfp; et le récepteur des
laminines 37/67 kDa. Mais certains de ces corécepteurs jouent le role de récepteurs pour d'autres
sérotypes, comme le récepteur des laminines 37/67 kDa avec les sérotypes 3, 8 et 9 (Figure 12B)

(Schultz et al., 2008).

1.4.3 Le cycle du virus

Une fois accrochés sur leurs récepteurs et co-récepteurs, les AAV sont endocytés via les
vésicules avec manteau de clathrine principalement. D'autres mécanismes d'endocytose sont
également a I'ceuvre de facon minoritaire. Le mode d'entrée du virus dans la cellule est conditionné
suivant le type de récepteurs et de co-récepteurs qu'il reconnait. Les partenaires impliqués dans
I'endocytose ne sont pas les mémes (Schultz et al., 2008).

Le trajet a travers différents compartiments cellulaires conditionne le fonctionnement du
virus. La capside subit des changements qui permettent la progression du virus. Le trajet a travers le
cytoplasme n'est pas completement élucidé.

Par exemple, le domaine phospholipase A2 de VP1 participe a la sortie des endosomes et, toujours
sur VP1, un groupe d'acides aminés (aa) basiques appelés BC, remplit la fonction de signal de
localisation nucléaire. Ces deux domaines sont dans la capside lorsque celle-ci est endocytée.
L'acidification des endosomes et le clivage par différentes cathepsines spécifiques du sérotype,
provoquent un changement de conformation de la capside et I'externalisation des deux domaines

(Figure 12B) (Schultz et al., 2008).
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En faible quantité, le sérotype AAV?2 voyage principalement par les endosomes tardifs. Tandis qu'en
plus forte quantité, on le retrouve dans d'autres endosomes. (Figure 12B) (Schultz et al., 2008). La
capside semble voyager par l'intermédiaire des microtubules et/ou des microfilaments pour arriver a
la périphérie du noyau (Figure 12B) (Schultz et al., 2008).

Les AAV sont des virus qui ne peuvent pas se répliquer seuls. Ils ont besoin d'un virus
auxiliaire. Ce virus auxiliaire est compétent pour sa propre réplication et le plus commun d'entre
eux est I'adénovirus. D'autres virus auxiliaires existent, comme le Virus de I'Herpes Simplex (HSV)
ou le cytomégalovirus (Figure 13) (Lu, 2004).

Lorsque I'AAV infecte des cellules humaines sans l'aide d'un virus auxiliaire, il s'intéegre dans le
génome de 1'hdte au site spécifique AAVS1. Le site AAVS1 se situe sur le chromosome humain 19
et il est présent également dans le génome des primates. Il ne semble pas y avoir de site AAVS1
chez les autres mammiféres. L'insertion de I'AAV se fait par interaction entre une séquence
génomique de 33 paires de bases (pb), des protéines de 1'hote, les ITR et les protéines REP de I'AAV
((Smith, 2008), (Flotte et al., 2005)).

En présence du virus auxiliaire, I’AAV se réplique grace aux protéines du virus auxiliaire et de
I'héte. Le génome simple brin se réplique sous forme linéaire ou circulaire ((Musatov et al., 2002),
(Schultz et al., 2008)) en vue de produire des génomes simple brin. Les protéines de capsides sont

transcrites et s’accumulent pour former de nouveaux virions (Figure 13) (Schultz et al., 2008).

1.4.4 Les vecteurs recombinants dérivés des AAV

Les AAV présentent certains avantages lorsqu'ils sont employés pour devenir des vecteurs de
thérapie génique. Les virus endogenes subissent des modifications afin de devenir des vecteurs
recombinants (rAAV).

Le génome du virus subit les plus importantes modifications puisque, sur le génome du vecteur
recombinant, il ne subsiste que les ITR endogénes car elles sont nécessaires pour la phase
d'encapsidation du génome. Le reste de la séquence génomique est remplacé par la cassette
transgénique qui peut contenir plusieurs éléments. La taille maximale de la cassette est de 4,7
kilobases (kb) en général, mais elle peut monter jusqu'a environ 5,6 kb. Dans le cadre d'une
application thérapeutique, la cassette contient essentiellement le gene d'intérét thérapeutique, le plus
souvent réduit a sa plus simple expression, et un promoteur qui permettra I'expression du geéne

(Figure 12A) (Lu, 2004). Les rAAV perdent leur capacité d'intégration dans le site AAVS1 (Schultz
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et al., 2008).

Le génome modifié est ensuite encapsidé avec des protéines de capsides provenant des différents
sérotypes d'AAV identifiés. La premieére méthode de production des rAAV consiste a mimer le cycle
de réplication normal des AAV. Des cellules productrices sont transfectées avec le génome d'intérét
et un vecteur contenant les genes rep et cap. Elles sont ensuite infectées avec un virus auxiliaire.
Cependant, ce mode de production présente un probléeme sanitaire pour des applications
thérapeutiques puisque les productions sont contaminées par du virus auxiliaire (Figure 13) (Lu,
2004). La deuxieme stratégie a donc été développée pour éviter le probleme de contamination. Le
virus auxiliaire est remplacé par un plasmide qui comporte les protéines de virus auxiliaires
nécessaires a la réplication du génome viral. Les cellules productrices sont récoltées et les virus sont
le plus souvent purifiés par centrifugation sur un gradient de densité. Le titre de la production est
évalué par dot blot ou PCR quantitative et il est exprimé en génomes viraux par millilitre (vg.mL™)
(Lu, 2004).

Les virus AAV endogenes possedent différentes spécificités tissulaires grace a leur capside. Ses
spécificités tissulaires sont conservées lorsque les protéines de capsides sont transférées lors de
I'encapsidation du génome recombinant (Schultz et al., 2008). Par exemple, différents rAAV
obtenus par encapsidation du méme génome avec des protéines de capsides provenant de différents
sérotypes possedent des spécificités tissulaires différentielles dans des conditions expérimentales
identiques (Zincarelli et al., 2008).

Si les TAAV héritent des caractéristiques tissulaires des AAV dont ils dérivent, ils conservent
également 1’immuno-réactivité spécifique a chaque sérotype. Dans certains cas, les rAAV,
provoquent une réponse immunitaire humorale contre la capside (Schultz et al., 2008), (Riviere et
al., 2006), ou une réponse immunitaire cytotoxique contre la capside (Mingozzi et al., 2009) ou
contre la protéine transgénique ((Brockstedt et al., 1999), (Manno et al., 2006)). Néanmoins,
certaines études tendent a démontrer que ces réponses immunitaires seraient moins importantes que
celles déclenchées par des vecteurs basés sur les adénovirus (McCaffrey et al., 2008). Dans d'autres
conditions, le vecteur recombinant ne semble pas induire de réponse immunitaire puisqu'il permet
une expression du transgene supérieure a un an chez la souris et les primates ((Riviere et al., 2006) ;

(Nathwani et al., 2011)).
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1.5 De la technologie aux traitements

Les preuves de l'efficacité des AAV comme vecteurs de thérapie génique se multiplient pour
des maladies courantes comme le diabete ou le cancer, mais également pour des maladies rares
(fréquence d'apparition inférieure a 1/2000 naissance) et monogéniques. En 2003, un premier essai
clinique a été lancé pour soigner la maladie de Parkinson (Lu, 2004) et aujourd’hui il existe entre 3
(Mueller et al., 2008) et 5 (Mingozzi et al.,, 2011) essais cliniques dépassant la phase I pour
différentes maladies rares. Les essais de phases I sont 1'aboutissement de plusieurs étapes dans le
développement d'un traitement de thérapie génique pour une maladie.

Le développement du traitement de 1'hémophilie du type B (OMIM 306900) par la thérapie
génique illustre 1'efficacité de la technique et les étapes importantes du processus. L'hémophilie du
type B est causée par des mutations dans le géne du facteur de coagulation sanguine IX (F9). Le
gene donne une protéine longue de 461 aa.

Le choix du transgene thérapeutique est une étape importante dans le développement du

traitement. Dans le cadre de 1'hémophilie de type B, 'ADN complémentaire (ADNc) du gene a une
taille suffisante pour étre contenu dans le génome de I'AAV. Certaines études ajoutent, au choix du
transgene, des étapes d'optimisation, tout en vérifiant I'absence de toxicité de ces nouvelles
protéines transgéniques ((Schuettrumpf et al., 2005) ; (Kao et al., 2010)).
Le choix d'un transgene peut s'avérer plus compliqué, comme pour le traitement de la dystrophie de
Duchenne (DMD ; OMIM 310200). Le gene de la dystrophine donne un ADNc de 13,9 kb trop
grand pour tenir dans le génome de 'AAV. Dans ce cas, la définition d'un transgene thérapeutique
passe par diverses stratégies afin de trouver un transgene thérapeutique ((Jargensen et al., 2009) ;
(Koo et al., 2011) ; (Yoshimura et al., 2004)).

Apporter la preuve de l'efficacité du transgéne thérapeutique sur la maladie est une étape
importante dans le développement du traitement. Les meilleures preuves de concept sont
généralement obtenues sur le modele animal de la maladie qui permet une étude dans des conditions
optimales. Le succes du concept est déterminé par différents choix stratégiques qui peuvent changer
en fonction des résultats obtenus.

Les essais réalisés chez la souris dans le traitement de I'hémophilie B ont démonté la présence d'une
réaction immunitaire contre la protéine transgénique ((Herzog et al., 1997) ; (Fields et al., 2000) ;
(Herzog et al., 2002)). Cet obstacle a été contourné par le changement d'organe excréteur cible

((Mingozzi et al., 2002); (Arruda et al., 2001)), du type de promoteur ((Lai et al., 1999) ;
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(Hagstrom et al., 2000) ; (Liu et al., 2004)), du sérotype (Mingozzi et al., 2002) ou encore de
l'induction d'une tolérance au transgene (Mingozzi et al., 2003).

Enfin, avant de passer au développement du traitement chez 'Homme, il faut confirmer la
capacité thérapeutique du vecteur sur différents modeles animaux, le plus souvent un modéle canin
de la maladie.

Dans le cadre du traitement de 1'hémophilie, Herzog et ses collaborateurs ont démontré l'efficacité

du traitement chez le chien sur une période supérieure a un an et demi (Herzog et al., 1999).

La définition d'une stratégie thérapeutique basée sur le transfert de gene nécessite un
minimum de connaissances sur la fonctionnalité de la protéine, de bonnes connaissances sur la
physiopathologie de la maladie et surtout connaitre le géne responsable de la maladie. La stratégie
mise en ceuvre est souvent adaptée aux résultats découlant des différentes étapes jalonnant la

définition du produit thérapeutique.

1.5.1 La thérapie génique de la myopathie myotubulaire

La conservation de l'altération du phénotype musculaire, en absence de myotubularine, de la
drosophile jusqu'a 1'homme, met en évidence la conservation des roles biologiques de la
myotubularine dans le muscle. Cependant, les mécanismes biologiques sont encore mal compris, ce
qui ralentit le développement de traitements pharmacologiques ciblés. L'existence du modele murin
de la pathologie humaine et le manque de connaissances sur le fonctionnement de la myotubularine

ont conduit au développement d'une stratégie thérapeutique basée sur le transfert de gene.

Définition du transgéne thérapeutique et preuve de concept thérapeutique.

L'identification de ' ADNCc de la myotubularine murine comme transgene capable de corriger
le phénotype musculaire a permis de démarrer le développement du traitement thérapeutique de la
myopathie myotubulaire par la thérapie génique. Le premier vecteur contenait la séquence codante
complete de la myotubularine murine sous la dépendance du promoteur ubiquitaire CMV (Buj-
Bello et al., 2008). La cassette thérapeutique résultante est compatible avec la taille du génome des
AAV, et elle a été encapsidée dans le sérotype 1 des AAV (Buj-Bello et al., 2008) car il posséde une
plus grande spécificité musculaire que I'AAV2 (Zincarelli et al., 2008).
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La preuve de concept du fonctionnement de ce premier vecteur a été réalisée localement
chez des souris malades agées de 4 semaines. L'expression du transgene et son effet sur le muscle
malade ont été analysés un mois aprés (Buj-Bello et al., 2008). Le vecteur a permis d'avoir une
quantité, de myotubularine, trés supérieure au niveau physiologique. La présence de la protéine
transgénique dans le muscle malade a corrigé la masse musculaire, I'histologie des myofibres, ainsi
que la force musculaire (Buj-Bello et al., 2008). Cependant, malgré un succes important, I'étude a
montré que la trop forte quantité de protéines transgéniques dans le muscle mutant provoquait des
infiltrations inflammatoires sporadiques autour des myofibres transduites. L'étude a également
montré qu'une trop grande quantité de protéines thérapeutiques dans le muscle sain, provoquait des
anomalies histologiques comme l'accumulation de membrane dans la fibre musculaire. Ces deux
événements semblent montrés qu'une trop grande quantité de protéines thérapeutiques dans le
muscle peut avoir des conséquences sur l'intégrité des myofibres. Ils montrent également que des
améliorations sont a apporter au niveau du vecteur pour un meilleur controle de la quantité de

protéines transgéniques (Buj-Bello et al., 2008).

Mon travail de these : le développement du traitement de thérapie génique pour la

myopathie myotubulaire.

Mon travail de these se décompose en trois parties et entre dans le cadre du développement
du traitement de la myopathie myotubulaire par la thérapie génique.

La premiére partie consiste a apporter la preuve de concept que notre vecteur est capable
de permettre 1'expression de notre protéine transgénique dans I'ensemble des muscles de 1'organisme
atteint de myopathie myotubulaire. La preuve de concept précédente laisse planer la possibilité que
la quantité trop importante de myotubularine pourrait entrainer l'apparition d'une réponse
immunitaire et d'accumulation de membrane. Afin de mieux controler la quantité de protéines
transgéniques dans le muscle nous avons remplacé le promoteur ubiquitaire CMV par un promoteur
desmine plus spécifique du muscle. L'efficacité de la nouvelle cassette thérapeutique est établie
localement sur les deux modeles murins de myopathie myotubulaire. La présence de la protéine
transgénique dans le muscle est évaluée par western blot et I'efficacité de la protéine transgénique
sur le phénotype musculaire de la myopathie myotubulaire est évaluée au niveau de la morphologie
(histologie et poids du muscle) et de la fonctionnalité du muscle malade.

Une fois la nouvelle cassette validée, sa capacité thérapeutique est évaluée sur l'ensemble des

muscles de I'organisme malade. La cassette desmine-MTM1 est encapsidée dans le sérotype 9 des
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AAV car cest le sérotype le plus efficace pour transduire les muscles apreés une injection
intraveineuse (Zincarelli et al., 2008). Le vecteur AAV9-Desmine-MTM1 est injecté par voie
intraveineuse chez les deux modéles murins de myopathie myotubulaire pour obtenir des résultats
plus robustes. La présence de la protéine transgénique et son efficacité sur le muscle sont évaluées
grace a une cinétique en deux points. La spécificité musculaire du vecteur est apportée par 1'étude
de la quantité de protéines transgéniques dans différents organes vitaux.

La seconde partie de mon travail de thése consiste étudier la capacité thérapeutique du
transgene MTMR2, homologue dMTM1, sur le phénotype de la myopathie myotubulaire. La
potentielle réaction immunitaire contre la protéine transgénique MTM1 observée dans le modele
mutant complet, lors du premier essai de thérapie génique pour la myopathie myotubulaire (Buj-
Bello et al., 2008), a conduit 1'équipe a rechercher des transgenes alternatifs. La sélection s'est
opérée selon plusieurs criteres qui sont :

La protéine issue du transgene doit étre présente dans l'organisme.

La protéine doit pouvoir remplacer 'action thérapeutique de la myotubularine.

Le choix s'est arrété sur MTMRZ2, car l'identité de séquence avec MTM1 est la plus forte dans la
famille des MTMRs. Bien que la protéine MTMR2 soit en trés faible quantité dans le muscle, une
étude chez le modele poisson de la myopathie myotubulaire a démontré que son augmentation
artificielle dans le muscle malade corrigeait le phénotype musculaire (Dowling et al., 2009). La
preuve de l'efficacité thérapeutique du transgene MTMR?2 a été étudié localement chez le modéle
murin de la myopathie myotubulaire.

La troisieme partie de ma thése est consacrée a apporter la preuve que l'activité
phosphatase de la myotubularine est bien nécessaire pour remplir son role thérapeutique. Afin de
montrer le role fondamental de I'activité phosphatase dans la pathologie et la nécessité de cette
activité pour la guérison de la maladie, nous avons utilisé une forme de myotubularine
catalytiquement inactive. La myotubularine mutante est obtenue en substituant la cystéine 375 du
site catalytique en sérine pour la rendre catalytiquement inactive (MTM1cs). Les effets du transgéne
MTMlcs sur le phénotype musculaire vont étre comparés aux effets du transgene thérapeutique

MTM1 utilisé précédemment.
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2 Matériels et méthodes
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2.1 Souches et modeles murins

2.1.1 Elevage des animaux

Les souris sont manipulées dans le respect des régles éditées par la législation francaise en
accord avec les directives européennes sur l'expérimentation animale. Les souris sont élevées en
animalerie dans un confinement de type A2. Elles sont nourries avec de la nourriture standard pour

les contrdles et de la nourriture hydratée pour les mutants.

2.1.2 Les modeles mutants complets et muscles spécifiques

Le modeéle mutant MTM1 muscle spécifique (mKO), de fond C57BL/6, est obtenu par
croisement des femelles homozygotes pour l'alléle BS53.52 (contenant 2 sites LoxP autour de
I’exon 4 du gene Mtml) avec des males transgéniques exprimant la recombinase Cre de facon
muscle spécifique, grace, au promoteur du gene de 1’a-actine humaine. La recombinase étant
présente sur un seul chromosome, les males qui n'ont pas recu la recombinase sont utilisés comme
souris controles (Buj-Bello et al., 2002).

Les males mutants constitutifs pour le gene Mtml1 (KO), de fond 129-PAS-ICO, sont obtenus a
partir de femelles hétérozygotes pour 1’allele qui contient une délétion de I’exon 4 avec des males

sauvages du méme fond génétique ((Buj-Bello et al., 2002) ; (Al-Qusairi et al, 2009)).

2.2 Expérimentation animale

(Réalisé par le service d'évaluation fonctionnelle de Généthon)

2.2.1 Anesthésie

Les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale avec 100 pl d'un mélange de
Kétamine et de Xylazine (ROMPUM) pour un poids de souris de 20 g. L'anesthésie est utilisée
avant l'injection transcutanée du tibialis antérieur (TA) et pour la chirurgie précédant l'injection de
l'extenseur digitorum longus (EDL).

Dose anesthésique :
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Kétamine : 100 mg.kg!
Xylazine : 10 mg.kg?
2.2.2 Injection intramusculaire

L'injection du tibialis antérieur est réalisée en transcutanée car le muscle est accessible par
I'avant de la loge antérieure au niveau des pattes postérieures. Un volume constant de 20pL est
injecté a l'aide d'une seringue Hamilton.

L'injection de l'extenseur digitorum longus (EDL) est réalisée apres séparation du muscle de
la loge antérieure. Une incision est réalisée au bas de la patte arriere a I'aide d'un scalpel. Le muscle
est identifié par son tendon et isolé du reste de la loge a 'aide d'une spatule métallique fine. La
spatule sert également de support lors de l'injection. Un volume de 7 pL est injecté a 1'aide d'une
seringue de chromatographie, car le diameétre de l'aiguille est beaucoup plus fin que celui de la

seringue Hamilton.

2.2.3 Injection intraveineuse

L'injection intraveineuse est réalisée dans la veine de la queue sans anesthésie préalable. La
souris est contentionnée dans un tube afin de réduire au maximum ses mouvements. Un volume

maximum de 600pl est injecté a 1'aide d'une seringue a insuline (Terumo, 29G 1/2) de 0,5 mL.

2.3 Plasmides et production des vecteurs

(Réalisé par le service de production des vecteurs de Généthon)

2.3.1 Plasmides

Le plasmide pGG2 (Généthon) comporte les ITRs du sérotype 2 des AAV qui entourent la
cassette d'intérét contenant le promoteur ubiquitaire CMV et le géne d'intérét. La cassette CMV-
MTM1C375S contient 'ADN complémentaire (ADNc) de la myotubularine murine avec une
mutation de la cystéine 375 en sérine (T1123A). La cassette CMV-MTM1 contient I'ADNc de la

myotubularine murine.
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Les plasmides pAAV-DES-MTM1 et pAAV-DES-MTMR?2 (Généthon) contiennent les ITRs du
sérotype 2 des AAV et le promoteur synthétique desmine (DES). Le promoteur synthétique est
constitué de deux parties qui proviennent du promoteur de la desmine humaine. La premiere partie
est constituée d'un fragment compris entre le site de transcription du géne humain et la position
-228. La seconde partie est constituée d'un fragment situé entre la position -693 et -973. La
deuxiéme partie est en amont de la premiére dans le promoteur synthétique (Li et al., 1991). Les
cassettes thérapeutiques contiennent soit I'ADNc de la myotubularine murine (DES-MTM1) soit
I'ADNc de MTMR2 murin (DES-MTMR?2).

Les plasmides pAAV1 et pAAV9 (Généthon) contiennent les génes REP et CAP (cap selon les
sérotypes 1 et 9).

Le plasmide pXX6 contient les genes (VA RNA, E2A et E4 ; DBP = protéines de liaisons a ' ADN
simple brin) de I’adénovirus Ad5 nécessaires a la réplication du génome de I’AAV et l'expression

des protéines virales.

