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SOMMAIRE

Le syndrome de Schwartz-Jampel (SJS) est une pathologie autosomique récessive rare car
seulement plus de 100 cas ont été decrits dans la littérature. Elle est caractérisée par une
raideur musculaire permanente et généralisee associée a une chondrodystrophie. Elle est due a
des mutations perte de fonction dans le géne HSPG2 codant pour le perlecan, un héparane
sulfate protéoglycane ubiquitaire présent dans les membranes basales et les matrices
extracellulaires. Une autre pathologie, la dysplasie dissegmentaire de type Silvermann-
Handmaker (DDSH) est due a des mutations perte de fonction dans ce géne, et est caractérisée
par une chondrodysplasie tres sévere menant a la mort du patient dés les premiers jours de vie.
Dans une premiére partie de mon introduction, je décrirai les signes cliniques de ces deux

pathologies et les mutations du géne HSPG2 actuellement connues pour chacune.

Le perlecan est une des plus grandes protéines connues. Avec une sequence protéique de plus
de 4300 acides aminés et un poids moléculaire de plus de 450kDa, il subit des modifications
post-traductionnelles et peut alors atteindre un poids moléculaire de 800kDa. Cette protéine
immense assure de multiples interactions et fonctions dans les membranes basales dans
lesquelles elle est ubiquitairement présente. Afin de mieux comprendre quel réle cette
protéine peut jouer dans la détermination du phénotype dans le SJS, je détaillerai dans une
seconde partie les différentes molécules avec lesquelles le perlecan interagit et les fonctions
qu’il assume dans les deux principaux tissus d’intérét de la pathologie : le cartilage et le
muscle. Enfin, je décrirai le phénotype de mutants d’orthologues de géne HSPG2 dans les
trois organismes modeles que sont la drosophile, le nématode et la souris.

Au cours de ma these, je me suis plus particulierement intéressée au phénotype
neuromusculaire du SJS. Pour une meilleure compréhension de mes travaux, je rappellerai
dans une troisiéme et derniere partie de mon introduction, la structure, le développement et le
fonctionnement de la jonction neuromusculaire, ainsi que les pathologies humaines

congénitales associées.
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INTRODUCTION

I. Le syndrome de Schwartz-Jampel

Le syndrome de Schwartz-Jampel (SJS, OMIM 255800) fut décrit la premiere fois par Oscar
Schwartz et Robert Jampel en 1962 (Schwartz and Jampel 1962). Ces deux ophtalmologistes
présentérent le cas d’un frére et d’une sceur atteints d’un syndrome jusqu’a ce jour jamais
décrit dans la littérature, associant de petites fentes palpébrales a une mobilité réduite du
visage avec des levres pincées. Alberfeld rapporta par la suite chez ces deux patients une
myotonie généralisée, des contractures au niveau des articulations et une chondrodystrophie
(Aberfeld et al. 1965; Aberfeld et al. 1970).

Depuis lors, plus d’une centaine de cas ont été décrits, ce qui a permis une description plus
détaillée des signes cliniques du syndrome. En 1997, une classification du syndrome de
Schwartz-Jampel selon le phénotype a identifié 3 types (Giedion et al. 1997):

-le SJS de type 1A, avec un début dans I’enfance et une chondrodystrophie modérée.

-le SJS de type 1B, avec un début dans la petite enfance et des anomalies
chondrodystrophiques plus marquées. La raideur musculaire est présente dans ces deux types.

- le SJS de type 2. Ce type se caractérise par de nombreuses anomalies squelettiques,
des os longs arqués, des épisodes d’hyperthermie et de détresse respiratoire qui meénent
généralement a la mort du patient pendant I’enfance. Il a été rapproché du syndrome de Stiive-
Wiedemann (SWS, OMIM #601559) selon des critéres cliniques (Cormier-Daire et al. 1998),
puis génétiques (Dagoneau et al. 2004). En effet, des mutations dans le géne LIFR (Leukemia
Inhibitory Factor Receptor), codant pour un récepteur de cytokines impliqué dans la voie
JAK/STATS, ont été identifiees dans le SJS2 et le SWS (Dagoneau et al. 2004). L’ensemble

de ces résultats fait de ce type 2 une entité différente du syndrome de Schwartz-Jampel.

IA. Clinigue
Les deux signes cliniques principaux du SJS sont une chondrodystrophie et une raideur

musculaire, résultant notamment en un facies particulier (figure 1). Ces signes apparaissent
durant la petite enfance, sont peu progressifs jusqu’a 1’adolescence, puis se stabilisent chez

I’adulte, n’affectant pas la durée de vie (Brown et al. 1975).



IAl. Les anomalies musculaires

La raideur musculaire, qui s’apparente a une myotonie, c’est-a-dire une difficulté a la
décontraction des muscles, est constante et généralisée chez les patients atteints de SJS. Des
cas d’hypertrophie musculaire (Mereu et al. 1969), donnant 1’aspect extérieur d’une
musculature trés développée, dure et ferme, ayant conduit au surnom « d’enfant herculéen »
chez quelques patients, mais également des cas d’atrophie musculaire (Cordeiro-Ferreira et al.
1973) ont été decrits. Les réflexes tendineux sont diminués. La démarche est raide et hésitante

et les mouvements sont généralement lents et difficiles.

Cette raideur musculaire permanente donne un aspect particulier au visage (figure 2):
I’expression figée et immobile donne un air de tristesse aux patients. Les fentes palpébrales
sont rétrécies, avec un blépharospasme (contraction involontaire des muscles des paupiéres),
un blépharophimosis (longueur réduite de la fente palpébrale) et un ptosis (hauteur réduite de
la fente palpébrale). L’ouverture des yeux est difficile. La contraction des muscles du visage
est marquée par des plis au niveau du front et du menton. Le cou est court et I’implantation
des oreilles est basse. La voix est aigile et nasillarde. Le palais est arqué en ogive. Les lévres
sont pincées et on observe une microstomie (petite ouverture de la bouche) et une
micrognathie (sous développement des os des machoires), entrainant des manifestations

orthodontiques (mauvais placement des dents, racines déformées) (Diaz-Serrano et al. 2006).

La raideur musculaire observée dans le SJS est causée par une hyperactivité constante du
muscle. Le silence électromyographique n’est pratiquement jamais obtenu, méme au repos ou
sous anesthésie générale. Deux types de salves ont €té rapportées, qui peuvent se retrouver
chez un seul patient (Cadilhac et al. 1975):

- des salves myotoniques classiques avec des sons de « piquées d’avion », qui
augmentent et diminuent en amplitude et fréguence, et qui peuvent toujours étre provoquées
en présence de curare, un inhibiteur de la transmission synaptique

- des décharges repétitives complexes ou pseudomyotoniques, trés longues,
d’amplitude et de fréquence constante et €¢levée