2.3.2 Production des vecteurs recombinants

Transfection.

La méthode de production des différents vecteurs utilise la technique de tri-transfection qui
permet une production dépourvue de virus « helper ». Des cellules HEK293 adhérentes cultivées
dans des CF10 (Thermo Scientific NUNC) sont transfectées avec les trois plasmides, pGG2
contenant la cassette d'intérét, pXX6 et le plasmide contenant les protéines de la capside, a un ratio
de 2:1:1 a I’aide de phosphate de calcium (Généthon, (Xiao et al., 1998), (Zhang et al., 2001), (Xiao
et al., 1996)).

Récolte.

Les cellules sont récoltées par chélation ionique a I'EDTA 60 heures apres la transfection. Le
surnageant est centrifugé a 40 000 g et le culot de cellules est lysé par trois cycles de congélation-
décongélation. Le surnageant est purifié sur deux gradients de chlorure de césium successifs

(Généthon, (Xiao et al., 1998), (Zhang et al., 2001), (Xiao et al., 1996)).

Titre de la production

Le titre des différentes fractions récoltées est évalué rapidement par dot blot grace a une
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gamme étalon. Les sondes sont dirigées contre les ITRs de 1'AAV2. Les fractions les plus
concentrées sont alors regroupées ensemble, puis dialysées contre du PBS stérile (GIBCO).

Le titre de la production est évalué par PCR quantitative grace a la technologie TagMan (Applied
Biosystem). Les suspensions virales sont traitées a la DNAse I avant d'étre digérées a la protéinase
K (Généthon, (Rohr et al., 2002)). L'ADN génomique est extrait a I'aide du kit High Pure Viral
Nucleic Acid (Roche) selon le protocole du fabriquant. Les ITRs de I'AAV2 sont amplifiées a I'aide
des amorces spécifiques sur thermocycleur en temps réel ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystem). Le titre de la production est donné en génome viral par millilitre (vg/mL) (Généthon,
(Bieche et al., 1998), (Fougerousse et al., 2007)).

Amorce :

Sens : 5’~-CTCCATCACTAGGGGTTCCTTGTA-3’.

Anti-sens: 5’-TGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGC-3’.

Sonde TagMan : 5’-GTTAATGATTAACCC-3’.

Les vecteurs qui ont ainsi été produits sont: AAV1-CMV-MTM1C375S, AAV1-CMV-MTM1,
AAV1-DES-MTM1, AAV8-DES-MTM1, AAV9-DES-MTM1, AAV1-DES-MTMR2, AAV9-DES-
MTMR2.

2.4 Doses de vecteurs

2.4.1 Injection intramusculaire : le modele mKO

Les vecteurs sont injectés dans le muscle tibialis antérieur ou EDL des males 4 semaines
apres la naissance. Les muscles contralatéraux sont injectés avec du PBS comme contrdle. Quatre
semaines apres l'injection, les souris sont anesthésiées et les muscles sont prélevés pré-mortem.

Apres le prélevement, les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale.

Vecteurs Dose TA (20 pl) Dose EDL (7 ul)
AAV1-CMV-MTM1C375S 1,8x10" vg (8,6x10'* vg.kg™) -
AAV1-CMV-MTM1 1,8x10" vg (8,6x10'* vg.kg™) -
AAV1-DES-MTM1 3,5x10° vg (1,7x10" vg.kg™) 1,75x10° vg
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2.4.2 Injection intramusculaire : le modele KO

Les vecteurs sont injectés dans le muscle tibialis antérieur (20 pl) ou EDL (7 jul) des males 3
semaines apres la naissance. Les muscles contralatéraux sont injectés avec du PBS comme controle.
Deux semaines apres l'injection, les souris sont anesthésiées et les muscles sont prélevés pré-

mortem. Apres le prélévement, les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale.

Vecteurs Dose TA (20 pl) Dose EDL (7 pl)
AAV1-CMV-MTM1C375S 1,8x10" vg (9,2x10* vg.kg™) -
AAV1-CMV-MTM1 1,8x10" vg -
AAV1-DES-MTM1 3,5x10° vg (1,7x101* vg.kg-1) 1,75x10° vg
AAV1-DES-MTMR2 3,6x10° vg (1,7x101* vg.kg™) 1,3x10° vg
AAV9-DES-MTMR2 2,7x10" vg (1,9x101° vg.kg™) 9,3x10° vg
2.4.3 Injection intraveineuse

Les vecteurs sont injectés dans la veine de la queue des males Mtm1 KO a 1’age de 3
semaines, selon les doses et volumes indiqués ci-dessous (le volume final est ajusté avec du PBS).

Un volume équivalent de PBS est injecté dans les souris controles.

Vecteur Dose et volume

AAV9-DES-MTM1 4,1x10% vg.kg-! dans un volume de 748 pL/20 g

De la méme facon, les males mKO et controles respectifs sont traités a 1’age de 4 semaines

selon la dose indiquée ci-dessous.

Vecteur Dose et volume

AAV9-DES-MTM1 5,2x1012 vg.kg-! dans un volume de 615 pL./20 g
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2.5 Préparations histologiques

(Réalisé par le service d'évaluation fonctionnelle de Généthon)

2.5.1 Les muscles

La peau est coupée a l'aide de ciseaux de Dowell droit (Moria), puis les muscles
squelettiques sont disséqués de leur logement a l'aide de deux pinces a iris droites (Moria) et
séparés de leurs tendons par des ciseaux délicats (Biotek). Le muscle est enfoncé dans la gomme
(Gomme TRAGACANTH, Sigma; 6g pour 100ml d'eau distillée) par son plus petit tendon,
jusqu'au support en liege (VWR) et le tout est plongé dans l'isopentane (Sigma) refroidi par de
l'azote liquide (Aire liquide) a son point de congélation. Le muscle est immergé dans l'isopentane
durant 1 minute pour les muscles de poids inférieur a 50 mg et 2 minutes pour les muscles plus
gros. Le cceur est aussi monté sur support de liege et congelé dans de 1’isopentane refroidi a I’azote.
Les muscles sont conservés conservés a -80°C.

Les muscles congelés sont coupés a I'aide d'un cryostat (Leica). Pour 1’analyse histologique,
plusieurs lames sériées contenant des coupes d’une épaisseur de 7um sont obtenues et conservées a
-80°C jusqu’a I'utilisation. De plus, plusieurs coupes de 30 pm sont prélevées pour des extractions

protéiques, d'ARN et d'ADN, lesquelles sont conservés a -80°C.

2.5.2 Les organes

Les organes sont disséqués a l'aide des ciseaux de Dowell droits et les pinces fines a iris,
puis séparés des tissus conjonctifs a I'aide des ciseaux délicats. L'un des deux organes binaires est
mis dans un tube Eppendroff 1,5 ml et plongé directement dans I'azote. Le cerveau, la rate et le foie
sont coupés en deux. L'une des deux parties est mise dans un tube Eppendorff 1,5 ml puis plongée
dans l'azote. Les organes congelés sont utilisés pour 1’extraction de protéines. Les organes non
congelés restants sont insérés dans une cassette histologique, puis ils sont fixés 24 heures dans une
solution de glutaraldéhyde a 10 %. Les organes sont ensuite traités a I’aide d’un automate qui les
déshydrate avec des bains d'alcool de concentration croissante et un bain de xylene (Leica ST5020).
Finalement, les organes sont inclus dans des blocs de paraffine et coupés en sections de 8 pm

d'épaisseur. Les coupes sont ensuite déposées sur lame de verre pour permettre la coloration et
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l'analyse histologique.

2.6 Colorations histologiques

2.6.1 Hématoxyline-éosine

(Réalisé par le servie d'histologie de Généthon ou de 'IGBMC)

Les coupes de tissus provenant d'organes inclus en paraffine sont traitées avec deux bains de
xyléne de 3 min pour enlever la paraffine. Les coupes sont réhydratées a 1'éthanol 95% 2 a 3 min,
puis rincée a l'eau courante et a l'eau distillée. Les coupes provenant de tissus congelés, ou
cryocoupes, sont décongelées et fixées dans une solution de paraformaldéhyde 10% dans du PBS
pendant 10 min a température ambiante.

Les deux types de coupes histologiques sont ensuite colorées a I'hématoxyline de Harris
(Hématoxyline a 7 g/L, lodate de sodium a 0,2 g/L, Sulfate double d'aluminium et d'ammonium, 12
H20 a 50 g/L) pendant 4 min, puis elles sont rincées a l'eau courante. L'hématoxyline est
différenciée par un passage dans une solution aqueuse d'acide chlorhydrique-alcool (1 ml de
solution d'acide chlorhydrique saturée dans 100 ml d'éthanol a 70%). Cette étape est omise lors de
la coloration hématoxyline-éosine non différenciée. Les coupes sont rincées a I'eau courante, puis
elles sont passées dans I'eau de Scott (3,5g de bicarbonate de sodium, 20g sulfate de magnésium
dans 11 d'eau distillée) 1 a 3 min. Une fois rincées a I'eau courante, les coupes sont colorées avec
une solution d'éosine a 1% pendant 1 min. Les coupes sont rincées, déshydratées au butanol par 2
bains de 3 min chacun, puis traitées avec 2 bains d'Histosol (Life Science Products) de 3 min

chacun. Les lames sont montées a I'Eukitt (LABONORD).

2.6.2 Hématoxyline-éosine-safran

(Réalisé par le service d'histologie de Généthon)

Une fois les coupes histologiques préparées comme décrit précédemment, elles sont colorées
a I'hématoxyline de Harris pendant 4 min, puis différenciée par une solution aqueuse acide
chlorhydrique-alcool et rincées a 1'eau courante. Les coupes sont ensuite traitées avec une solution

d'eau de Scott pendant 1 a 3 min, puis rincées a l'eau courante. Elles subissent une étape de
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coloration avec une solution 0.2% de phloxine dans de 1'eau distillée pendant 30 secondes. Apres un
rincage a l'eau courante, la phloxine est décolorée avec une solution d'éthanol a 70% pendant une
minute. Les coupes sont rincées a 1'éthanol absolu, puis colorées avec la solution de safran (20 g de
poudre de safran (LABONORD), dans 1L d'éthanol absolu) pendant 3 min. Aprés un rincage a
I'éthanol absolu, les coupes sont traitées avec deux bains d'Histosol de 3 min chacun, puis les lames

sont montées a I'Eukitt.

2.6.3 NADH-TR

Les cryocoupes de muscles sont incubées dans une solution de coloration au bleu
tétrazolium (Tris 50 mM a pH = 7,3, 1,2 mM de Nitro Blue BT et 0,6 mM de DPNH, Sigma),
préparée extemporanément, a 57°C pendant 10 min. La réaction de coloration est arrétée par un
lavage a l'eau distillée. Les coupes sont ensuite déshydratées avec des bains successifs d'éthanol
70%, 95% et 100% pendant 2 min chacun, puis un second bain d'éthanol 100% pendant 2 min et

deux passages dans deux bains d'Histosol. Les lames sont montées avec de I’Eukitt.

2.6.4 Rouge Sirius

(Réalisé par le service d'histologie de Généthon)

Les coupes de tissus congelés sont traitées avec un premier bain de formol a 10% dans du
PBS pendant 10 min, puis une solution de picro-formaline pendant 10 min. Elles sont ensuite
rincées a 1'éthanol 90% pendant 1 min, puis rincées a I'eau distillée pendant 1 min. Les coupes sont
colorées avec une solution de rouge Sirius (1 g de rouge Sirius dans 1L d'eau distillée saturée en
acide picrique) pendant 60 min a température ambiante. Ensuite, les coupes histologiques sont
rincées a l'eau distillée et déshydratées dans un bain d'éthanol a 95°C, suivit de deux bains d'éthanol

100%. Apres passage dans deux bains d'Histosol, les coupes sont montées a 1'Eukitt.

2.7 Immunodétections

Toutes les procédures décrites ci-apres concernent des coupes histologiques provenant de tissus

congelées.

74/181



Immunodétections

2.7.1 Laminine

(Réalisé par le service d'histologie de Généthon)

Les coupes sont décongelées pendant 10 min a température ambiante, puis entourées au
Dakopen (DAKO) et séchées pendant 5 min. Les péroxydases endogenes sont inhibées avec une
solution d'azoture de sodium (DAKO) pendant 30 min a température ambiante. Les tissus sont
rincés au PBS pendant 5 min et incubés avec une solution de PBS avec 10% de sérum de chevre
(DAKO) pour le marquage laminine et avec une solution de PBS a 10% de sérum de Lapin
(DAKO) pendant 30 min. La solution de blocage est enlevée et 'anticorps primaire dirigé contre la
laminine (DAKO, Z0097), dilué au 1:1000 dans du PBS, est incubé pendant 12 heures a 4°C. Les
coupes sont ensuite rincées avec trois bains successifs de PBS de 5 min chacun sous agitation et
incubées avec l'anticorps secondaire couplé a une péroxydase (Kit Envision HRP Rabbit) pendant
30 min. Les coupes sont rincées comme précédemment, puis incubé avec une solution de 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) diluée pendant 2 a 5 min. La solution de coloration est enlevée par un
lavage a I'eau du robinet pendant 5 min a renouvellement constant. Les coupes sont déshydratées
avec trois bains successifs d'éthanol 70%, d'éthanol 95% et d'éthanol 100% pendant 5 min chacun,

puis deux bains de xylene. Les lames sont montées avec de I’Eukitt.

2.7.2 Myotubularine, RYR1, Desmine

Apres la décongélation, chaque coupe de muscle sur une lame est entourée avec du Dakopen
pour former des puits étanches, puis le tissu est fixé avec une solution de PBS contenant 4% de
para-formaldéhyde pendant 7 min, suivi de trois bains de PBS successifs de 3 min chacun. Les
sections de muscles sont incubées avec une solution de blocage qui contient 5% de sérum de chevre
dans du PBS pendant 45 min a température ambiante ou avec une solution de « Mouse On Mouse »
(M.O.M., DAKO) diluée au 1:32eme dans du PBS pendant 20 min.

Pour détecter la myotubularine, un anticorps primaire de lapin dirigé contre la myotubularine
murine (7, 8) est utilisé au 1:200éme ou 1:400eme dans une solution du PBS-0,1% Brij35-0,1%
BSA, durant 60 min a 37°C ou 12 heures a 4°C. Apres rincage, 'anticorps primaire est détecté par
un anticorps secondaire de chévre dirigé contre les anticorps de lapin et couplé a un fluorophore
Alexa 488 (Molecular Probes) au 1:500éme dans du PBS-0,1% BSA-0,1% DAPI pendant 45 min.

Le marquage du DAPI permet de visualiser les noyaux des cellules.
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La détection du récepteur a la ryanodine, RYR1, dans le muscle squelettique se fait grace a
I’utilisation d’un anticorps monoclonal de souris (abcam, ab2868) dilué au 1:250éme dans une
solution de PBS-0,1% BSA et incubé pendant 60 min a 37°C ou 12 heures a 4°C. Apres ringage,
I'anticorps primaire est détecté par un anticorps secondaire biotinylé de chevre dirigé contre les
anticorps de souris (Novex) et dilué 1:200 dans du PBS-0,3% BSA-0,1% DAPI pendant 45 min.
Les coupes sont ensuite incubées avec de la streptavidine-Alexa 488 (Molecular Probes) diluée au
1:1000éme dans du PBS-0,1% DAPI pendant 20 min, suivi de plusieurs ringages au PBS.

La desmine est détectée grace a l’utilisation d’un anticorps primaire de chevre (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, sc-7559) dilué au 1:300eme dans une solution de PBS-0,1% BSA et incubé
pendant 60 min a 37°C ou 12 heures a 4°C. Le marquage de la cavéoline 3 se fait par un anticorps
primaire de chévre (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, sc-7665) dilué au 1:100éme dans une
solution de PBS-0,1% Triton X100-0,01% BSA et incubé pendant 60 min a 37°C ou 12 heures a
4°C. Dans les deux cas, apres rincage, les coupes sont incubées pendant 45 min avec un anticorps
secondaire biotinylé d'ane dirigé contre les anticorps de chevre (Novex) et dilué au 1:200éme dans
du PBS-0,3% BSA-0,1% DAPI, suivi d’une incubation de 20 min avec de la streptavidine-Alexa
488 (Molecular Probes) diluée au 1:1000éme dans du PBS-0,1% DAPI, puis rincage.

Pour détecter la dystrophine, les coupes de muscles sont incubées avec un anticorps monoclonal de
souris dirigé contre la dystrophine (Novocastra, NCLDYS2) dilué au 1:20éme dans une solution de
PBS-0,01% Triton X100-0,1% BSA pendant 60 min a 37°C ou 12 heures a 4°C. Apres ringage,
l'anticorps primaire est détecté par un anticorps secondaire de chévre couplé a un fluorophore Alexa
594 (Molecular Probes) dilué 1:500eme dans du PBS-0,1% BSA-0,1% DAPI pendant 45 min, suivi
de plusieurs lavages au PBS.

Dans tous les cas précédents, les lames sont ensuite montées avec du Fluorsave (Calbiochem) ou du
Fluoromount G (SouthernBiotech) et des lamelles. Les images des coupes de muscle marquées avec

ces différents anticorps sont prises avec un microscope confocal Leica TCS-SP2.

2.7.3 Dysferline, DHPR1a et sarcaluménine

Les coupes de muscle sont mises a décongeler et sécher sur la paillasse pour ensuite étre
plongées pendant 10 min dans du PBS bouillant, puis 2 min dans du PBS a température ambiante.
Les coupes sur les lames sont ensuite entourées individuellement a 1'aide de Dakopen.

La détection de la dysferline est réalisée apres saturation avec une solution de PBS-3% de BSA
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pendant 45 min, puis incubation avec un anticorps monoclonal de souris anti-dysferline (NCL-
Hamlet) dilué au 1:20éme dans du PBS-0,3% BSA pendant 12 h a 4°C.
Pour le marquage du récepteur a la dihydropyridine, DHPR1q, les coupes sont d’abord incubées
avec une solution de PBS-0,2% Tween 20 contenant 10% de sérum de chevre pendant 45 min. Les
coupes sont ensuite incubées avec un anticorps monoclonal de souris dirigé contre le DHPR1a
(Pierce, MA3-920) dilué au 1:600éme dans du PBS-1% BSA-0,2% Tween 20 pendant 12 h a 4°C
ou a température ambiante pendant 60 min.
La détection de la sarcaluménine sur les coupes de muscle est réalisée apres saturation avec une
solution de PBS-3% de BSA pendant 45 min, puis incubation avec un anticorps primaire de souris
(Santa Cruz biotechnology, sc-58845) dilué au 1:200éme dans du PBS-0,3% BSA pendant 12 h a
4°C.
Apres ringage par trois bains de PBS successifs de 5 min chacun sous agitation constante, les
différents anticorps primaires sont détectés avec un anticorps secondaire biotinylé (Novex) dilué au
1:200éme dans du PBS-0,3% BSA-0,1% DAPI et incubé pendant 45 min a température ambiante.
Les tissus sont ensuite incubés avec de la streptavidine-Alexa 488 (Molecular Probes) diluée au
1:1000eme dans du PBS-0,1% DAPI pendant 20 min. Apres lavage, les lamelles sont montées avec
du Fluoromont G ou du Fluorsave.

Les images des différents marquages sont obtenues a 1’aide d’un microsocpe confocal Leica

TCS-SP2.

2.8 Quantifications histologiques

2.8.1 Aire

L'aire des fibres est déterminée manuellement grace au logiciel Methamorph Off Line
(Molecular Devices) a partir d'images de coupes transversales de muscle colorées a I'hématoxyline-
éosine.

La coupe transversale de muscle colorée a I'hématoxyline-éosine est cartographiée a l'aide d'un
microscope photonique classique couplé a une caméra. Les images doivent étre jointives pour
permettre un assemblage correct a l'aide du logiciel photoshope CS4 (Adobe). Une fois la
cartographie reconstituée, 1'aire des fibres est détourée manuellement dans le logiciel Methamorph

(Molecular Devices). La conversion entre les pixels et les pm? se fait a l'aide d'une échelle
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micrométrique prise en photo au méme grossissement que les images de la cartographie.
Les critéres de sélection des aires correctes sont :
1. La fibre doit étre coupée entierement de fagon transversale.
2. Les zones ou le muscle est mal congelé, les aires ne sont pas mesurées a cause de la
déformation cryogénique.
3. Les fibres musculaires qui ne sont pas coupées entiérement en transversale ne sont pas prise
en compte.
Les aires collectées et converties en micrometre carré sont moyennées pour un seul muscle. La
valeur moyenne (+/- l'écart type) de la moyenne des aires de chaque muscle ayant subit un
traitement identique est déterminée. Les moyennes des différents traitements sont comparées entre

elles.

2.8.2 Diametre

Le diametre des fibres musculaires pris en compte est le plus petit diametre de la fibre.
L'avantage de cette mesure par rapport a l'aire des fibres, est qu'il prend en compte les fibres
musculaires coupées 1égérement ou complétement en longueur sans fausser la mesure.

Le diametre des fibres est obtenu a partir de coupes de muscle marquées a la laminine-DAB. Les
coupes de muscle sont cartographiées a I'aide d'un microscope photonique classique équipé d'une
plateforme motorisée. Le logiciel Ellix (Microvision), permet de cartographier le muscle
automatiquement en controlant la platine motorisée apres délimitation du champ d'investigation
manuellement. Durant la cartographie, le logiciel détecte les fibres musculaires, et approxime leur
surface par une ellipse, grace au contraste fourni par le marquage de la laminine. La conversion en
micrometre est directement faite par le logiciel.
Les cartographies obtenues sont vérifiées manuellement avant analyse des données selon les critéres
suivants :
1. Les zones ou le muscle est mal congelé, les fibres ne sont pas prises en compte du fait de la
déformation cryogénique incorrecte.
2. Un filtre de taille minimale de diameétre est placé a la valeur de 7 pm. En dessous de cette
valeur, il y a plus de chance de prendre en compte des ellipses artéfactuelles que des fibres
musculaires dans le muscle mutant controle. Pour le muscle contrdle, le diameétre des fibres

ne descend pas en dessous.
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3. Les ellipses aberrantes sont éliminées a la main.
Le plus petit diametre de I'ellipse est pris en compte et la moyenne des diametres d'un méme muscle

est un échantillon de mesure pour un traitement.

2.8.3 Profil

L'homogénéité de la répartition des myofibres est vérifiée en établissant le profil de

répartition des fibres musculaires selon leur taille. Le profil est constitué avec les aires ou les
diametres de fibres obtenus précédemment et regroupés en fonction du traitement musculaire.
Les myofibres provenant de différents muscles au sein d'un méme groupe sont triées en fonction de
leur taille croissante pour déterminer la taille maximale. Celle-ci est divisée par 30. Les 30 classes
permettent de définir une courbe qui est un compromis entre une courbe peu et trop saccadée. Le
nombre de fibre dans chaque classe, borne inférieure exclue et borne supérieure incluse, est exprimé
en pourcentage de l'effectif totale.

La représentation du profil est réalisée avec les classes en abscisse et les effectifs en ordonnée.

2.8.4 Noyau

Les noyaux sont dénombrés sur des coupes transversales de muscle colorées a
I'hématoxyline-éosine avec le logiciel Histolab (Microvision). Les coupes de muscle sont
cartographiées a l'aide d'un microscope photonique classique équipé d'une plateforme motorisée. Le
logiciel cartographie automatiquement le champ d'investigation délimité a la main.

La cartographie est ensuite analysée manuellement et le nombre de noyaux internalisés et
périphériques sont dénombrés. Le taux de noyaux internalisés (TI) et celui des noyaux

périphériques (TP) sont déterminés par les formules suivantes :

TI=—L %100 TP=—L %100
(i+p) (i+p)

i= nombre de noyaux internalisés ; p = nombre de noyaux périphériques
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2.9 Extraction des protéines

2.9.1 Origine : coupes histologiques

Vingt cing a 35 coupes de tissus de 30 pm sont recueillies dans des tubes Eppendorffs
préalablement tarés et refroidis dans la glace carbonique. Les protéines sont extraites des coupes
avec un volume de tampon d'extraction (composition ci-dessous) déterminé selon la formule
empirique de 100 pl de tampon pour 40 mg de tissu, avec un minimum de 25 pl. Le mélange est
incubé sur la glace pendant 15 a 30 min apres décongélation, et il est mélangé au Vortex® pendant
15 secondes toute les 5 min. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a 12 000 g

pendant 10 min a 4°C et le surnageant est transféré dans un nouveau tube Eppendorff froid.

2.9.2 Origine : organe entier

Les organes sont broyés en fine poudre dans un mortier refroidi a I'azote liquide sur de la
glace carbonique. La poudre est transférée dans un tube Eppendorff préalablement refroidit et taré.
Le volume de tampon d'extraction est ajusté, apres pesée, selon la formule empirique de 100 pl de
tampon pour 40 mg de tissu, avec un volume minimum de 25 pL. Le mélange est incubé 15 a 30
min dans la glace avec, toutes les 5 min, un mélange au Vortex® de 15 secondes. Les débris
cellulaires sont éliminés par centrifugation a 12 000 g pendant 10 min a 4°C et la concentration de
protéines du surnageant résultant est déterminée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

La concentration protéique est déterminée grace a une gamme étalon de BSA sur une zone
de détection linéaire entre 0,125 a 1 mg/ml. La quantification est réalisée en plaque 96 puits de 300
pl perméable au UV et chaque échantillon est dupliqué. Les échantillons protéiques sont dilués,
dans un premier temps au 1:25éme dans de l'eau distillée, tout comme le tampon de broyage, qui
servira de témoin négatif, et les différents points de gamme de BSA. Dix microlitres de la dilution
sont répartis par puits sur la plaque en double. Le réactif de Bradford (BioRad) concentré est dilué
au 1:5éme dans de l'eau distillé et 200 pl sont distribués dans chaque puits. L'analyse par
spectrophotométrie est réalisée par 'appareil KC4 (BioTek) a une longueur d'onde de 595 nm.

La courbe étalon de BSA pour déterminer la concentration protéique passe par zéro. Elle est
obtenue en tracant la courbe de la concentration des échantillons connus en fonction de la densité

optique. La détermination de la quantité de protéines se fait par report de la densité optique sur la
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courbe de BSA. La concentration protéique obtenue est ensuite multipliée par le facteur de dilution
(1:25eéme) pour avoir la concentration dans 1'échantillon de départ.

Les échantillons sont dilués a la quantité de protéines totale voulue dans les % d'un volume. Le
volume est complété avec Y4 de bleu de charge concentré 4 fois, qui sert également d'agent
dénaturant. Les échantillons sont mélangés au Vortex® et incubé 5 min a 95°C pour obtenir des
protéines linéaires et chargées en SDS.

Tampon d'extraction :

La solution de Tris-HCL (Sigma) 10 mM a pH = 7,4 contient 150 mM de NaCl (Sigma), 5 mM
EGTA (Sigma), 2 mM de sodium orthovanadate simple (Sigma), 100 mM de NaF (Sigma), 4 mM
de sodium pyrophosphate (Sigma), 1% (Volume a volume ou V:V) de Triton X-100 (Sigma), 0,5%
(V:V) d1IGEPAL (Sigma) et une tablette du cocktail inhibiteur de protéase (Roche) pour 100 ml.
Bleu de charge dénaturant 1x :

La solution de Tris (Sigma) 250 mM a pH = 6,8. Contient 4 % (V:V) de SDS (Sigma), 25% (V:V)
de Glycerol (Sigma), 250 mM de Dithiotréitol (DDT) (Sigma) et une pincée de bleu de
bromophénol (Sigma).

2.9.3 SDS-PAGE

Une fois dénaturés, les échantillons sont déposés dans un gel de polyacrylamide contenant
du sodium dodécyl-sulfate (SDS-PAGE) qui permet de maintenir les protéines linéaires avec une
charge globale fortement négative. Un marqueur de poids moléculaire (Fermentas) est déposé en
méme temps que les échantillons. La réticulation du gel permet une séparation uniquement en
fonction de la taille des protéines. Le gel est mis dans une cuve remplie de tampon de migration
Laemmli 1x. Une fois les échantillons dans les puits, le gel est mis sous influence d'un champs
électrique de 150 V durant 45 min, qui va déplacer les protéines vers la cathode.

Le gel SDS-PAGE est transféré sur une membrane de nitrocellulose (GE HEALTH CARE)
ou de PVDF (GE HEALTH CARE) hydratée respectivement au préalable avec du tampon de
migration et du méthanol, le tout est pris en sandwich entre deux plaques de papier Whatman
hydratées au tampon de migration. Le sandwich est recouvert avec les éponges du systeme et le tout
est maintenu durant le transfert par des pinces en plastiques. Le transfert s'effectue dans une cuve ou
le gel et la membrane sont complétement immergés dans du tampon de transfert, maintenu a 4°C

sous un courant de 200 mA pendant 60 min. La plus grande partie des protéines est transférée sur la
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membrane et préte pour l'immunodétection.
Gel de polyacrylamide contenant du SDS a 8 ou 10%.

La solution du gel de séparation contient 8 ou 10 % (masse (g):volume (V)) d'un mélange
d'acrylamide et de bis acrylamide dans un rapport de 29:1, 375 mM de Tris-HCI a pH = 8,8, 33,3
mg.l-1 d'amonium per sulfate, 0,1% (g:V) de SDS, et 6,7x10~* ml de TEMED pour 1 ml de
solution.

La solution du gel de concentration contient 5% (g:V) d'un mélange d'acrylamide et de bis
acrylamide dans un rapport de 29:1, 125 mM de Tris-HCI a pH = 6,8, 50 mg/L. d'amonium per
sulfate, 0,1% (g:V) de SDS et 1x1073 ml de TEMED pour 1 mL de solution.

Tampon Laemmli 1x :

La solution de Tris Base 25 mM contient 192 mM de glycine, 0,1% (g:V) de SDS pour 11

d'eau distillée.
Tampon de transfert 1x :
La solution de tampon de transfert contient 800 ml de tampon Laemmli 1 fois concentrée et

200 ml de méthanol.

2.9.4 Révélation des protéines

Une fois les protéines transférées sur la membrane, elle est saturée avec une solution Satl
(TBS-0,1% Tween 20 avec 5% de lait écrémé) ou S2 (50% de TBS-0,1% Tween 20 et 50% de
tampon ODYSSEY.) pendant 45 min a température ambiante.

Apres le blocage, I'anticorps primaire dilué dans la solution S1(TBS-0,1% Tween 20 avec1% de lait
écrémé) ou S2 est incubé avec la membrane pendant 60 min a 20-25°C ou a 4°C pendant 12 heures.
La membrane est ensuite rincée par trois bains de TBS-0,1% Tween 20 de chacun 3 min.
L'anticorps secondaire est dilué dans la solution S1 ou S2 et incubé pendant 45 min a 20-25°C.
L'anticorps secondaire est lavé dans 3 bains de TBS-0,1% Tween 20 pendant 3 min chacun. Ensuite,
le Tween 20 est éliminé par trois bains de TBS 1 fois concentré pendant 3 min chacun.
Dilution des anticorps primaires :

1. Anticorps de lapin contre la myotubularine 2347 et 2348 (Buj-Bello et al., 2008): 1:2000.

2. Anticorps de lapin contre MTMR2 2224 (Buj-Bello, non publié): 1:2000.

3. Anticorps de souris contre la GAPDH (Sigma, WH0002597M1) : 1:10 000 a 1:25 000.

4. Anticorps de souris contre l'a-tubuline (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, sc-5286) :
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1:2000.
Dilution des anticorps secondaires :
1. Anticorps de chevre contre le lapin couplé au fluorophore 800 nm (Licor) : 1:10 000.

2. Anticorps de chévre contre la souris couplé au fluorophore 700 nm (Licor) : 1:10 000.

2.9.5 Analyse

Une fois la membrane recouverte par les différents anticorps, elle est déposée dans
I'ODYSSEY (Licor) qui va permettre de détecter les fluorophores couplés aux anticorps secondaires
et quantifier le signal de fluorescence. Le systeme ODYSSEY permet une quantification des
protéines plus fiable que la chimie-luminescance car les anticorps secondaires sont couplés a un
nombre défini de fluorophore et le systtme ODYSSEY permet de compter le nombre de photon
émis par le fluorochrome. Le nombre de photon émis est donc directement proportionnel a la
quantité de protéine.

Le signal émis par les différentes bandes est normalisé, en premier, par rapport au bruit de fond de
la membrane. En second, l'intensité lumineuse de la protéine d'intérét est normalisée par l'intensité
de la bande de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) ou l'a-tubuline.

Le rapport des intensités lumineuses pour chaque échantillon d'une méme membrane est ensuite
exprimé par rapport a un échantillon de référence. Cet échantillon se trouve sur toutes les
membranes analysées et va servir de normalisateur entre les membranes. Les quantités d'MTMR2
dans chacun des échantillons sont normalisées par la quantité d'a-tubuline.

Enfin les rapports d'intensité lumineuse normalisée entre les différentes membranes sont exprimés
par rapport a la moyenne des échantillons contrdles qui constituent la référence physiologique de
I'expérience. Les différences de quantité de protéines sont donc directement visibles sur le

graphique.

2.10 Extraction d'acide nucléique

2.10.1 Extraction d'ARN :
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La méthode du Trizol.

L'ARN est extraite des coupes histologiques provenant des muscles congelés grace au réactif
TRIZOL (GIBCO) en suivant les instructions du fabriquant.
Huit cent microlitres de TRIZOL sont ajoutés sur les coupes non décongelées. Les coupes sont
incubées a température ambiante et dissoutes a la pipette 1000. Du glycogene liquide est ajouté au
mélange a une concentration finale de 0,25 g/l et le tout est incubé a température ambiante pendant
5 min. Deux cent microlitres de chloroforme sont ajoutés sur le Trizol. La solution est incubée 2
min a température ambiante aprées agitation manuelle de 20 secondes. Les tubes sont centrifugés a
12 000 g pendant 15 min a 4°C pour séparer la phase aqueuse de la phase organique du phénol-
chloroforme. La phase aqueuse supérieure est transférée dans un nouveau tube, dans lequel 500 pl
d'isopropanol sont ajoutés. Le mélange est homogénéisé manuellement pendant 20 secondes et
incubé a température ambiante pendant 10 min. Les étapes suivantes sont réalisées sur la glace ou a
4°C. La solution est centrifugée a 12 000 g pendant 8 min. Le surnageant est éliminé et le culot est
rincé avec 1 ml d'éthanol a 75% froid. Le tube est centrifugé a 5 000 g pendant 5 min a 4°C. Le
lavage est renouvelé une fois. Le culot est asséché a température ambiante pendant 10 min, puis
redissout dans 15 pl d'eau ultra pure ou DEPC et incubé pendant 60 min a 4°C.
Les ARN sont dosés avec un spectrophotometre a l'absorbance de 260 nm et 280 nm pour
déterminer la concentration de l'acide nucléique. Le rapport des absorbances 260/280 nm détermine
la pureté de I'échantillon par rapport aux contaminants protéiques. Un échantillon de bonne qualité a
un rapport qui s'approche de la valeur 2. La qualité physique des ARN est évaluée sur gel d'agarose
ce qui permet de visualiser l'intégrité des principales populations d'ARN. Un microgramme d'ARN
total est dilué dans 10 pl de bleu de charge 1 fois concentré et déposé sur un gel d'agarose avec 1%-
gel Red a 1:10 000, dans du TAE concentré 1x. Les échantillons sont mis a migrer pendant 15 min a
100 V. Les bandes sont révélées aux UV. L'ARN est conservé a -80°C.
La bande d'intensité la plus faible avec le plus haut poids moléculaire est constituée des ARN
messagers et non codants. Les deux bandes principales, de forte intensité, sont les ARN
ribosomiques 28S et 18S. La plus petite bande est constitué des ARNt et 5S. La présence d'un smire
a la place de bandes bien distinctes indique une dégradation des ARN avant ou durant I'extraction.

La présence de bandes claires et bien séparées indique un ARN de bonne qualité.
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2.11 Quantification de I'expression génique

2.11.1 Traitement a la DNAse

La réaction de DNAse I permet d'éliminer 'ADN résiduel qui a été purifiée en méme temps
que I'ARN. L'étape de DNAse est réalisée sur 1 pg d'ARN totale grace au kit de Promega.
Un microlitre de tampon de DNAse I plus un microlitre d'enzyme sont ajouté au 10 pl contenant le
microgramme d'ARN. La solution est incubée a 37°C pendant 20 min. L'inactivation de la DNAse I
est réalisée avec l'ajout 1 pl de solution d'inactivation dans 1'échantillon, et le tout est incubé 2 min a
température ambiante. Le mélange est centrifugé a 10 000 g pendant 1 min et les 10 pl de

surnageant sont transférés dans des tubes pour PCR de 200 pl.

2.11.2 Reverse transcription

La reverse transcription permet de transformer I'ARN en ADN simple brin complémentaire
grace a la reverse transcriptase.
Les 10 pl d'échantillon sont incubés a 65°C pendant 5 min apres, addition d'un pl d'une solution
contenant 50 a 250 ng d'amorce « random » dans un volume d'un pl maximum et 1 pl de dNTP a 10
mM. Les échantillons sont rapidement refroidit sur la glace. Huit microlitres d'une solution
contenant 4 pl de tampon de reverse transcription concentré 5 fois, 2 pl de DTT a 0,1 M, 1 pl de
RNAse OUT et 1 pl de SuperScript II (Sigma) ou 1 pl d'eau DEPC pour le témoin de réaction. Les

échantillons sont incubés a 42°C pendant 50 min puis a 70°C pendant 15 min.

2.11.3 PCR quantitative

La PCR quantitative (QPCR) est basée sur le principe de détection de I'amplification de
I'ADN en temps réel. La quantité d'ADN est visualisée grace au SYBR GREEN qui lorsqu'il est
intercalé entre les brins d'ADN, émet de la fluorescence apres stimulation. La fluorescence est
directement proportionnelle a la quantité d'ADN formée. Le modele théorique de la PCR veut qu'a
chaque cycle de PCR, deux nouveaux brins soient synthétisés pour un brin matrice, produisant ainsi

une multiplication exponentielle. La quantité d'ADN de départ joue un role important pour la
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duplication exponentielle car pour de faible quantité d’ADN, la duplication exponentielle n'apparait
qu'au bout d'un certain nombre de cycles de PCR. Le cycle de PCR correspondant au démarrage de
la duplication d'ADN exponentielle est appelé Cq pour cycle de quantification (Hellemans et al.,
2007). Les Cq sont valables lorsqu'ils sont compris entre 20 et 30. Le répliqua est valable quand
I'écart type des Cq ne dépasse pas 0,2.

La premiere étape dans la PCR quantitative est 'optimisation des amorces. L'optimisation
permet de définir deux facteurs. Le premier est le rendement de PCR du couple d'amorce sens et
anti-sens choisit pour le géne d'intérét et de référence. L'efficacité est déterminée sur une gamme de
dilution unique avec plusieurs combinaisons de concentration d'amorce qui vont de 1 pM a 4 pM
(Adaptation du protocole de Nolan 2006 (Nolan et al., 2006). Le deuxiéme facteur permet de
déterminer la quantité d'échantillon totale minimale pour avoir une amplification génique comprise
entre les Cq 20 a 30. Cette méthode permet d'avoir des échantillons compris dans la gamme
d'évaluation de I'efficacité de PCR des amorces.

La QPCR est réalisée dans volume totale de 25 pl contenant 7,5 pl de Master Mix SYBR GREEN
2x (Applied biosystems), 2,5 pl d'amorce sens entre 1 pM et 4 pM, 2,5 pl d'amorce anti-sens entre
1 pM et 4 pM, 2,5 pl d'eau milliQ stérile et 10 pl d'ADNCc dilué a la quantité voulue. Chaque
échantillon est réalisé en double pour la quantification des échantillons et en triple pour établir
l'efficacité de PCR des amorces. Chaque QPCR est réalisée avec un échantillon contrdle de la
reverse transcription et un échantillon controle de la QPCR. La QPCR est réalisée en plaque 96
puits sur ABI prisme d'Applied biosystems 7900HT selon le protocole suivant :

1. Dénaturation : 95°C pendant 900 sec.

2. Amplification de 40 cycles :

1. Dénaturation : 95°C pendant 15 sec.

2. Hybridation : 60°C pendant 30 sec.

3. Elongation : 60°C pendant 30 sec.

3. Courbe de fusion :

1. 95°C pendant 15 sec.

2. 60°C pendant 15 sec.

3. Monté graduelle de 0,1°C/s jusqu'a 95°C avec enregistrement constant de la

fluorescence.
La courbe de fusion permet de visualiser la spécificité de production de la PCR. En effet I'amplicon

spécifique a une taille définie, entre 100 et 200 pb, et donc une température de fusion spécifique. La
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montée graduelle en température permet de mesurer la perte de fluorescence correspondant a la
température de fusion de I'amplicon spécifique, mais également des amplicons aspécifiques, s'il y en
a. La technique permet de détecter la présence de contaminants dans les échantillons controles, et la
présence de dimérisation des amorces entres elles.

Cq : cycle de quantification (Hellemans et al., 2007).

2.11.4 Analyse

L'analyse de I'expression des genes d'intérét se fait par rapport a un gene de référence qui lui
ne varie pas et assume que l'efficacité de PCR est de 100% donc la quantité d'’ADN est calculées par

la formule :

NRQ=2%“

L'approximation d'une efficacité de PCR de 2 a été corrigée par Pfaffl en 2001 pour intégrer

l'efficacité réelle des amorces ((Nolan et al., 2006) ; (Al-Qusairi et al, 2009)). La formule devient :

ACq,|EC—EI|
( GI)

ACq,|EC—EI|
( EGRef )

NRQ=

L'absence de variation du gene de référence est également théorique (Pfaffl, 2001) et 1'utilisation de
plusieurs genes de référence permet une meilleure évaluation de l'expression d'un gene d'intérét

((Hellemans et al., 2007) et (Pfaffl, 2001)). La formule devient :

ACq,|EC—EI|
|Eai)

</ IL[ ( E GRefO)ACq wi|EC—EI|

o

NRQ=

Une fois les NRQ calculés pour chaque échantillon d'intérét, les échantillons traités différemment
sont exprimés en fonction de la moyenne des échantillons provenant des souris controles.

NRQ = quantité relative normalisée.

EGI = efficacité des amorces du gene d'intérét.

EGRef = efficacité des amorces du gene de référence.

ACql = différence entre le cycle de quantification pour le gene d'intérét dans Il'échantillon de
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référence avec le cycle de quantification pour le géne d'intérét dans 1'échantillon d'intérét.

ACqgRef = différence entre le cycle de quantification pour le gene de référence dans 1'échantillon de
référence avec le cycle de quantification pour le gene de référence dans I'échantillon d'intérét.

EC = échantillon controle ou de référence.

EI = échantillon d'intérét.

2.12 Evaluation fonctionnelle

(Réaliser par le service d'évaluation fonctionnelle de Généthon)

2.12.1 Test : Activité

Le test d'activité est un test spontané qui permet d'évaluer la mobilité générale de la souris et
indirectement la force de la souris. Les différents parameétres sont mesurés par le moniteur d'activité
LE 8811 IR déja décrit (Lostal et al., 2010) durant une période de 90 min. La souris est placée dans
une boite ouverte sur le dessus équipée de laser permettant la détection des mouvements en trois
dimensions. Les souris sont isolées du bruit et de la lumiére environnante mais l'intérieur de la boite
est éclairée avec une lumiere blanche et correctement ventilée. Les parameétres analysés sont les
suivants :

1. L'activité de la souris qui est le pourcentage de temps pendant lequel la souris bouge sur la
durée totale de I'expérience.

2. La distance parcourue par la souris durant I'expérience.

3. La vitesse maximale de la souris.

4. Le nombre de redressement sur les pattes arriéres.

LE 8811 IR motor activity monitor (Bioseb, Chaville, France).

2.12.2 Le test d'échappement

Le test d'échappement ou « escape test » permet de mesurer la force globale de la souris de
facon forcée sans avoir recourt a une méthode invasive (Carlson et al., 1990).
La souris est placée sur une plateforme, face a un tube qui fait 30 cm de long. La queue de la souris

est reliée a un dynamometre fixe qui permet de mesurer la force. Apres une forte stimulation la
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souris s'échappe dans le tube qui fait face au dynamométre et provoque un pic de force qui est
enregistré. Le pic de force maximale et la moyenne des 5 pics maximaux sont normalisés par le

poids de I'animal.

2.12.3 Force isolée

La mesure de la force isolée du muscle permet d'évaluer in vitro les propriétés contractiles

d'un muscle. La méthode est appliquée au muscle EDL et Soléaire.
Les souris sont anesthésiées avec une solution de pentobarbitale (50 mg.kg™) permettant de garder
une irrigation des muscles pendant la dissection. Apres la dissection les souris sont euthanasiées par
élongation cervicale.
Les muscles sont prélevés entiers et sans tissus connectifs. Ils sont maintenus dans une solution de
Krebs oxygéné pendant 40 min a 20°C pour que les tissus s'équilibrent.
Les muscles sont connectés par un coté a une accroche électromagnétique qui permet de régler la
tension qui s'exerce sur le muscle et de l'autre c6té a un dynamometre. Le muscle est stimulé
directement par des électrodes qui sont situées parallelement a ce dernier.
Les contractions isométriques répétées et tétaniques musculaires sont enregistrées a LO. L0 est la
distance de tension musculaire pour laquelle la force isométrique tétanique est observée. Pour
pouvoir comparer les forces entre les différentes expériences, elles sont normalisées par l'aire
maximale transversale du muscle (ou CSA). La force isométrique est calculée en divisant la force
par la CSA du muscle.
La normalisation se base sur le principe que les muscles ont une forme cylindrique et une densité de
1,06 mg.mm™3 et que la CSA correspond au poids du muscle mouillé divisé par la taille des fibres
(Close, 1972).
Solution de Krebs :

1. NaCl =118 mM.
NaHCO3 = 25 mM.
KCl =5 mM.
KH2PO4 =1 mM.
CaCl, = 2,5 mM.
MgSO4 =1 mM.
Glucose = 5 mM.

N o Uk W
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8. Oxygénation = 95% 02 + 5% CO2.

2.12.4 Survie

La courbe de survie des souris est calculée sur des périodes de 7 jours. La semaine est
validée si et seulement si la souris est en vie durant toute la période. La période est égale a 1. La
mort en début ou en fin de semaine invalide la période de temps qui devient égale a 0.

Le taux de survie est calculé avec la formule suivante :
2 ”1"'2 My
TS, =—<——X100
2 My
TSt = taux de survie durant la période t exprimé en pourcentage.
nl = souris en vie.
n0 = souris morte.
nTot = nombre de souris au départ.
Le graphique de la survie représente en abscisse le temps et en ordonnée le pourcentage de survie.
Le début de la courbe de survie représente la date d'inclusion des souris dans le protocole, c'est-a-

dire, la date d'injection des souris.

2.12.5 Poids

Le poids des souris mutantes est mesuré 3 fois par semaine, quelque soit leur devenir, afin
de permettre aussi une évaluation de leur état de santé. Le poids des souris reporté sur la courbe
représente celui mesuré tous les 7 jours car le poids des souris controles (WT) ne se fait qu'une fois
par semaine.

Le poids moyen au temps t est obtenu avec la formule suivante :
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i i i

zni Zni— n—n

P = 1 ET: 1— ErrT: 1—
‘ n n nx\n

=]

P, = poids moyen au temps t.
ET = écart type.

ErrT = Erreur type.

ni = échantillon i.

n = nombre totale d'échantillon.

n = moyenne des échantillons.

2.12.6 Analyse statistique

Les analyses statistiques sont réalisées sur ' ANOVA ou comparaison de la variance entre, au

minimum, les trois groupes suivants : controle, mutant contrle et mutant traité. Les analyses
statistiques sont réalisées a l'aide du logiciel SigmaStat3.
Tous les groupes d'échantillons sont considérés comme indépendants les un des autres. L'hypothese
de départ HO est de comparer les différents groupes d'échantillons entre eux et de déterminer si ils
ont la méme variance. L'hypothése H1 est que les variances sont différentes. Les tests qui donnent
une valeur de p inférieure a la norme (0,05), validant 1'hypothése H1, sont représentés sur les
graphiques. Les autres cas représentent la validation de HO ou I'impossibilité de réaliser le test par
manque d'effectif.

Le test de normalité pratiqué est celui de Kolmogorov-Smirnov. Il sert a identifier si les
échantillons suivent une distribution normale ou non. Si le test est positif, il est suivit d'un test de
Holm-Sidak qui permet de comparer les groupes deux a deux afin de voir qu'elles paires sont
différentes. Si le test de Kolmogorov-Smirnov est négatif, une analyse de la variance ordonnée est
réalisée avec la méthode de Kruskal-Wallis. Ensuite, la comparaison des différentes paires de

groupes est réalisée par la méthode de Dunn.
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Développement du traitement de la myopathie myotubulaire par la thérapie génique

3.1 Développement du traitement de la myopathie

myotubulaire par la thérapie génique

Le premier essai dans le traitement de la myopathie myotubulaire a démontré 1'efficacité du
transgene MTM1 pour corriger la pathologie musculaire, mais également la nécessité de controler
de la quantité de protéine transgénique produite par le vecteur de thérapie génique (Buj-Bello et al.,
2008). Le développement du traitement de la myopathie myotubulaire passe par la démonstration de
la capacité du transgene MTM1 a guérir 1'ensemble de I'organisme malade. Cette étape importante
doit prendre en compte la nécessité du controle de la production de protéine transgénique dans le
muscle. La stratégie pour controler le niveau de protéine consiste a utiliser le promoteur minimal de
la desmine humaine (Li et al., 1993) en amont du transgene MTM1, décrit précédemment (Buj-
Bello et al.,, 2008). La nouvelle cassette thérapeutique ainsi obtenue, va servir pour le
développement du traitement de la myopathie myotubulaire et permettre de réduire les doses de

vecteur thérapeutique nécessaires.

3.1.1 Etude du fonctionnement et de I'efficacité de Ia
nouvelle cassette thérapeutique Des-MTM1 sur le muscle de

souris atteint de myopathie myotubulaire

Les deux études sont réalisées avec le vecteur AAV1-DES-MTM1, résultant de
I'encapsidation de la nouvelle cassette thérapeutique DES-MTM1 dans le sérotype 1 des AAV, sur
les deux modeles murins de la myopathie myotubulaire : le mutant muscle spécifique (mKO) et le
mutant complet (KO). La réalisation des expériences sur un deuxiéme modele animal permet de
conforter les résultats obtenus dans le premier. Le vecteur AAV1-DES-MTM1 est injecté a une dose
de 3,5x10° vg dans le muscle tibialis antérieur (TA) et une dose de 1,75x10° vg dans l'extensor

digitorum longus (EDL) de souris, KO et mKO, agées de, respectivement, 3 et 4 semaines.

94/181



Développement du traitement de la myopathie myotubulaire par la thérapie génique

Fonctionnalité de la cassette DES-MTM]1.

Le fonctionnement de la cassette thérapeutique est déterminé par détection de la protéine

transgénique dans le muscle mutant injecté avec le vecteur AAV1-DES-MTM1.

La technique du western blot montre que le niveau de la protéine transgénique est supérieur au
niveau endogene de myotubularine, 2 semaines apres l'injection du vecteur chez le mutant KO
(Figure 14A). Chez le mutant mKO, 4 semaines apres l'injection du vecteur, cette méme technique
montre que le niveau de la protéine transgénique est tres supérieur au niveau de myotubularine

endogene (Figure 15A).

La présence de la protéine transgénique dans le muscle mutant démontre que le promoteur desmine

permet l'expression du transgene dans le muscle mutant.

Efficacité de la cassette thérapeutique sur la pathologie musculaire.

La pathologie musculaire de la myopathie myotubulaire, chez la souris, peut-étre étudiée par
l'intermédiaire de trois principaux critéres. Le premier des criteres est la masse musculaire, qui est
mesurée par le poids des muscles, le diamétre moyen et le profil de répartition des myofibres. Le
second est I'histologie générale, et le dernier est la force individuelle du muscle. L'efficacité de la
protéine thérapeutique au niveau de la pathologie musculaire est quantifiée grace a ces trois criteres,
a 2 et 4 semaines apres l'injection du vecteur AAV1-DES-MTMI1 chez, respectivement, le mutant

KO et mKO.

La masse musculaire est évaluée par l'intermédiaire du poids moyen, de l'aire ou du diametre
moyen des myofibres et du profil de répartition de ces dernieres en fonction de leur taille. Le poids
moyen du TA mutant KO (KO-PBS) est considérablement réduit par rapport au muscle normal
(WT) (Figure 14D). La taille moyenne des myofibres du TA mutant KO, qui refléte la variation de
la masse musculaire, est également tres réduite (Figure 14F). Le profil de répartition des myofibres
selon leur taille montre une réduction importante des fibres de grande taille au profit des myofibres
de petite taille (Figure 14G). Le TA mutant mKO (mKO-PBS) présente les mémes caractéristiques
au niveau du poids moyen (Figure 15D), de la taille moyenne des myofibres (Figure 15F) et du
profil de répartition des myofibres (Figure 15G) que le muscle mutant KO. La présence de la
protéine transgénique dans le muscle TA KO (KO-AAV) permet de corriger le poids (Figure 14D),

la taille moyenne (Figure 14F) et le profil de répartition des myofibres (Figure 14G). Les mémes
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résultats sont retrouvés chez le muscle mutant mKO (mKO-AAV) contenant la protéine

transgénique (Figure 15D-15F-15G).

L'histologie des muscles est évaluée grace aux colorations hématoxyline-éosine et NADH-
TR, sur des coupes transversales de TA, et a la mesure du taux de noyaux internalisés dans les
myofibres. Le muscle mutant KO contient des fibres musculaires dont la structure interne et les
organelles, telles que les mitochondries et le réticulum sarcoplasmique, sont désorganisées par
rapport au muscle normal (Figure 14B). Le muscle mutant mKO présente le méme type de
désorganisation (Figure 15B). Le taux de noyaux internalisés dans le muscle mutant KO n'est pas
significativement différent du taux du muscle normal (Figure 14E). En revanche, chez le mutant
mKO, le taux de noyaux internalisés est plus important que la normale (Figure 15E). La protéine
thérapeutique corrige 1'histologie des myofibres malades dans le muscle mutant KO et mKO (Figure
14B ; Figure 15B), ainsi que le taux de noyaux internalisés chez le mutant mKO (Figure 15E).
L'immunodétection de la myotubularine sur des coupes transversales de TA KO et mKO, contenant
la protéine transgénique (Figure 15C, Figure 15C), met en évidence une localisation de la protéine

principalement au niveau de la membrane plasmique et plus faiblement dans le cytoplasme.

La force individuelle musculaire est obtenue grace a la mesure de la force de I'EDL. Les
EDL mutants KO et mKO perdent environ 80% de force par rapport au muscle normal (Figure
14H ; Figure 15H). La protéine thérapeutique corrige complétement la force des muscles mutants

KO (Figure 14H) et presque entiérement la force des muscles mutants mKO (Figure 15H).

En conclusion, les résultats des expériences de western blot démontrent que la cassette
thérapeutique DES-MTM1 est fonctionnelle. L'analyse de la morphologie et de la fonction
musculaire montre que la cassette thérapeutique est efficace pour corriger le phénotype musculaire

de la myopathie myotubulaire.

96/181



Développement du traitement de la myopathie myotubulaire par la thérapie génique

A Wl PES KO-PBS  KO-AMW Poids
MIML = — — I:;ﬁ-.l-lg_? ] = TREE
CAPDH = oy e e e — — — ::EE
B WT-PBS KO-PBS KO-ARV
I':- LR 11 N el e i« (L
: Ewnezy lenalss
Nl Vo
Aira .
du TA _
tpm?y IRion e
. lI-‘CD."..".';
N#:H Wl mer LI R | focti |
; ] {94} H',
—a—FES
v | I. —p0 7aE
LR I !
WT-PBS KO-PRS KO -ABY T Are (um?)
Fn:m:e : P
MTM] {mN mm—l}" T
: mad Y
. EIAMIE 5
. whCoAAY

97/181



Développement du traitement de la myopathie myotubulaire par la thérapie génique

Figure 14 : Analyse de I'expression et de I'effet du nouveau vecteur AAV1-DES-

MTM1 sur le muscle déficient en myotubularine KO aprées 2 semaines d'expression.

Al Quantification du niveau de myotubularine (bande du haut) et de GAPDH (bande du bas) par western blot
sur des extraits de protéines totales provenant de muscles normaux (WT-PBS : n = 2), mutants contrdles
(KO-PBS : n = 2) et injectés avec le vecteur (KO-AAV : n = 3). Bl Histologie des muscles TA mutants injectés
avec le vecteur (KO-AAV : n = 3), mutants contréles (KO-PBS : n = 3) et normaux (WT-PBS : n = 3). Images
du haut : macroscopies de coupes transversales de TA aprés coloration a I'hématoxyline-éosine. Images du
milieu : agrandissements de coupes transversales de TA colorées a I'hématoxyline-€osine. Images du bas
agrandissements de coupes transversales de TA colorées au NADH-TR. Regroupement des mitochondries
principalement a la périphérie (fleche) de la myofibre et au centre (téte de fleche). Les barres d'échelle
représentent 25 um. C/ L'immunolocalisation de la myotubularine dans le TA mutant injecté avec le vecteur
(KO-AAV : n = 3), mutant contrdle (KO-PBS : n = 3) et normal (WT-PBS : n = 3). Les barres d'échelle
représentent 25 um. DI Le poids moyen des muscles TA provenant des muscles normaux (WT-PBS : n = 4),
dépourvus de myotubularine ( KO-PBS : n = 4) et mutant injecté avec le vecteur (KO-AAV :n=4) ; (*=P <
0,05). El Dénombrement de la proportion des noyaux internalisés dans le TA mutant injecté avec le vecteur
(KO-AAV : n = 5), le muscle mutant contréle (KO-PBS : n = 3) et normal (WT-PBS : n = 4). F/ Quantification
de I'aire moyenne des myofibres dans le TA mutant injecté avec le vecteur (KO-AAV : n = 3), mutant contrble
(KO-PBS : n = 5) et normal (WT-PBS : n = 4), (* = P < 0,05). GI Profil de répartition des myofibres en
fonction de leur taille dans le muscle mutant injecté avec le vecteur (KO-AAV : n = 8284), mutant contrble
(KO-PBS : n = 11407) et normal (WT-PBS : n = 8605). H/ Mesure de la force isolée du muscle EDL mutant
injecté avec le vecteur (KO-AAV : n = 3), mutant contréle (KO-PBS : n = 4) et normal (WT-PBS:n=6) *=P
< 0,05).

DES = desmine.
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Figure 15 : Analyse de l'expression et de I'effet du nouveau vecteur AAV1-DES-
MTM1 sur le muscle déficient en myotubularine mKO aprés 4 semaines

d'expression.

Al Quantification du niveau de myotubularine (bande du haut) et de la GAPDH (bande du bas) par western
blot dans des extraits protéiques provenant de TA mutants injectés avec le vecteur (MKO-AAV : n = 3),
mutants contréles (mMKO-PBS : n = 3) et normaux (WT-PBS : n = 3). Bl Histologie des TA mutants injectés
avec le vecteur (MKO-AAV : n = 3), mutants contréles (MKO-PBS : n = 3) et normaux (WT-PBS : n = 3).
Images du haut : macroscopies de coupes transversales de TA aprés coloration a I'hématoxyline-éosine.
Images du milieu : agrandissements de coupes transversales de TA colorées a I'hématoxyline-éosine.
Images du bas : agrandissements de coupes transversales de TA colorées au NADH-TR. Fleche :
regroupement de mitochondries et de réticulum sarcoplasmique (RS) a la périphérie de la myofibre. Téte de
fleche : regroupement de mitochondries et de RS au centre de la myofibre. Les barres d'échelle représentent
25 um. CI L'immunolocalisation de la myotubularine sur des couples transversales de TA mutants injectés
avec le vecteur, mutants contréles et normaux. DI Poids moyen des muscles mutants injectés avec le
vecteur (mKO-AAV : n = 9), mutants contrbles (MKO-PBS : n = 15) et normaux (WT-PBS : n =13), (* =P <
0,05). El Dénombrement de la proportion des noyaux internalisés sur des coupes transversales provenant
de TA mutants injectés avec le vecteur (mMKO-AAV : n = 3), mutants contréles (mKO-PBS : n = 3) et normaux
(WT-PBS : n = 2), (* = P < 0,05). FI Quantification de l'aire moyenne des myofibres dans le muscle mutant
injecté avec le vecteur (MKO-MTM1 : n = 3), mutant contréle (MKO-PBS : n = 3) et normal (WT-PBS : n = 4),
(* = P < 0,05). GI Profil de répartition des myofibres en fonction de leur taille dans le muscle mutant injecté
avec le vecteur (MKO-AAV : n = 1636), mutant contrble (mKO-PBS : n = 2997) et normal (WT-PBS : n =
3326), (* = P < 0,05). H/ Mesure de la force isolée du muscle EDL mutant injecté avec le vecteur (mKO-
MTM1 : n = 3), mutant contrble (MKO-PBS : n = 4) et normal (WT-PBS : n =5), (* =P < 0,05).

DES = desmine.
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3.1.2 Preuve de concept de I'efficacité du traitement de
thérapie génique sur I'ensemble de I'organisme murin

atteint de myopathie myotubulaire

L’étape suivante dans le développement du traitement de thérapie génique pour la myopathie
myotubulaire est d’apporter la preuve que le transgene MTM1 est capable d'atteindre et de corriger
I'ensemble des muscles de I'organisme atteint par la myopathie myotubulaire. La preuve de concept
est démontrée par injection intraveineuse du vecteur AAV9-DES-MTMI1 chez les deux modéles de
la myopathie myotubulaire. L'étude a donné lieu a une publication : « Gene replacement therapy for
myotubularin deficiency prolongs survival and restores muscle function in murine and canine
models of X-linked myotubular myopathy » (Annexe 2 ; soumis a publication dans (Science
Translational Medicin)). La spécificité tissulaire du vecteur est déterminée par mesure du niveau de
protéine thérapeutique dans différents organes. La publication inclut également la preuve que la
cassette thérapeutique, contenant le promoteur de la desmine et I'ADNc de la myotubularine canine,
est capable de corriger localement le phénotype musculaire du chien atteint de myopathie

myotubulaire.

3.1.3 Effets du vecteur AAV9-DES-MTM1 sur le modele murin
de la myopathie myotubulaire

Le vecteur AAVS-DES-MTM1 est obtenu par encapsidation de la cassette thérapeutique
DES-MTM1, dont la validité a été établie précédemment, dans le sérotype 9 des AAV. Le vecteur va
permettre de tester la capacité thérapeutique de la cassette DES-MTM1 sur 'organisme des souris
mutantes KO et mKO. Ces expériences vont également permettre de tester la deuxiéme partie de la
stratégie visant a controler la quantité de protéines transgéniques, qui consiste a réduire la dose de

vecteur injectée chez la souris.
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Analyse de la présence de la protéine transgénique dans le muscle mutant.

La premiére étape pour étudier les effets du vecteur AAV9-DES-MTM1 sur l'organisme
murin atteint par la myopathie myotubulaire est de démontrer la présence de la protéine dans un
panel représentatif de muscles. Cette étape permet également de démontrer que la réduction de dose
de vecteur influence la diminution de la quantité de protéine transgénique produite dans le muscle
mutant. Le vecteur AAV9-DES-MTM1 est injecté par voie intraveineuse a une dose de 3x10"
vg.kg™ dans le modéle KO agé de 3 semaines et & une dose de 0,5x10" vg.kg™" dans le modéle mKO

agé de 4 semaines.

Les différents muscles analysés par Western Blot, chez le mutant KO, a 15 jours et 6 mois apres
l'injection du vecteur, contiennent une quantité de la protéine transgénique plus importante que la
quantité physiologique (Annexe 2, tableau 1). L'analyse par Western Blot du panel représentatif de
muscles, chez le mutant mKO, a 1,5 et 12 mois apres l'injection du vecteur, montre une quantité de

la protéine transgénique équivalente au niveau endogene de myotubularine (Annexe 1, tableau 1).

Le vecteur AAV9-DES-MTM1 permet une expression de la protéine transgénique dans I'ensemble
des muscles mutants apres injection intraveineuse. La réduction de dose de vecteur entre les deux
modeles permet de diminuer, jusqu'a un niveau physiologique, la quantité de protéine transgénique

produite.

Les effets du vecteur AAV9-DES-MTM1 sur I'organisme malade.

Une fois la confirmation que la protéine transgénique est présente dans l'ensemble des
muscles de l'organisme, ces effets sur I'organisme malade sont évalués de facon globale grace au
taux de survie, au suivi du poids de I'animal, a I'étude du comportement et a la mesure de la force
globale. Les effets de la protéine transgénique sur la masse musculaire sont étudiés sur un panel
représentatif de muscles. Les effets de la protéine transgénique sur la désorganisation musculaire
sont étudiés dans le TA, a l'aide des différentes mesures décrites précédemment et l'introduction

d'un nouveau critére d'évaluation : le marquage de la dysferline et du DHPR1a.

Durant I'expérience, les souris mutantes KO et mKO ont un taux de survie tres réduit par rapport
aux souris normales. Leur poids stagne rapidement, dans un premier temps, puis diminue quelques
semaines apres le début de I'expérimentation, contrairement aux souris normales qui prennent du

poids en continu durant l'expérience. Les souris KO et mKO ayant recus le vecteur retrouve un taux
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de survie et un développement similaires aux souris normales durant toute 1'expérience (Annexe 2,

tableau 1).

Les souris mutantes KO, 15 jours apres le début de I'expérience ont une mobilité et une force
globale réduites par rapport aux souris contréles. Chez le modéle mKO, la mobilité et la force
globale des souris est considérablement réduite par rapport aux souris controles 1,5 mois apres le
début de l'expérience. La présence de la protéine transgénique chez les souris mutantes KO et mKO
corrige rapidement la perte de mobilité et de force globale jusqu'a, respectivement 6 et 12

mois(Annexe 2, tableau 1).

Les muscles mutants KO et mKO, du panel représentatif, accusent une perte de poids importante
causée par une réduction de la taille des fibres musculaires a respectivement 15 jours et 1,5 mois
apres le début de I'expérience. La présence de la protéine transgénique dans le muscle mutant KO et
mKO, corrige la perte de masse musculaire rapidement et jusqu'a, respectivement 6 et 12 mois

(Annexe 2, tableau 1).

Les effets de la protéine transgénique sur I'histologie du muscle mutant sont étudiés sur le
TA avec les mémes colorations histologiques décrites précédemment. La détection de la dysferline
et DHPR 1« va permettre de renforcer 1'étude de la désorganisation des fibres musculaires. Dans les
muscles normaux, le marquage de la dysferline montre que la protéine est trés fortement présente a
la membrane plasmique et plus faiblement dans la fibre musculaire. Le marquage du DHPR1a, dans
ce méme muscle, montre que la protéine est répartie sous forme de filet dans la fibre musculaire. La
présence de la protéine transgénique dans le muscle TA KO et mKO corrige l'ensemble de
I'histologie rapidement et jusqu'a, respectivement, 6 et 12 mois. Le marquage de la dysferline et
DHPR1a dans le TA KO est corrigé par la protéine transgénique des 15 jours apres l'injection du
vecteur et jusqu'a 6 mois. Dans le TA mKO, 12 mois apres l'injection du vecteur, le marquage de la

dysferline et DHPR 1« est corrigé (Annexe 2, tableau 1).

L'étude de la force musculaire individuelle est réalisée sur I'EDL, comme décrit
précédemment. La présence de la protéine dans I'EDL mutant KO 15 jours apres l'injection du
vecteur corrige partiellement la force du muscle. Six mois aprées l'injection du vecteur, la force de
I'EDL mutant KO et completement corrigé. La présence de la protéine dans I'EDL mKO corrige

complétement la force 12 mois apres l'injection du vecteur (Annexe 2, tableau 1).

En conclusion, I'ensemble des résultats démontre que le vecteur AAVS-DES-MTM1 permet

d'apporter la protéine thérapeutique dans l'ensemble des muscles de l'organisme malade. La
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présence de la protéine dans le muscle corrige rapidement I'ensemble de la pathologie musculaire.
L'effet thérapeutique est stable jusqu'a un an apres une seule injection. La correction du phénotype

musculaire rallonge la survie et restaure le développement des souris malades.
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Modele KO Modele mKO
Dose de vecteur (vg.kg™) 3x10" 0,5x10%
Taux de survie Identique au controle Identique au contrdle
Développement Identique au contrdle Identique au contrdle
Analyses 15 jours 6 mois 6 semaines 1 an
Force globale Proche du Identique au Identique au Identique au
controle controle controle controle
Quantité de protéine dans 10 fois supérieure au niveau . . .
. . Niveau physiologique
le muscle physiologique
Poids du muscle Proche du poids Proche du poids] Proche du poids Proche du poids
normal normal normal normal
Histologie Identique au Identique au Identique au Identique au
contréle contrdle controle contréle
Marquage DHPR1a Identique au Identique au Identique au Identique au
contréle contrdle controle contrble
Marquage dysferline Identique au Identique au Identique au Identique au
contréle controle controle contrdle
Force musculaire de I'EDL | ¥ de la force Identique au Identique au Identique au
controle controle contr6le controle

Tableau 1 : Récapitulatif des résultats des analyses de caractérisation des effets du
vecteur AAV9-DES-MTM1 sur les modéles KO et mKO.
Récapitulatif des résultats obtenus dans la publication « Gene replacement therapy for myotubularin

deficiency prolongs survival and restores muscle function in murine and canine models of X-linked

myotubular myopathy » (Annexe 2 ; soumis a la publication dans (Science Translational Medicin)).
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3.1.4 Spécificité tissulaire du vecteur AAV9-DES-MTM1

Le choix d'utiliser le promoteur desmine a été motivé par le soucis d'améliorer le contrdle de
l'expression du transgéne au niveau du muscle squelettique. La vérification de cette hypothése passe
par la quantification du niveau de la protéine transgénique dans différents organes provenant des
souris mutantes KO injectées avec le vecteur AAV9-DES-MTMI1, décrites précédemment. Une

rapide analyse histologique des différents organes étudiés permet de détecter d'éventuelles 1ésions.

Le coeur.

Le niveau de protéines thérapeutiques dans le cceur mutant, 15 jours et 6 mois apres
l'injection intraveineuse du vecteur, est, respectivement, 67 et 200 fois plus important que le niveau
endogéne de myotubularine (Figure 16A). La quantité de protéines thérapeutiques est plus

importante dans le muscle cardiaque que dans le muscle squelettique.

Le poids des cceurs de souris mutantes, 15 jours et 6 mois apres l'injection du vecteur, ne change pas

par rapport au poids des ceeurs normaux (Figure 16B).

Les colorations histologiques HE et NADH-TR du muscle cardiaque mutant contenant le transgene,
deux semaines apres l'injection du vecteur, montrent que la structure interne des myofibres
cardiaques est identique a celles du muscle normal (Figure 16C). La coloration rouge Sirius sur des
coupes de cceurs normaux, six mois apres l'injection du vecteur chez le mutant, met en évidence la
présence de plusieurs petites plaques de collagene dans I'un des cinq cceurs. La méme coloration
dans le cceur des souris mutantes, six mois apres l'injection du vecteur, montre la présence de petites
plaques de collagene dans deux des cinq muscles mutants contenant le transgene. Les trois autres

contiennent une grosse plaque de collagene (Figure 16D).

La protéine transgénique est présente en quantité trés importante dans le cceur, de fagon rapide et
jusqu'a 6 mois. La présence d'une aggravation du phénomene de plaques de collagene, dans le cceur
mutant contenant la protéine thérapeutique, semble indiquer que la protéine a un effet sur

I'histologie du cceur.
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Les autres organes.

La quantité de protéines transgéniques présentes dans le foie, le poumon, la rate, les
testicules, le rein et le cerveau est déterminée par Western Blot 6 mois aprés 1'injection du vecteur
AAV9-DES-MTMI1 chez le mutant KO (Figure 17A). La quantité moyenne de protéines dans le
poumon est équivalente au niveau endogéne de myotubularine. Dans le foie des souris mutantes
traitées avec le vecteur, la quantité de protéines transgéniques est inférieure de moitié a la quantité
physiologique de myotubularine. La rate, des souris mutantes traitées avec le vecteur, contient un
faible taux de protéine transgénique. Les testicules, le rein et le cerveau provenant des souris

mutantes KO traitées avec le vecteur ne contiennent pas de protéines transgéniques (Figure 17A).

L'analyse histologique des organes est réalisée sur des coupes transversales colorées a
I'hématoxiline-éosine. Le foie, le poumon, la rate, le rein et le cerveau des souris mutantes traitées
avec le vecteur ne présentent pas de différences histologiques avec les organes normaux (Figure
17D, 17E, 17F, 17G, 17B). En revanche, l'histologie des testicules provenant de souris mutantes
injectées avec le vecteur, montre que deux testicules, sur les cinq analysés, possedent des tubes
séminiferes contenant, une couronne cellulaire a sa base et un lumen rempli de spermatides, comme
dans tous les testicules controles. Un autre testicule mutant, sur les cing, présente des tubes
séminiferes avec des vacuoles au niveau de la lame basale et un lumen sur deux dépourvu de
spermatides. Un autre testicule mutant sur les cing ne contient que des tubes séminiféres dépourvus
de spermatides. Enfin, dans le dernier testicule, les tubes séminiféres sont dépourvus de cellules et

de spermatides (Figure 17C).

En conclusion, les résultats démontrent que le vecteur AAV9-DES-MTM1 possede une
spécificité plus importante pour le muscle cardiaque que pour le muscle squelettique. Dans le cceur,
il semblerait que la quantité de protéine transgénique soit impliquée dans I'apparition des plaques de
collagene. Les niveaux de protéine transgénique dans les autres organes ne dépassent pas le niveau
physiologique de myotubularine. L'absence de myotubularine semble étre responsable d'anomalies
histologiques dans les testicules. Le promoteur de la desmine semble augmenter la spécificité du

vecteur pour le muscle.
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Figure 16 : Analyse du cceur des souris mutantes 6 mois aprés l'injection

intraveineuse du vecteur thérapeutique AAV9-DES-MTM1.

A/ Quantité de myotubularine normalisée par la quantité de GAPDH et représentée en
fonction du muscle contréle (2 semaines : WT-PBS = 8 ; KO-PBS =4 ; KO-MTM1 =5 ; 6
mois : WT-PBS = 10 ; KO-MTM1 = 9) ; (* = P < 0,05). B/ Poids des coeurs exprimé en
pourcentage du poids du muscle contrble 2 semaines et 6 mois aprés l'injection du
vecteur. (2 semaines : WT-PBS = 8 ; KO-PBS = 4 ; KO-MTM1 =5 ; 6 mois : WT-PBS =
10 ; KO-MTM1 = 9). C/ Histologie du muscle cardiaque 2 semaines apres l'injection du
vecteur chez le mutant KO. De gauche a droite : macroscopies de coupes transversales
de cceur colorées a I'hématoxyline-éosine ; Agrandissements des coupes transversales de
coeur colorées a I'hématoxyline-éosine ; Agrandissements de coupes transversales de
coeur colorées au NADH-TR. Echelle = 25 ym. D/ Histologie du muscle mutant 6 mois
apres l'injection du vecteur. Images du haut : macroscopies de coupes transversales de
muscle cardiaque contrdle, colorées au rouge Sirius. A droite : agrandissement de la zone
contenant des plagues de collagéne (WT-PBS = 5 ; KO-MTM1 = 5). Image du bas :
macroscopies des coupes transversales de muscle cardiague mutant injecté avec le
vecteur, colorées au rouge Sirius. A droite : agrandissement de la zone contenant des
plaques de collagéne (WT-PBS =5 ; KO-MTML1 = 5).
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Figure 17 : Niveau de myotubularine et histologie de plusieurs organes vitaux chez

la souris KO 6 mois apres l'injection du vecteur thérapeutique AAV9-DES-MTM1.

Al Quantité de myotubularine normalisée par la quantité d'a-tubuline et représenté en pourcentage du
niveau de myotubularine de I'organe contrdle. Effectifs des testicules et du rein : WT-PBS = 10 ; KO-AAV =
10. Effectifs du foie, du poumon, de la rate et du cerveau : WT-PBS =5 ; KO-AAV = 5. B/ Histologie générale
du cerveau et orientation des coupes (WT-PBS =5 ; KO-MTM1 = 5). CI Histologie de coupe transversale de
testicules colorée a I'hématoxyline-éosine. Etoile : vacuoles . Fléche : disparition des spermatides. téte de
fleche : nécrose compléte. (WT-PBS = 10 ; KO-MTM1 = 10). Echelle = 50 ym. DI Histologie de coupes de
foie colorées a I'hématoxyline-éosine (WT-PBS = 5 ; KO-MTM1 = 5). Echelle = 50 ym. El Histologie de
coupes de poumon colorées a I'hématoxyline-éosine (WT-PBS = 5 ; KO-MTM1 = 5). Echelle = 50 ym. F/
Histologie de coupes transversales de rate colorées a I'hématoxyline-éosine (WT-PBS = 5 ; KO-MTML1 = 5).
Gl Histologie de coupes transversales de rein colorées a I'nématoxyline-éosine (WT-PBS =5 ; KO-MTML1 =
5).
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3.2 Etude sur l'efficacité thérapeutique de MTMR2 chez les

souris déficientes en myotubularine

La deuxieme partie de ma these est dédiée a la recherche de transgene alternatif a MTM1
pour soigner la myopathie myotubulaire, en raison d'une hypothétique réponse immunitaire
observée lors de la premiere étape de développement du traitement de la myopathie myotubulaire
par la thérapie génique. Notre choix s'est arrété sur le transgene MTMR2 et pour évaluer sa capacité
thérapeutique sur le phénotype musculaire de la myopathie myotubulaire, le transgéne est inséré
dans une cassette thérapeutique contenant le promoteur desmine, utilisé précédemment. La cassette
thérapeutique est encapsidée dans le sérotype 1 des AAV. La fonctionnalité et les effets du vecteur

AAV1-DES-MTMR?2 sont étudiés sur le muscle du mutant KO.

3.2.1 Effets du vecteur AAV1-DES-MTMR2 sur le muscle du

modele murin KO

La capacité thérapeutique du vecteur AAV1-DES-MTMR2 est évaluée apres injection
intramusculaire d'une dose de maximale de 3,6x10° vg (1,7x10'* vg.kg") dans le muscle tibialis
antérieur (TA) et de 1,3x10° vg (1,7x10'* vg.kg™) dans le muscle extensor digitorum longus (EDL)
de souris KO agées de 3 semaines. L'expression du transgene est évalué par quantification du
niveau de la protéine transgénique dans le TA. Les effets du vecteur sur le muscle mutant sont
caractérisés 2 semaines apres l'injection du vecteur grace aux mémes tests morphologiques,

histologiques et fonctionnels réalisés dans le chapitre précédent.

La quantité de protéine MTMR?2 dans le muscle normal (WT-PBS) ou mutant (KO-PBS),
déterminée par Western blot, est indétectable dans ces conditions expérimentales (Figure 18B). En
revanche, 2 semaines apres I’injection du vecteur AAV1-DES-MTMR2 dans le muscle mutant (KO-
MTMR2) ou normal (WT-MTMR?2), la quantité de protéine MTMR2 est en moyenne de,
respectivement, 0,063 +/- 0,024 UA (unité arbitraire) et 0,17 +/- 0,045 UA. La quantité de protéine
MTMR2 diminue d'environ 2,5 fois entre le muscle normal (WT-MTMR2) et le muscle mutant
(KO-MTMR?2) (Figure 18A).

Ces résultats démontrent que le vecteur AAV1-DES-MTMR?2 est fonctionnel.
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Les effets de la protéine thérapeutique MTMR2 sont analysés au niveau du poids et de la
répartition des myofibres des muscles TA et EDL. Tout comme le poids des TA mutants KO décrits
précédemment, le poids des EDL mutants KO est réduit par rapport au poids du muscle normal et la
perte de masse musculaire touche 1'ensemble des myofibres (Figure 18D, 18E). La présence de la
protéine transgénique dans le TA ou I'EDL mutant KO, 2 semaines apres l'injection du vecteur, ne
modifie pas le poids du muscle (Figure 18G et 18D). En revanche, la taille d'une petite partie des
myofibres du TA et de 'EDL mutant KO, traitées avec le vecteur, est augmentée (Figure 18H et

18ED).

Les effets de la protéine thérapeutique MTMR2 sont ensuite analysés au niveau de
I'histologie, comme dans le chapitre précédent, du TA et de I'EDL, 2 semaines apres l'injection du
vecteur. L'histologie du muscle mutant KO EDL montre, comme dans le TA mutant KO, des fibres
musculaires dont la structure interne est désorganisée par rapport a celle du muscle normal (Figure
18C). Les muscles TA et EDL normaux, contenant MTMR?2, ont des fibres musculaires dont la
structure interne est identique a celle des muscles normaux non traités (Figure 18C). Les muscles
TA et EDL mutants, contenant MTMRZ2, ont des myofibres dont la structure interne est identique a

celle des muscles mutants non traités (Figure 18C).

Enfin, les effets de la protéine thérapeutique MTMR?2 sont analysés au niveau de la force
isolée du muscle EDL. L'EDL normal contenant MTMR?2 présente une force musculaire deux fois
plus importante que le muscle normal. L'EDL mutant contenant la protéine thérapeutique MTMR?2
posséde une force plus élevée que le muscle mutant controle, soit environ 65% de la force du

muscle controle (Figure 18F).

En conclusion, les résultats montrent que le vecteur AAV1-DES-MTMR?2 est fonctionnel. La
protéine MTMR2 ne semble agir que sur une partie du phénotype musculaire de la maladie.
MTMR2 ne semble remplacer la myotubularine que pour une partie des fonctions qu'elle remplit
dans le muscle. Il reste a déterminer si I'effet thérapeutique dMTMR?2 est lié a sa concentration

intramusculaire.
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Figure 18 : Effets du vecteur AAV1-DES-MTMR2 15 jours aprés l'administration
intramusculaire dans le tibialis antérieur et I'EDL du mutant KO.

Al Quantité de protéines MTMR2 normalisée par I'a-tubuline dans le TA (WT-PBS = 8 ; WT-AAV = 8 ; KO-
PBS =6 ; KO-AAV = 6) ; (* = P < 0,05). Bl Western Blot de quantification du niveau d'MTMR2 dans le TA. CI
Histologie des muscles TA et EDL. Images de gauche : coupes transversales de TA colorées a
I'hématoxyline-éosine non différenciée. Cercle : noyaux internalisés. Etoile : vacuoles. Images du milieu :
coupes transversales d'EDL colorées au NADH-TR. Fléche : regroupement des mitochondries au niveau de
la membrane plasmique ; téte de fléche : regroupement des mitochondries au centre de la myofibre. (WT-
PBS = 8 ; WT-AAV = 8 ; KO-PBS = 6 ; KO-AAV = 6). Les barres d'échelle représentent 25 um. D/ Poids des
EDLs (WT-PBS = 12 ; WT-AAV = 12 ; KO-PBS = 6 ; KO-AAV = 7) ; (* = P < 0,05). El Profil de répartition des
myofibres en fonction de leur taille dans I'EDL. Fleche : augmentation des fibres dans la portion de diamétre
30 a 40 um (WT-PBS = 3488 ; WT-AAV = 3840 ; KO-PBS = 2582 ; KO-AAV = 2995). F/ Force isolée du
muscle EDL (WT-PBS =6 ; WT-AAV = 4 ; mKO-PBS =4 ; mKO-AAV = 2) ; (* = P < 0,05). G/ Le poids des TA
(WT-PBS =9 ; WT-AAV = 9 ; mKO-PBS = 6 ; mKO-AAV = 9) ; (* = P < 0,05). HI Profil de répartition des
myofibres en fonction de leur taille dans le TA. Fléche : augmentation du nhombre de fibres dans la portion de
700 et 1500 ym? (WT-PBS = 8597 ; KO-PBS = 11387 ; KO-AAV = 6308).

115/181



Etude sur l'efficacité thérapeutique de MTMR? chez les souris déficientes en myotubularine

3.2.2 Stratégie pour augmenter la quantité de protéine MTMR2

dans le muscle des souris déficientes en myotubularine

Afin de démontrer que la capacité thérapeutique dMTMR?2 sur le phénotype musculaire de
la myopathie myotubulaire est lié a la quantité de protéine présente dans le muscle, le vecteur
AAV9-DES-MTMR?2 est créé. Le choix du sérotype 9 des AAV a été motivé par des problemes de
concentration lors de la production du vecteur AAV1-DES-MTMR?2. Les effets du vecteur AAV9-
DES-MTMR?2 sont analysés 2 semaines aprés injection intramusculaire d'une dose de 2,7x10" vg

(1,9x10° vg.kg™) dans le TA et 9,3x10° vg dans I'EDL, chez le modéle KO agé de 3 semaines.

La premiére étape, dans le processus d'analyse des effets du vecteur AAV9-DES-MTMR2
sur le muscle mutant KO, est de déterminer la quantité de protéine thérapeutique MTRM?2 présente
dans les muscles TA. Ensuite, les effets de la protéine MTMR2 sur le muscle sont analysés avec les

mémes expériences que pour le vecteur AAV1-DES-MTMR2.

La quantité endogéne de protéines MTMR?2 est indétectable dans les muscles mutants (KO-PBS) et
normaux (WT-PBS) non traités avec le vecteur, dans ces conditions expérimentales. La quantité de
protéine thérapeutique MTMR?2 dans le muscle controle (WT-MTMR?2) est de 1,78 +/- 0,28 UA et
dans le muscle mutant contréle (KO-MTMR?2) de 0,025 +/- 0,01 UA, soit environ 70 fois moins
(Figure 19A et 19B).

Le poids du TA et de 'EDL mutant KO ou normal, traités avec le vecteur, est identique a celui des
muscles mutants KO et normaux non traités (Figure 19D et 19E). Le profil de répartition des
myofibres de I'EDL mutant KO ou normal, traité avec le vecteur, est identique a celui des EDL

mutants KO et normaux non traités (Figure 19F).

L'histologie du TA mutant KO ou normal, contenant la protéine MTMR?2, est identique a,

respectivement, I'histologie du TA mutant KO controle et du TA normal (Figure 19C).

La force de I'EDL mutant KO ou normal, traités avec le vecteur, est identique a celle des muscles

mutants KO ou normaux non traités (Figure 19G).

En conclusion, ces résultats montrent que malgré un vecteur fonctionnel, la protéine
MTMR?2 n'a pas d'effet sur le muscle mutant ou sur le muscle normal. La réalisation des
expériences avec le vecteur AAV1-DES-MTMR?2 et le vecteur AAV9-DES-MTMR?2 de facon

indépendante, ne permet pas de comparer les quantités des protéines présentes dans les différents
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types de muscles. Cependant, la diminution de protéine MTMR?2 observée entre le muscle normal et
mutant, apres injection de I'un ou l'autre vecteur, semble plus importante dans le cas du vecteur

AAV9-DES-MTMR2.
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Figure 19 : Effets du vecteur AAV9-DES-MTMR2 sur le tibialis antérieur et EDL

mutant KO 15 jours apreés l'injection intramusculaire.

Al Quantité de myotubularine dans le TA normalisée par la quantité d'a-tubuline (WT-PBS = 6 ; WT-AAV =6 ;
KO-PBS =7 ; KO-AAV = 7). Bl Western Blot de quantification d'MTMR2 dans le TA (WT-PBS = 6 ; WT-AAV
=6 ; KO-PBS = 7 ; KO-AAV = 7) ; (* = P < 0,05). Cl Histologie du muscle TA. Images du haut : coupes
transversales colorées a I'hématoxyline-éosine. Cercle : noyau internalisé (WT-PBS = 6 ; WT-AAV = 6 ; KO-
PBS = 7 ; KO-AAV = 7). Images du bas: coupes transversales colorées au NADH-TR. Fléche :
regroupement des mitochondries a la membrane plasmique. Téte de fleche : regroupement des
mitochondries au centre de la myofibre. (WT-PBS =6 ; WT-AAV = 6 ; KO-PBS = 7 ; KO-AAV = 7). Les barres
d'échelle représentent 25 pm. DI Poids des muscles TA (WT-PBS = 6 ; WT-AAV = 6 ; KO-PBS = 5 ; KO-AAV
=5); (* =P < 0,05). El Poids de I'EDL (WT-PBS =9 ; WT-AAV =9 ; KO-PBS =8 ; KO-AAV =7) ; *=P <
0,05). FI Profil de répartition des myofibres en fonction de leur taille dans I'EDL (WT-PBS = 14952 ; WT-AAV
= 13666 ; KO-PBS = 13348 ; KO-AAV = 11997). Gl Force isolée de I'EDL (WT-PBS =9 ; WT-AAV = 7 ; mKO-
PBS =6 ; mKO-AAV =7); (*=P < 0,05).
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3.3 Role de l'activité phosphatase de la myotubularine dans

I'action thérapeutique

La troisieme partie de ma these consiste a étudier le role de l'activité phosphatase de la
myotubularine dans l'action thérapeutique sur la myopathie myotubulaire. L'hypothese est que
l'activité phosphatase de la myotubularine remplit un réle essentiel dans l'activité thérapeutique de
la protéine. Cette hypothése est démontrée en comparant les effets d'une myotubularine
catalytiquement inactive (transgene MTMIlcs) sur le phénotype musculaire de la myopathie
myotubulaire, avec les effets de la myotubularine active (transgéne MTM1) sur ces mémes muscles.
La myotubularine inactive (MTM1c375s ou MTM1cs) est obtenue par remplacement la cystéine
375 du site catalytique par une sérine. L'étude des effets des deux transgénes MTM1cs et MTM1
sur le muscle malade passe par la création de deux vecteurs, respectivement, AAV1-CMV-MTM1cs
et AAVI-CMV-MTM1.

La premiere étape de cette étude passe par la vérification de la fonctionnalité des deux
vecteurs. Ensuite les effets des deux protéines sur le muscle sont évalués au niveau de la masse
musculaire et de l'organisation interne de la fibre musculaire comme dans les chapitres précédents.

Les expériences sont faites dans le modele murin KO et mKO pour renforcer les résultats.

3.3.1 Effets de la myotubularine inactive dans le muscle du

modeéle murin de la myopathie myotubulaire

L'étude des effets de la myotubularine active (MTM1 ou MTM1wt) et inactive (MTM1cs)
sur le muscle mutant KO et mKO est réalisée par l'injection intramusculaire des vecteurs AAV1-
CMV-MTM1 et AAV1-CMV-MTM1c375s, a une dose équivalente d'environ 8x10* vg.kg™ dans le

tibialis antérieur (TA) mutant mKO et KO de souris agées, respectivement de 4 et 3 semaines.

La premiéere étape est de vérifier I'expression des transgene en mesurant la quantité des
différentes protéines transgéniques dans les muscles. Ensuite, 1'effet de ces protéines est analysé sur

le muscle mutant mKO et KO.
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Vérification de I'expression des transgénes dans le muscle mutant mKO et KO.
La présence des différentes protéines transgéniques MTM 1wt et MTM1cs, dans les muscles
traités avec le vecteur AAV1-CMV-MTM1 ou AAV1-CMV-MTM1c375s, est réalisée par western

blot apres 2 et 4 semaines chez, respectivement, le mutant KO et mKO.

Le niveau de la protéine transgénique MTM1wt dans le TA normal (WT-MTM1wt) ou mutant mKO
(mKO-MTM1wt), traité avec le vecteur AAV1-CMV-MTM]I, est de, respectivement, 1000 fois et
350 fois plus que la quantité endogene de myotubularine. Le niveau de la protéine transgénique
MTMl1cs dans le muscle contréle (WT-MTM1cs) ou mutant mKO (mKO-MTM1cs), traités avec le
vecteur AAV1-CMV-MTMcs, est, respectivement, de 440 fois et de 100 fois plus que la quantité
physiologique de myotubularine (Figure 20A et 20B).

Le niveau de la protéine transgénique MTM1wt dans le TA normal (WT-MTM1wt) ou mutant KO,
traités avec le vecteur AAV1-CMV-MTM1, est de, respectivement, 4 fois et 2,5 fois plus que le
niveau endogene de myotubularine. Le niveau de la protéine MTM1cs dans le TA normal (WT-
MTMIcs) traité avec le vecteur AAV1-CMV-MTMlcs, est 4 fois plus important que le niveau
endogene de myotubularine, tandis que le méme traitement dans le TA mutant KO (KO-MTM1cs)
donne un niveau de la protéine MTM1cs équivalent au niveau endogene de myotubularine (Figure

21A et 21B).

En conclusion, ces résultats démontrent que les vecteurs AAV1-CMV-MTM1wt et AAV1-
CMV-MTMlcs sont fonctionnels et permettent d'avoir des niveaux protéiques pour MTM1wt et

MTM1cs équivalents dans un méme type de muscle.
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Figure 20 : Quantification de la myotubularine dans le muscle tibialis antérieur mKO
de souris 4 semaines apreés injection des vecteurs AAV1-CMV-MTM1ics et AAV1-
CMV-MTM1wt.

Al Western blot représentatif de I'immunodétection de la myotubularine (en vert) et de I'a-tubuline (en rouge).
B/ Quantité de myotubularine, dans les TA, normalisée par la quantité d'o-tubuline (WT-PBS : n = 2 ; mKO-
PBS:n=3; WT-MTM1cs:n=5; WT-MTM1wt : n =5 ; mKO-MTM1cs : n =5 ; mKO-MTM1wt : n=2) ; (* =
P < 0,05). WT-PBS = contrdle positif ; mKO-PBS = mutant contréle ; WT-MTM1cs = contréle injecté avec la
myotubularine inactive ; WT-MTM1wt = contr6le injecté avec la myotubularine active ; mKO-MTM1cs =
mutant injecté avec la myotubularine inactive ; mKO-MTM1wt = mutant injecté avec la myotubularine active.
MTM1 = myotubularine ; PBS : Dulbecco's phosphate buffered saline ; WT = souris contrble positif ou

sauvage ; mKO = souris mutante muscle spécifique.
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Figure 21 : Quantification de la myotubularine dans les muscles tibialis antérieurs
KO 2 semaines aprés injection des vecteurs AAV1-CMV-MTMi1cs et AAV1-CMV-
MTM1wt.

Al Western blot représentatif de I'immunodétection de la myotubularine (vert) et de l'a-tubuline (rouge) dans
le tibialis antérieur (TA). Bl Quantification de la myotubularine normalisée par la quantité d' a-tubuline dans le
TA(WT-PBS:n=8; mKO-PBS:n=5; WT-MTM1cs: n=4 ; WT-MTM1wt : n =4 ; mKO-MTM1cs : n =3 ;
mKO-MTM1wt : n=2) ; (* = P <0,05).
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Effets de la myotubularine active ou inactive sur la morphologie du muscle mutant
mKO et KO.

Les effets des deux protéines MTM1cs et MTM1wt sur la morphologie du muscle TA
mutant mKO et KO sont analysés au niveau de la masse musculaire et de I'histologie a,
respectivement, 4 et 2 semaines apres injection intramusculaire du vecteur. L'effet des deux
protéines sur le muscle TA mutant mKO est également étudié au niveau des trois marqueurs :
RYR1, DHPRI1q, et dysferline qui servent de marqueurs de l'organisation interne de la fibre

musculaire.

Le poids du TA normal contenant MTMlcs ou MTM1lwt accuse une réduction de,
respectivement 15 % et 20% par rapport au muscle normal (WT-PBS). Le poids du TA mutant mKO
ne change pas lorsque la myotubularine inactive est présente dans le muscle, tandis qu'il est
partiellement corrigé lorsqu'il contient la myotubularine active. Le diameétre moyen et le profil de
répartition des myofibres des muscles normaux contenant MTM1cs ou MTM1wt sont similaires a
ceux du muscle normal. Le diametre moyen des myofibres du TA mKO contenant MTM1cs est
similaire a celui du TA mutant contr6le. Le profil de répartition des myofibres du TA mKO,
contenant MTM1cs, montre une augmentation de la taille d'une petite proportion de myofibres. La
présence de la protéine MTM1wt dans le TA mutant mKO corrige partiellement le diamétre moyen

des myofibres en agissant sur une grosse partie des fibres musculaires (Figure 22B, 22C et 22D).

Le poids des muscles controles contenant MTM 1wt ou MTMIcs est identique a celui du muscle
normal. La protéine MTM1cs ne corrige pas le poids du TA mutant KO contrairement a la protéine
MTM1wt qui corrige partiellement le poids. La normalisation du poids du muscle traité par rapport
a son controle latéral montre que la protéine MTM1cs provoque une augmentation du poids de 1,2
fois. Le méme rapport avec le poids du TA KO contenant MTM 1wt montre uen augmentation du

poids d 1,3 fois (Figure 23B et 23C).

Ces résultats démontrent que la myotubularine inactive ne corrige pas la masse musculaire du TA

malade, contrairement a la myotubularine active qui corrige la perte de masse musculaire.

L'histologie, déterminée grace aux colorations HE et NADH-TR décrites précédemment, du
TA mutant mKO contenant MTM 1cs est identique a celle du TA mutant mKO contréle. En revanche

I'histologie du TA mKO contenant MTM 1wt est identique a celle du TA normal (Figure 22A).

L'histologie du TA mutant KO contenant MTMIlcs est identique a celle du TA mutant KO,

contrairement au TA KO contenant MTM1wt qui présente une histologie identique a celle du
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muscle normal (Figure 23A).

Les résultats de l'histologie démontrent que la myotubularine inactive ne corrige pas la
désorganisation des fibres musculaires malades, contrairement a la myotubularine active qui elle

restaure une fibre musculaire normale.
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Figure 22 : Morphologie des muscles tibialis antérieurs mKO 4 semaines aprés
injection des vecteurs AAV1-CMV-MTM1cs et AAV1-CMV-MTM1wt.

Al Images du Haut : macroscopie de coupes transversales de tibialis antérieurs (TA) colorées a
I'nématoxiline-éosine (HE) (WT-PBS : n =3 ; mKO-PBS :n=3; WT-MTM1cs: n=5; WT-MTM1wt : n=5;
mKO-MTM1cs : n = 5 ; mKO-MTM1wt : n = 2). Images du milieu (HE) : agrandissement de coupes
transversales de TA colorées a I'hematoxyline-éosine (WT-PBS : n =3 ; mKO-PBS : n = 3 ; WT-MTMl1cs : n
=5; WT-MTM1wt : n = 5 ; mKO-MTM1cs : n =5 ; mKO-MTM1wt : n = 2). Etoiles : vacuoles dépourvues de
matériel cellulaire. Téte de fleche : noyau internalisé. Images du bas (NADH-TR) : agrandissement des
coupes transversales de TA colorées au NADH-TR. Fleche : regroupement en anneau des mitochondries et
du RS a la périphérie de la myofibre. Téte de fleche : regroupement des mitochondries et du RS au centre
de la myofibre. Les deux barres d'échelle différentes font 25 um ; (* = P < 0,05). Bl Poids moyen des TA
(WT-PBS :n=6; mKO-PBS : n =3 ; WT-MTM1cs : n =12 ; WT-MTM1wt : n =5 ; mKO-MTM1cs : n =5
mKO-MTM1wt : n = 2) ; (* = P < 0,05). CI Diamétre moyen des myofibres provenant des TA (WT-PBS : n =
7 : mKO-PBS:n=4; WT-MTM1cs:n=4; WT-MTM1wt : n =4 ; mKO-MTM1cs : n = 6 ; mKO-MTM1wt : n =
2) ; (* = P <0,05). DI Profile de répartition de la taille des myofibres dans le TA (WT-PBS : n = 15089 ; mKO-
PBS : n = 6353 ; WT-MTM1cs : n = 8018 ; WT-MTM1wt : n = 8236 ; mKO-MTM1cs : n = 12496 ; mKO-
MTM1wt : n = 3520) ; (* = P < 0,05). Téte de fleche : augmentation de la portion des myofibres comprises
entre 18 um et 38 um, dans le muscle mutant contenant MTM1cs.

RS = réticulum sarcoplasmique ; NADH-TR = nicotine-adénosine dinucléotide tétrazoléum réductase.
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Figure 23 : Morphologie des muscles tibialis antérieurs KO 2 semaines aprés
injection des vecteurs AAV1-CMV-MTM1cs et AAV1-CMV-MTM1wt.

Al Images du haut : les macroscopies de coupes transversales de tibialis antérieur aprés coloration a
I'nématoxyline-éosine. Images du milieu (HE) : agrandissements des coupes transversales de TA colorées a
I'hématoxyline-éosine. Etoile : vacuoles. Images du bas (NADH-TR) : agrandissements de coupes
transversales de TA aprés coloration au NADH-TR. Etoile : vacuoles. Fléche : regroupement des
mitochondries et du SR a la périphérie de la myofibre. Téte de fléeche : regroupement des mitochondries et
du SR au centre de la myofibre. (WT-PBS : n=8; KO-PBS:n=5; WT-MTM1cs: n=4 ; WT-MTM1wt : n =
4 ; KO-MTM1cs : n = 3 ; KO-MTM1wt : n = 2). Bl Poids moyen des TA (WT-PBS :n=8; KO-PBS:n=5;
WT-MTM1cs : n =4 ; WT-MTM1wt : n = 4 ; KO-MTM1cs : n = 3 ; KO-MTM1wt : n = 2) ; (* = P < 0,05). C/
Différentiel entre le poids du muscle injecté avec le vecteur et son contrdle sur la méme souris (WT-PBS : n
=8;KO-PBS:n=5; WT-MTM1cs:n=4; WT-MTM1wt : n = 4 ; KO-MTM1cs : n = 3 ; KO-MTM1wt : n = 2).
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Les effets de la myotubularine active (MTM1wt) ou inactive (MTM1cs) sur l'organisation
interne des myofibres malades sont étudiés par le marquage des protéines RY1, DHPR1a et
dysferline, obtenu par immunodétection sur les coupes transversales de TA mKO, 4 semaines apres

l'injection intramusculaire du vecteur AAV1-DES-MTM1wt ou AAV1-DES-MTMIcs.

Le marquage du DHPR1a dans le TA contréle contenant MTM 1wt donne un signal de fluorescence
sous forme de damier homogeéne sur l'ensemble de la coupe comme celui du muscle contrdle
(Figure 24A, premiére et troisieme série d'images). Le TA contréle, contenant MTM1cs, présente,
en plus du marquage normal, 10% de myofibres avec des accumulations de signal, sous forme de
points (Figure 22A, deuxieme série d'image). Le marquage du DHPR1a dans le muscle mutant
mKO contenant MTM1cs est identique a celui du muscle mutant contrdle, et désorganisé par
rapport au muscle normal (Figure 24A, quatrieme et cinquieme séries d'images). En revanche, le
marquage du muscle mutant mKO contenant MTM1wt est identique a celui du muscle normal

(Figure 22A, sixiéme série d'images).

Le marquage du RYR1 dans le muscle normal contenant MTM1cs ou MTM1wt est identique a
celui du muscle normal (Figure 24B, premiére, deuxiéme et troisiéme séries d'images). Le TA mKO
contenant MTMI1cs présente un marquage désorganisé par rapport au muscle normal, mais
identique a celui du muscle mutant controle (Figure 24B, quatrieme et cinquieme séries d'images).
En revanche, le TA mutant mKO contenant MTM 1wt présente un marquage du RYR1 identique a

celui du muscle normal (Figure 24B, sixiéme série d'images).

Le marquage de la dysferline dans le TA normal, contenant MTM1wt, est identique a celui du TA
normal (Figure 24C, premieére et troisieme séries d'images). Le marquage dans le TA normal
contenant MTM 1cs est identique a celui du TA normal, mais un tiers des myofibres contiennent des
accumulations du signal sous forme de points (Figure 24C, deuxieme série d'images et 26A). Le
muscle mutant mKO contenant MTM 1cs présente un marquage de la dysferline identique a celui du
muscle mutant contrdle et désorganisé par rapport au muscle normal (Figure 24C, quatrieme et
cinquieme séries d'images). Le marquage dans le muscle mutant contenant MTM 1wt est identique a

celui du muscle controle (Figure 24A, sixiéme série d'images).

Ces résultats démontrent que la myotubularine inactive n'est pas capable de corriger 1'organisation
des trois marqueurs dans le muscle mutant, contrairement a la myotubularine active. Ils mettent
également en évidence une action de la myotubularine inactive sur la localisation de la dysferline et

du DHPR1a.
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En conclusion, les différents résultats démontrent que l'activité phosphatase de la
myotubularine est nécessaire pour pour qu'elle puisse corriger le phénotype musculaire de la

myopathie myotubulaire.
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Figure 24 : Marquage du RYR1 et du DHPR1a dans les muscles tibialis antérieurs
mKO 4 semaines apreés injection des vecteurs AAV1-CMV-MTMli1cs et AAV1-CMV-
MTM1wt.

Al Immunodétection du DHPR1a (en vert) et des noyaux cellulaires (en bleu) sur des coupes transversales
de tibialis antérieurs (WT-PBS : n = 3 ; mKO-PBS : n = 3 ; WT-MTM1cs : n = 3 ; WT-MTM1wt : n = 3 ; mKO-
MTM1cs : n = 3 ; mKO-MTM1wt : n = 2). Bl Immunodétection du RYR1 (en vert) et des noyaux (en bleu) sur
des coupes transversales de tibialis antérieurs (WT-PBS : n =3 ; mKO-PBS : n =3 ; WT-MTM1cs : n = 3 ;
WT-MTM1wt : n = 3 ; mMKO-MTM1cs : n = 3 ; mKO-MTM1wt ;: n = 2). Cl Immunodétection de la dysferline (en
vert) et des noyaux (en bleu) sur des coupes transversales de TA (WT-PBS : n =3 ; mKO-PBS : n =3 ; WT-
MTM1cs :n =3 ; WT-MTM1wt : n = 3 ; mKO-MTM1cs : n = 3 ; mKO-MTM1wt : n = 2). Les barres d'échelles
représentent 25 um.
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3.3.2 Effets de la myotubularine active et inactive sur le

muscle normal

La présence de la myotubularine active (MTM1wt) ou inactive (MTM1cs) dans le muscle
normal provoque l'apparition de vacuoles dans 25% des myofibres, visibles en histologie (Figure

25A).

J'ai entrepris la caractérisation de ces vacuoles pour en déterminer l'origine et comprendre les
mécanismes qui guident leur formation. La premiere étape a été d'établir un lien avec la
myotubularine en recherchant sa présence sur les coupes transversales de TA normal injecté avec le
vecteur AAV1-CMV-MTM1c375s ou le vecteur AAV1-CMV-MTMI1. La deuxiéme étape consiste a
rechercher des marqueurs de ces vacuoles pour avoir des pistes d'investigation sur les mécanismes

qui controlent la formation des vacuoles.

Etude de la présence de la myotubularine sur les vacuoles.
La présence de ces vacuoles a été constatée au cours des essais de l'impact de la

myotubularine inactive sur le TA mutant mKO décrit précédemment (Buj-Bello et al., 2008).

La coloration hématoxilyne-éosine (HE) des coupes transversales de TA contrdles contenant
MTM1wt ou MTM1cs montre la présence de vacuoles de petite taille qui, en coloration NADH-TR,
ne contiennent ni de mitochondrie, ni de réticulum sarcoplasmique (RS). La taille des vacuoles est

beaucoup plus faible que celles retrouvées dans le muscle mutant (Figure 25A).

Les résultats d'histologie montrent que ces vacuoles ne semblent pas contenir de matériaux

cellulaires.

La détection de la myotubularine est réalisée par immunomarquage (vert) sur des coupes

transversales de TA contenant MTM 1wt ou MTM1cs. Deux types de marquage sont alors visibles.

Le premier est présent au niveau des coupes provenant de muscle contenant MTM1cs. Le signal est
présent au centre de la fibre musculaire sous forme de points ou de vacuoles. Rarement, le signal est

présent sous forme de larges vacuoles collées a la membrane plasmique (Figure 25A et B).

Le second marquage est sur les coupes provenant de muscle contenant MTM1wt. Le signal de

fluorescence est présent sous forme de larges vacuoles a la périphérie de la fibre musculaire et
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rarement, sous forme de points au centre (Figure 25A et C).

Les résultats d'immunomarquages montrent que les membranes de ces vacuoles contiennent de la

myotubularine.

Afin de mieux caractériser ces marquages, l'ultrastructure de ces muscles est analysée par
microscopie électronique. L'ultrastructure des muscles controles contenant MTM1cs ou MTM 1wt
révele la présence d'accumulations de membrane sous forme d'empilements de vacuoles (Figure

25B et C).

Les résultats de la microscopie électronique montrent que les vacuoles sont constituées

d'empilements membranaires.

En conclusion, ces résultats démontrent que les vacuoles visibles en histologie sont en
réalité des accumulations membranaires qui contiennent de la myotubularine. Le type de
myotubularine semble influencer la taille et la localisation de ces empilements membranaires dans

la myofibre.
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Figure 25 : Illlustration des vacuoles présentes dans les muscles tibialis antérieurs
mKO 4 semaines apreés injection des vecteurs AAV1-CMV-MTMli1cs et AAV1-CMV-
MTM1wt.

Al Images du haut : agrandissement de fibres musculaires aprés coloration & I'nématoxyline-éosine. Etoile :
vacuoles dépourvues de matériel cellulaire. Images du milieu : agrandissement de fibres musculaires aprés
coloration au NADH-TR. Etoile: vacuoles dépourvues de matériel cellulaire. Linges du bas
immunodétection de la myotubularine (vert) et des noyaux (bleu) dans les TA. BI Caractérisation
morphologique des vacuoles présentes dans le muscle contréle injecté avec la myotubularine inactive. A
gauche : immunodétection de la myotubularine (vert) et des noyaux (bleu) dans deux TA différents (n = 3). A
droite : Microscopie électronique du TA (n = 2). Cl Caractérisation morphologique des vacuoles présentes
dans le muscle contrdle injecté avec la myotubularine active. A gauche : immunodétection de la
myotubularine (vert) et des noyaux (bleu) dans deux TA différents (n = 3). A droite : Microscopie électronique
duTA (n=2).
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Caractérisation de l'origine des vacuoles présentes dans les muscles sauvages

contenant les deux formes de myotubularine

Si les empilements membranaires observés contiennent de la myotubularine, on peut
aisément partir du principe qu'ils contiennent d'autres protéines. L'identification de ces protéines
permettrait de trouver des pistes sur I'origine de la membrane des empilements et ainsi comprendre
les mécanismes qui régissent leur formation. J'ai choisi d'explorer plusieurs pistes en recherchant la

présence de différentes protéines dans les muscles contenant les empilements.

La premiere hypothése sur I'origine de la membrane des empilements serait qu'elle proviendrait de
la membrane plasmique. L'immunodétection de la dystrophine et la cavéoline sur des coupes
transversales de TA contrdles contenant MTM1cs ou MTM1wt vont permettre de tester cette

hypothese.

La seconde hypothese sur l'origine de la membrane des empilements serait qu'elle proviendrait
d'une des deux membranes qui compose la triade. La triade, située dans la myofibre, est composée
en partie par la membrane plasmique et de l'autre par la membrane du réticulum sarcoplasmique
(RS). La provenance de la membrane plasmique est vérifiée par le marquage du DHPR1a et de la
dysferline sur les coupes transversales de TA controles contenant MTM1cs ou MTMl1wt. La
provenance du RS est vérifiée par le marquage des protéines RYR1 et la sarcaluménine, qui se situe

au niveau des réservoirs de la triade, dans le RS ((Leberer et al., 1990) ; (Yoshida et al., 2005)).

La troisieme hypothese sur l'origine de la membrane des empilements est une conséquence de la
solubilité de la desmine qui interagit avec la myotubularine. La surexpression de la desmine
pourrait potentiellement provoquer une agglomération de la desmine. L'encombrement généré
perturberait les protéines et les compartiments membranaires qui gravitent autour de ces deux
protéines. L'immunodétection de la desmine sur les coupes de transversales de TA controles

contenant MTM1cs ou MTM1wt, permettra de répondre a la question.

Le marquage de la dystrophine dans le muscle normal (WT-PBS) donne une localisation du
signal au niveau de la membrane plasmique sur l'ensemble de la coupe. La présence de
myotubularine active ou non dans ce méme muscle donne le méme marquage (Figure 26B,

premiere série d'images a gauche).

Le marquage de la cavéoline dans le muscle mutant controle donne également une localisation du

signal de fluorescence au sarcolemme. La présence de la myotubularine active ou non, dans le
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muscle controle ne change pas le marquage endogéne (Figure 26B, deuxieme série d'images).

Ces résultats montrent que la myotubularine active (MTM1cs) ou inactive (MTM1wt) n'a pas
d'influence sur la localisation de la dystrophine et de la cavéoline. Les deux protéines ne semblent
pas étre impliquées dans la formation des empilements membranaires.

Le marquage de la sarcaluménine dans le muscle controle donne un marquage
cytoplasmique sous forme de points plus ou moins définis. La présence de myotubularine active ou
non dans le muscle controle ne modifie pas le marquage controle de la sarcaluménine (Figure 26B,

troisieme série d'images).

La présence de la myotubularine active ou inactive dans le muscle normal n'a pas d'influence sur la

localisation du RYR1 (Figure 24B).

La présence de la myotubularine inactive dans le muscle normal change la localisation des protéines

DHPR1a et dysferline dans une partie des myofibres (Figure 24A et 24C).

Ces résultats montrent que les protéines sarcaluménine et RYR1 ne participent pas a la formation

des empilements membranaires contrairement aux protéines DHPR 1« et dysferline.

L'immunodétection de la desmine dans le muscle contrle montre un marquage
partiellement membranaire et sous forme de stries paralléles, dans le cytoplasme (Figure 26C,
image en haut a gauche). La présence de myotubularine active ou non dans ce méme muscle ne
change pas le marquage (Figure 26C, images de gauche). Le muscle mutant controle présente un
marquage de la desmine, sous forme d'agglomérations cytoplasmiques du signal, différent de celui
du muscle normal (Figure 26C, image en haut a droite). La présence de la myotubularine active ou
inactive dans le muscle mutant mKO fait disparaitre les agglomérats au profit des stries paralleles,

comme dans le muscle normal (Figure 26C, images du milieu et du bas, a droite).

Ces résultats montrent que la desmine ne participe pas a la formation des empilements

membranaires.

Conclusion sur la caractérisation de 1'origine des vacuoles présentes dans les muscles

sauvages contenant les deux formes de myotubularine

L'altération de la localisation du DHPR1a et de la dysferline semble indiquer que la

membrane qui constitue ces empilements pourrait étre liée a la membrane des T-tubules de la triade.
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Figure 26 : Caractérisation des vacuoles présentes dans les muscles tibialis
antérieurs mKO 4 semaines apreés injection des vecteurs AAV1-CMV-MTMI1cs et
AAV1-CMV-MTM1wt.

Al Immunodétection de la dysferline (en vert) et des noyaux (en bleu) sur des coupes transversales de TA provenant de
muscles contrbles injectés avec le vecteur AAV1-CMV-MTMl1cs (n = 3). Bl Détection de la dystrophine, de la cavéoline
et de la sarcaluménine dans des TA contrbles traités avec les deux vecteurs. Images de droite : immunodétection de la
dystrophine (en rouge), un marqueur membranaire, et des noyaux (en bleu). Images du milieu : immunodétection de la
cavéoline (en rouge), un marqueur membranaire, et des noyaux (en bleu). Images de gauche : immunodétection de la
sarcaluménine (en rouge), un marqueur du RS, et des noyaux (en bleu). (WT-PBS : n =2 ; WT-MTM1cs : n = 2 ; WT-
MTM1wt : n = 2). Cl/ Immunodétection de la desmine (en vert) et des noyaux (en bleu) dans les TA (WT-PBS : n = 3 ;
mKO-PBS : n =3 ; WT-MTM1cs : n =3 ; WT-MTM1wt : n = 3 ; mKO-MTM1cs : n = 3 ; mKO-MTM1wt : n = 2).
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Présence d'infiltrats cellulaires dans les muscles normaux contenants la myotubularine

active ou inactive.

Le premier essai de thérapie génique sur la myopathie myotubulaire a soulevé la question
d'une éventuelle réponse immunitaire contre la trop forte quantité de protéines thérapeutiques dans
la myofibre du muscle mutant (Buj-Bello et al., 2008). Ce fait m'a enjoint a rechercher les signes
d'une éventuelle réponse immunitaire dans les expériences menées avec les vecteurs AAV1-CMV-
MTM1c375s et AAV1-CMV-MTM1. J'ai donc recherché, chez les souris normales traitées avec les
vecteurs, la présence d'infiltrats cellulaires et quantifié 1'expression du TNF-a, une cytokine

présente au cours d'inflammation, dans ces muscles.

La détection des infiltrats cellulaires est réalisée sur des coupes transversales de TA,
colorées a I'hématoxyline-éosine, provenant des souris 129-PAS (fond génétique du modele KO) et

C57BL\6 (fond du modéle mKO) des expériences précédentes.

Des infiltrats sporadiques sont présents dans les muscles normaux C57BL\6 contenants MTM1cs et
MTM1wt. Un infiltrat cellulaire est détecté dans un des muscles mutants mKO contenant MTM1cs
(Figure 27A, images du haut). Un infiltrat sporadique est détecté sur un des quatre TA normal 129-
PAS, contenant MTM1cs ou MTM1wt (Figure 27A, image du bas). Les autres muscles analysés ne

présentent pas d'infiltrats cellulaires.

L'immunodétection de la myotubularine dans le muscle contenant MTM1cs montre que les infiltrats
cellulaires sont localisés autour de myofibres qui contiennent des empilements membranaires et

beaucoup de protéines transgéniques (Figure 27B).

La quantification de l'expression du TNF-a dans le TA des souris C57BL\6 (modele mKO).
L'expression du TNF-a est beaucoup plus importante dans le muscle controle contenant MTM1cs
ou MTM1wt que par rapport au muscle normal. L'expression du TNF-a dans le muscle mutant
controle ou contenant MTM 1wt semble identique a celui du muscle normal, tandis que dans le TA

mKO contenant MTM1cs le niveau semble plus faible que celui du TA normal (Figure 27C).

Ces résultats semblent montrer qu'une trop forte quantité de myotubularine dans le muscle
provoque l'apparition d'une réponse immunitaire localisée au niveau des fibres musculaires qui

contiennent une trop grande quantité de protéine.
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Figure 27 : Infiltrats cellulaires dans les muscles tibialis antérieurs mKO 4 semaines
apres injection des vecteurs AAV1-CMV-MTM1cs et AAV1-CMV-MTM1wt.

Al Images du haut (HE) : coupes transversales de tibialis antérieur provenant de souris mutantes mKO et de
fond génétique C57BL/6, colorées a I'hématoxyline-éosine (WT-MTM1cs : n = 3 ; WT-MTM1wt : n = 3).
Images du bas (HE) : coupes transversales de tibialis antérieur provenant de souris de fond génétique
129PAS, colorées a I'nématoxyline-éosine (WT-MTM1cs : n =1 ; WT-MTM1wt : n = 1). Les barres d'échelles
représentent 25 um. B/ Immunodétection de la myotubularine (en vert) et des noyaux (en bleu) sur une
coupe transversale de TA injecté avec le vecteur AAV1-CMV-MTM1cs. La barre d'échelle représente 100
pm. CI Niveau d'expression du TNF-a, une cytokine inflammatoire, dans les TA (WT-PBS : n = 5 ; mKO-
PBS:n=3; WT-MTM1cs:n=9; WT-MTM1wt : n = 6 ; mKO-MTM1cs : n =5 ; mKO-MTM1wt: n=2) ; (* =
P < 0,05).
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4 Discussion
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4.1 Discussion sur le développement du traitement de

la myopathie myotubulaire par la thérapie génique

Les travaux effectués chez la souris démontrent la capacité de la cassette thérapeutique
desmine-MTM1 a améliorer la survie des animaux malades. Une seule injection de vecteur permet
la présence d'une quantité de protéine thérapeutique qui corrige la pathologie musculaire. Les
muscles réparés retrouvent une fonction normale ce qui permet un développement normal de
'animal et un retour a une survie normale des animaux. La stratégie de thérapie génique développée
pour le traitement de la myopathie myotubulaire est trés efficace en comparaison avec d'autres
approches thérapeutiques telles que celle de Lawlor et ses collaborateurs. Ils ont choisi de
développer un traitement pharmacologique indirect pour soigner la maladie en agissant sur la voie
de la myostatine qui lorsqu'elle est inhibée, le muscle gagne en masse. Les effets sur le modele
murin de la myopathie myotubulaire sont faibles car la durée de vie n'est prolongée que de quelques
semaines. Les effets sur la morphologie du muscle sont transitoires et il semble que le muscle
devienne insensible au traitement au bout de quelques semaines (Lawlor et al., 2011).

Le choix du promoteur synthétique de la desmine permet une bonne restriction de la

protéine thérapeutique au niveau du muscle. Peu d'organes différents du muscle contiennent la
protéine thérapeutique. Néanmoins le promoteur ne semble pas permettre de distinguer les
différents muscles puisque la protéine thérapeutique est retrouvée dans le cceur et le muscle.
La spécificité procurée par le promoteur de la desmine ouvre des perspectives pour 1'étude des effets
de l'absence de myotubularine dans certains organes sur une longue période. L'histologie des
testicules provenant des souris mutantes injectées avec le vecteur démontre pour une grande
proportion d'entres elles, des anomalies histologiques importantes. Certaines de ces anomalies sont
semblables a des anomalies testiculaires observées chez des souris dépourvues dMTMR2, un
homologue de la myotubularine (Bolino et al.,, 2004). MTMR2 remplit un role dans la
spermatogenese en participant au recyclage de certaines protéines d'adhésion présentes a 1'apex des
cellules de Sertoli (Mruk et al., 2010). L'absence d'une atteinte de 1'ensemble des testicules analysés
indique que le phénomene pourrait étre complémenté par d'autres mécanismes.

Le promoteur desmine permet également une grande flexibilité pour moduler la quantité de
protéine thérapeutique dans le muscle. Les expériences effectuées dans les deux modéles murins de

la myopathie myotubulaire montrent que la réduction de dose de vecteur d'un logarithme, permet
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d'atteindre une quantité physiologique de protéine thérapeutique dans le muscle. Le controle de la
quantité thérapeutique de protéine dans le muscle est primordial.

La stabilité de la quantité de protéine thérapeutique au cours du temps est un premier indicateur
d'une éventuelle réponse immunitaire contre le transgene comme le montrent les études effectuées
lors du développement d'un traitement pour 1'hémophilie ((Fields et al., 2000) ; (Herzog et al.,
2002)). Dans notre cas, la quantité de protéine thérapeutique est stable méme un an apres l'injection.
Ce fait indique que le vecteur ne semble pas provoquer de réponse immunitaire.

L'importance du contrdle de la quantité de protéine thérapeutique dans le muscle se situe également
au niveau du controle de l'efficacité de fonctionnement de la protéine thérapeutique et des
conséquences d'éventuels dysfonctionnements.

La quantité minimale de protéine thérapeutique nécessaire pour corriger le phénotype de la
myopathie myotubulaire semble basse. La présence résiduelle d'activité phosphatase dans le muscle
du modele développer par Pierson et ses collaborateurs en comparaison de notre modele, permet
d'améliorer I'espérance de vie des souris et le phénotype de la maladie (Pierson et al., 2012).

En trop grande quantité la myotubularine peut provoquer des problemes, notamment par une perte
du controle de l'activité enzymatique . L'absence d'un tel contréle a des conséquences sur ces roles
biologiques, comme le contrdle du remodelage des membranes (Buj-Bello et al., 2008) et du
cytosquelette d'actine (Ribeiro et al., 2011), ou la dégradation de certains récepteurs (Cao et al.,
2007). Les conséquences peuvent se manifester par l'accentuation de phénomeénes, comme
I'augmentation des plaques de collagene dans le cceur des souris mutantes KO. Cependant ce
phénomeéne semble cantonné au fond génétique des souris puisque, dans le modele mKO, le cceur
qui contient 45 fois plus de myotubularine que le niveau endogéne ne présente pas de plaque de
collagene ni de modification de son poids (Annexe 1A ; Annexe 1B ; Annexe 1C). Une étude plus
approfondie du phénomeéne d'apparition des plaques de collagéne permettrait de mettre en évidence

l'importance du phénomene par rapport au fonctionnement du muscle cardiaque.

La preuve que notre nouvelle cassette thérapeutique est fonctionnelle et efficace pour
toucher I'ensemble des muscles de l'organisme atteints de myopathie myotubulaire permet de
franchir une étape de plus dans le développement du traitement par la thérapie génique. Il est
désormais envisageable d'extrapoler cette expérience a un animal plus gros que la souris. La
transposition du concept thérapeutique sur un animal supérieur nécessite d'adapter le transgene

thérapeutique a l'espéce dans laquelle la preuve d'efficacité sera réalisée. Le changement d'animal
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modele met en jeu un changement d'échelle dans la détermination des doses et des volumes
nécessaires a la mise en place du protocole d'évaluation du traitement.

Un nouveau vecteur comprenant I'ADNc de la myotubularine canine sous la dépendance du
promoteur desmine, est créé. L'efficacité de ce vecteur est déterminée localement chez le chien
atteint de myopathie myotubulaire. Le nouveau vecteur est capable d'apporter des quantités de
protéine thérapeutique proches du niveau endogéene. La protéine est fonctionnelle puisqu'elle
corrige le phénotype pathologique musculaire. La stratégie d'adaptation du transgene a l'espece
permet de conserver les caractéristiques thérapeutiques du transgene et semble préserver d'une
réaction immunitaire contre le transgéne.

L'étude du vecteur chez le chien permet d'avancer dans le développement du traitement chez
I'homme et plusieurs jalons apparaissent.

Le premier jalon est physique puisqu'il concerne la quantité de vecteur nécessaire pour transduire
un organisme de grande taille comme le chien, le primate ou 'hnomme. Actuellement, le volume de
vecteur nécessaire pour un patient atteint de la myopathie de Duchenne est estimé a plus de 10"
vg.kg™ (Galibert et al., 2011). Les capacités de production actuelles ne permettent pas d'obtenir une
quantité de virus aussi importante, mais plusieurs solutions sont explorées comme par exemple la

production des virus dans les cellules d'insectes grace au baculovirus (Galibert et al., 2011).

Cette piste conditionne la suite de la stratégie a employer pour administrer le vecteur au patient.
Une des stratégies envisageables est de concentrer le développement du vecteur sur les symptomes
les plus graves des patients. Dans le cas de la myopathie myotubulaire, les symptdmes respiratoires
sont importants. Le traitement pourrait donc se focaliser sur des injections locales du vecteur au

niveau du diaphragme et de la cage thoracique pour améliorer la respiration des patients.

Une autre stratégie envisageable est l'injection du vecteur trés t6t apres la naissance. Cette stratégie
est rendue possible par la détection précoce ((Chen et al., 2010) ; (Tosch et al., 2010)) des mutations
chez les patients. Les essais de mise au point des doses thérapeutiques peuvent étre aisément
réalisés chez le chiot ou le primate. Une étude sur le modele canin pour la dystrophie de Duchenne
a montré l'efficacité de correction du phénotype musculaire a 1'échelle du corps entier lors de
l'injection néonatale d'une dose de vecteur thérapeutique (Yue et al., 2008). Cette méme étude et
d'autres travaux ont démontré l'efficacité d'inhibition de la réponse immunitaire contre le vecteur

lors d'injections néonatales ((Yue et al., 2008) ; (Xu et al., 2007)).
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Les deux stratégies sont compatibles avec la mise en place d'un protocole d'étude de toxicité du
transgene sur l'organisme d'animaux controles comme le chien ou le primate. Cette démarche
permettra de renforcer le profil de sécurité des vecteurs de thérapie génique dérivés des AAV et de
s'approcher des démarches de sécurité mises en place pour le développement d'un traitement

pharmacologique.
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4.2 Discussion des effets de la protéine MTMR2 sur le

muscle KO

Les effets thérapeutiques obtenus avec MTMR2 sur le phénotype de la myopathie
myotubulaire sont faibles en comparaison des effets thérapeutiques de la protéine MTM1 dans des

conditions expérimentales identiques.

La différence de quantité de protéines thérapeutique MTMR2 entre le muscle sain et le muscle
malade peut expliquer les faibles effets thérapeutiques sur le muscle. La question qui en découle est
de déterminer si l'augmentation de la quantité de protéine thérapeutique dans le muscle malade
provoquera une meilleure correction du phénotype musculaire. Notre tentative pour augmenter la
quantité de protéine dans le muscle avec le vecteur AAV9-DES-MTMR2 s'est soldée par un échec
aux raisons inconnues. La premiéere étape dans la compréhension de cet échec est de comparer la
quantité de protéine thérapeutique présente dans les muscles controles injectés avec les deux
vecteurs. L'expérience permettra de déterminer si la dose de vecteur AAV9-DES-MTMR?2 apporte
plus de protéines MTMR?2 dans le muscle contrdle par rapport a I'autre vecteur. Les expériences que
j'ai réalisé ne permettent pas de faire la comparaison avec mes résultats car ils ont été obtenus a des
temps différents.

La comparaison des quantités de protéine est déterminante car les sérotypes AAV1 et AAV9 entre
dans la cellule grace a différents récepteurs (Schultz et al., 2008), et leurs comportements au cours
d'un procédé d'injection identique ne sont pas identiques (Zincarelli et al., 2008). De plus, mes
expériences avec les deux vecteurs montrent une réduction de protéine thérapeutique entre le
muscle normal et le muscle malade. La diminution de quantité de protéines est plus importante dans
le cas du vecteur AAV9 par rapport au vecteur AAV 1. Ce fait complique l'explication de I'échec de
notre tentative d'augmentation de la protéine thérapeutique dans le muscle malade. En effet, si les
vecteurs AAV1 et AAV9 n'ont pas le méme comportement dans le muscle sain, ils peuvent
également avoir un comportement différent dans le muscle malade. Dans ce cas la comparaison de
la quantité de protéine MTMR?2 entre le muscle mutant injecté avec le vecteur AAV1 et le muscle

mutant injecté avec le vecteur AAV9 apportera une idée sur la différence de quantité de protéine.

L'étape suivante dans la compréhension du phénomene sera de comparer le nombre de génomes
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viraux entre les différents muscles contréles et mutants injectés avec les deux vecteurs.

Une autre stratégie pour augmenter la quantité de protéines MTMR?2 dans le muscle consisterait a
choisir un autre promoteur plus puissant tout en gardant le sérotype 1 des AAV. Une étude
comparative de la capacité d'expression des promoteurs CMV, CMV/B-globine (Herzog et al.,
1999), Spc5-12 (Foster et al., 2008) par rapport au promoteur desmine permettrait de déterminer
celui qui permet la plus forte expression dans le muscle controle. L'efficacité de la cassette
thérapeutique doit étre établie dans le modele mKO car il permet d'avoir une cinétique d'expression

plus grande dans le cas d'injections intramusculaires.

L'action thérapeutique dMTMR?2 sur le muscle déficient en myotubularine met en évidence des
perspectives intéressantes au niveau de la compréhension du mécanisme d'action de la protéine
MTM1 dans le muscle et le développement d'un traitement pharmacologique. Afin de combiner ces
deux recherches, il faudrait utiliser la technique, développée par Vandenburgh et ses collaborateurs,
qui consiste a recréer un muscle miniature (ou mBAMSs) en plaque 96 puits, sur deux électrodes ce
qui permet de déclencher la contraction (Vandenburgh et al., 2008).

La premiere étape serait d'obtenir des cellules musculaires de patients atteints de myopathies
myotubulaires dont la partie du gene MTMR?2 serait marquée par 1' eGFP grace a des nucléases en
doigt de Zing (ZNF). En effet, le développement de la technologie des ZNF permet aujourd'hui
d'avoir acceés a des nucléases qui peuvent spécifiquement cibler une partie du génome et induire une
coupure. Cette coupure favorise la recombinaison homologue entre brins d'ADN (Kandaveloun et
al., 2009). L'utilisation de ces myoblastes pour fabriquer des muscles miniatures constituerait un
modele de crible positif de composés pharmacologiques induisant I'expression dMTMR2. Ensuite,
l'action de MTMR?2 sur la force serait directement enregistrée.

La deuxieme partie des expériences consisterait a utiliser les mBAMSs pour étudier les mécanismes
impliqués dans le role dMTMR2 sur la force musculaire et en méme temps, identifier les
mécanismes de fonctionnement d'MTM1 sur la force musculaire. Le systeme des mBAMs présente
plusieurs avantages qui permettent de suivre des interactions in vivo. Les muscles artificiels peuvent
étre observés en microscopie normale et confocale. Les muscles peuvent également étre transfecté
avec diverses constructions marquées par différentes méthodes. Enfin I'utilisation de plaque 96

puits, permet de faire un nombre important d'expériences.
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4.3 Discussion sur le role de l'activité phosphatase de la
myotubularine dans son action thérapeutique sur Ila

myopathie myotubulaire

Les expériences menées avec le mutant inactif de la myotubularine ne laissent pas
d'équivoque quant a la nécessité de l'activité phosphatase de la myotubularine pour restaurer
I'ensemble du phénotype musculaire de la myopathie myotubulaire. Les travaux d'Hnia et ses
collaborateurs sur la mise en évidence d'un lien entre la myotubularine et la dysferline laissaient
planer le doute sur l'importance de cette interaction au niveau du muscle (Hnia et al., 2011). Mes
expériences prouvent clairement que l'activité phosphatase est essentielle a la myotubularine pour
remplir ces roles biologiques. Néanmoins, elles mettent également en évidence un role secondaire
du corps de la protéine sur la modulation de la masse musculaire. On peut donc émettre I'hypothese
que le lien entre la myotubularine et la desmine et ses conséquences sur le fonctionnement des
mitochondries peut jouer un role sur la masse musculaire.

Ce role biologique pourrait également étre responsable de 1'augmentation du poids observée dans
les travaux avec le transgene MTMR?2. L'identification et la véracité d'un tel lien permettraient
d'isoler le role biologique musculaire commun a la myotubularine et MTMR2.

La caractérisation des empilements membranaires présents dans le muscle normal contenant
une tres forte quantité de myotubularine active ou inactive met en évidence des pistes
d'investigation pour comprendre les mécanismes de fonctionnement de la myotubularine dans le
muscle. De plus, ces pistes d'investigation se recoupent avec d'autres recherches.

Les investigations d'Al-qusairi et ses collaborateurs ont montré que la myotubularine controle le
fonctionnement du DHPR en participant a la régulation de plusieurs de ses sous-unités (Al-Qusairi
et al, 2009). Plusieurs travaux montrent que le fonctionnement du DHPR est régulé par 1'expression
de différentes isoformes. En effet, Ursu et ses collaborateurs ont démontré que I'absence de la sous-
unité gamma du DHPR dans des fibres musculaires de souris adultes provoque une réduction du
temps d'inactivation du canal suite a I'entrée et au relargage du calcium. La sous-unité joue donc le
role d'inhibiteur de l'activation du DHPR (Ursu et al., 2004). Andronache et ses collaborateurs ont
également montré que la sous-unité gamma se comportait et interagissait avec certaines molécules
qui possedent également la capacité a maintenir le DHPR inactivé (Andronache et al., 2007). Sipos
et ses collaborateurs ont démontré que la surexpression de la sous-unité gamma avec la sous-unité

alphals dans des cellules HEK293 provoque l'inhibition de I'activation du DHPR1as (Sipos et al.,
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2000). Toutes ces données permettent d'établir un modele théorique du fonctionnement de la
myotubularine dans le muscle qui passe par le controle de 1'expression et/ou la localisation d'une ou
plusieurs sous-unités du complexe du DHPR.

La présence d'accumulations du marqueur DHPR 1, qui est I'une des sous-unités du DHPR renforce
l'idée du role que joue la myotubularine dans le controle de 'expression des différentes sous-unités
du DHPR.

L'identification de la dysferline comme marqueur spécifique des muscles controles

contenant la myotubularine inactive, caractéristique retrouvée dans les muscles mutants, est une
deuxiéme piste d'investigation du mécanisme de fonctionnement de la myotubularine dans le
muscle. Cette voie d'investigation pourrait également permettre de comprendre le role que joue la
myotubularine dans le controle du DHPR.
Un des rdles biologiques émergeant de la dysferline se trouve dans la formation de la triade et plus
spécifiquement dans le controle du passage des tubules longitudinaux en position transversale.
Klinge et ses collaborateurs ont démontré dans un modele de formation de myotubes, que la
dysferline co-localisait, dans le cytoplasme, avec Binl au niveau des tubules longitudinaux (ou 1-
tubules) de facon dépendante du cholestérol. Au cours de la maturation des myotubes, les tubules
deviennent transverses, la dysferline passe d'une localisation exclusivement cytoplasmique a une
localisation quasi exclusivement membranaire (Klinge et al., 2007). Les mémes auteurs apportent
ensuite la preuve de leur modele in vivo. En début de maturation des tubules, la dysferline
colocalise avec la cavéoline, qui marque les premiéres étapes de la maturation des tubules. La
dysferline colocalise ensuite avec le DHPR, pendant et apres la transition en T-tubules. En paralléle,
la dysferline disparait du cytoplasme presque complétement au profit d'une localisation a la
membrane plasmique. Klinge et ses collaborateurs montrent également le role primordial de
dysferline dans la maturation des T-tubules car chez le modele murin de dysferlinopathie, les
tubules sont trés majoritairement longitudinaux et élargis (Klinge et al., 2010). La dysferline
controlerait la croissance du I-tubule et permettrait la mise en place du tubule transverse par sa
disparition du cytoplasme.

Le contrdle exercé par la myotubularine sur les différentes sous-unités du DHPR pourrait
passer par le controle de la localisation de la dysferline via un groupe de phosphoinositides
communs.

La myotubularine ne remplit ces roles biologiques qu'en controlant des groupes de PI3P ou de

PI3,5P, localisés a différents endroits dans la cellule, grace a son activité phosphatase. L'interaction
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avec différentes protéines lui permet de se localiser a différents endroits. L'absence de
myotubularine dans le muscle et la cellule provoque I'accumulation localisée de PI3P ((Dowling et
al., 2009) ; (Velichkova et al., 2010)) et de PI3,5P, (Hnia et al., 2011). La dysferline posséde 7
domaines protéiques C2 qui ont des spécificités membranaires différentes (Klinge et al., 2007).

On peut donc supposer que 1'un des domaines C2 de la dysferline est capable de lier les PI3P et
PI3,5P,. Sur ce principe, la présence d'une trop forte quantité de l'un de ces PI séquestre la
dysferline dans le cytoplasme. Etant donné que la dysferline interagit avec le DHPR (Ampong et al.,
2005), elle peut séquestrer une sous-unité du récepteur et empécher la migration des T-tubules. En
revanche, dans un cas physiologique, la myotubularine hydrolyse ce groupe de PI3P ou PI3,5P; et la
dysferline disparait du cytoplasme en libérant la sous-unité.

Le controle de la localisation de la dysferline pourrait étre indirect et faire intervenir une ou
plusieurs protéines intermédiaires. La myotubularine contr6lerait alors cet intermédiaire par un
groupe de phosphoinositides communs. AHNAK et I'annexine 2 sont deux interacteurs potentiels
crédibles.

AHNAK interagit avec la sous-unité 2 du DHPR dans le cceur pour réguler son activité (Haase,
2007). Dans le muscle squelettique, AHNAK, via son domaine C-ter, interagit avec le domaine C2A
de la dysferline. Elles co-localisent a la membrane plasmique, et au niveau des T-tubules avec le
DHPR (Huang et al., 2007). AHNAK peut interagir avec la dysferline pour moduler sa liaison avec
la sous-unité f du DHPR au niveau des endosomes. L'interaction entre AHNAK et la dysferline
provoque un changement dans la composition du complexe protéique au niveau des endosomes, ce
qui induit le recrutement de la myotubularine pour hydrolyser le groupe de PI3P ou PI3,5P, qui
fixent le complexe protéique. La conséquence de I'action de la myotubularine est une disparition de
la dysferline du cytoplasme. En l'absence de myotubularine le processus est bloqué et la dysferline
reste dans le cytoplasme. Cependant, l'interaction entre AHNAK et la dysferline semble primordiale
pour la réparation membranaire, mais pas pour les autres fonctions que remplit la dysferline (Huang
et al., 2007). L'hypotheése est peu probable car chez le mutant MTM1 la dysferline est présente a la

membrane plasmique et il n'y a pas de destruction de fibre musculaire.

Le deuxieme candidat est 'annexine 2. La dysferline interagit avec I'annexine 2 lors du processus de
réparation membranaire (Lennon et al., 2003). L'annexine 2 est également présente au niveau des
endosomes précoces (Emans et al., 1993), ou elle participe a la formation des endosomes tardifs

(Morel et al., 2007) et des corps multivésiculaires (MVB) (Mayran et al., 2003). L'annexine 2 forme
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des microdomaines sur les endosomes précoces, qui servent de plateforme de départ pour les
vésicules en direction des endosomes tardifs dans la voie de dégradation (Mayran et al., 2003). La
localisation de I'annexine 2 sur les endosomes précoces ou tardifs est régulée par différents facteurs
(UJost et al., 1997); (Morel et al., 2009)). Plusieurs modeles animaux et cellulaires ont mis en
évidence que la myotubularine se trouve au niveau des endosomes précoces et tardifs ((Cao et al.,
2007) ; (Velichkova et al., 2010) ; (Ribeiro et al., 2011)) ou l'interaction avec d'autres protéines
régule sa localisation (Cao et al., 2007), son activité phosphatase (Cao et al., 2008) et la
modification du complexe protéique nécessaire a la maturation de 1'endosome ((Velichkova et al.,
2010) ; (Ribeiro et al., 2011)). Dans le modele murin de la myopathie myotubulaire on retrouve une
trés forte concentration de dysferline dans le cytoplasme. Le modéle murin présente une quantité
anormalement élevée de tubules longitudinaux par rapport au muscle contrdle a un trés jeune age.
La quantité de l-tubules augmente avec le développement de la maladie (Al-Qusairi et al, 2009). De
plus, mes expériences ont montré que la présence de myotobularine inactive provoquait la
réapparition du marquage cytoplasmique de la dysferline. Dans notre hypothése, l'annexine 2
servirait d'ancre a la dysferline pour la maintenir dans le cytoplasme et I'empécher de remplir son
role dans la maturation des T-tubules. L'action peut se dérouler au niveau des endosomes précoces.
En absence de myotubularine sur ces endosomes, l'annexine resterait prisonniére du groupe de PI3P
et ce faisant elle bloquerait la dysferline qui ne pourrait plus remplir son réle au niveau des T-
tubules. La dysferline séquestrerait une des sous-unités du DHPR ce qui dérégulerait les autres. En
présence de myotubularine, 1'annexine disparait des endosomes grace a I'hydrolyse du PI3P. La
dysferline peut remplir son role au niveau de la maturation des T-tubules. L'action peut également
se dérouler au niveau des endosomes tardifs. La dysferline entre en contact avec l'annexine 2 au
niveau des endosomes précoces. Le complexe est envoyé aux endosomes tardifs. Dans le cas ou la
myotubularine est absente, les vésicules restent au niveau des endosomes tardifs. La dysferline
piégée ne peut plus remplir son role. En présence de myotubularine, les deux protéines sont libérées

et peuvent reprendre leur fonction.
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Annexe 1 : expression du transgéene dans le cceur et effet sur I'histologie dans le
mutant mKO 12 mois aprés l'injection du nouveau vecteur thérapeutique AAV9-DES-
MTM1.

Al Le niveau d'expression de la myotubularine est obtenu aprés une premiére normalisation par le niveau de
GAPDH dans chaque échantillon puis le rapport est exprimé en fonction du muscle contréle. Il montre que le
transgéne est sur exprimé par rapport a I'endogéne a 1,5 mois et augmente jusqu'a 12 mois. (1,5 mois : WT-
PBS =5 ; mKO-AAV =6 ; 12 mois : WT-PBS = 3 ; mKO-AAV =5) ; (* = P < 0,05). Bl Le poids des cceurs est
exprimé en pourcentage du muscle contréle pour visualiser directement les variations, qui n'existent pas
entre les différents muscles et selon les traitements. (1,5 mois : WT-PBS = 5 ; mKO-PBS = 2 ; mKO-AAV = 6
; 12 mois : WT-PBS = 3 ; mKO-AAV = 5). Cl Les coupes transversales de cceur colorées a I'hématoxyline-
éosine-saphran (images du haut) et au rouge Sirius (images du bas) ne montre aucune Iésion ni aucune
plaque de collagéne quel que soit le muscle a 12 mois apres l'injections du vecteur (WT-PBS = 3 ; mKO-AAV
= 5).
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Annexe 2: « Gene replacement therapy for myotubularin deficiency prolongs
survival and restores muscle function in murine and canine models of X-linked

myotubular myopathy ».
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Approches Y
thérapeutiques pour le =SHEFen
traitement de la
myopathie myotubulaire

Résumeé

La myopathie myotubulaire (XLMTM, OMIM 310400) est causée par des mutations dans
le gene MTML1 situé sur le chromosome X et apparait a une fréquence de 1/50 000
naissances males. Les patients présentent une hypotonie et une faiblesse musculaire
généralisées et de graves problemes respiratoires a la naissance. En absence de
traitement, les patients sont nombreux a décéder durant la premiére année de vie. Mon
travail de these consiste a développer un traitement de thérapie génique pour la
myopathie myotubulaire. L'injection intraveineuse du vecteur thérapeutique rAAV9-DES-
Mtm1 chez le modéle murin de la myopathie myotubulaire permet d'obtenir de la
protéine transgénique dans lI'ensemble des muscles squelettiques de I'organisme. Un an
apres le traitement, les muscles malades retrouvent une morphologie normale et les
souris sont en vie. La seconde partie porte sur I'évaluation des effets de la protéine
MTMR2, un homologue de la myotubularine (MTM1), sur le muscle déficient en
myotubularine, comme alternative a la thérapie génique avec MTM1. L'administration
d’'un vecteur AAV comportant le transgene MTMR2 dans le muscle malade améliore,
partiellement, le phénotype musculaire. Ces résultats suggérent que l'augmentation du
niveau d’'expression de MTMR2 dans le muscle malade pourrait étre un traitement
efficace. Enfin jai étudié le réle de l'activité phosphatase de la myotubularine dans son
action thérapeutique. Jai comparé leffet d'une forme inactive de myotubularine
(MTM1C375S) a celui du transgene thérapeutique sur le muscle atteint de myopathie
myotubulaire. Les résultats montrent que l'activité phosphatase de la myotubularine est
nécessaire pour son activité thérapeutique.

Mots-clés : myopathie myotubulaire (OMIN 310400), gene MTM1, thérapie génique,
traitement thérapeutique, virus associés aux adénovirus (AAV), modéle murin de la
myopathie myotubulaire, MTMR?2, activité phosphatase.
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Résumé en anglais

Myotubular myopathy (XLMTM, OMIM 310400) is caused by mutations in the MTM1
gene located on the X chromosome and appeared at a frequency of 1/50 000 male
births. Most of the patients are affected by hypotonia and generalized muscular
weakness as well as grave respiratory problems in the birth. In absence of an effective
therapeutic treatment they are many to die during the first year of their life. My thesis
work consists in developing a treatment of gene therapy for myotubular myopathy. The
intravenous injection of the therapeutic vector rAAV9-DES-MTM1 into the murin model of
the myotubular myopathy allows transgenic protein in the whole skeletal muscle of the
body. The therapeutic protein cures the muscular phenotype rapidly after injection. At
one year after treatment, the thick muscles still be cured, mice are alive and recovered a
normal development. Then, | estimated the effects of the protein MTMR2, a counterpart
of the myotubularine (MTM1), on muscles from mice devoid of myotubularin, as
alternative at the gene therapy with MTM1. The administration of a vector AAV containing
the transgene MTMR2 in the thick muscles improves, partially, the muscular phenotype.
These results suggest that the increase of MTMR2 protein level MTMR2 thick muscle
could be an effective treatment. Finally, | studied the role of myotubularin phosphatase
activity on its therapeutic action. | compared the effect of an inactive shape of
myotubularin (MTM1C375S) on muscle affected by myotubular myopathy as the effect of
therapeutic transgene on the same muscle. The results show that the phosphatase
activity of the myotubularin is necessary for its therapeutic activity.

Key-words : myotubular myopathy (OMIN 310400), gene MTM1, gene therapy,
therapeutic treatment, adeno-associated virus (AAV), murin model of myotubular
myopathy, MTMRZ2, phosphatase activity.
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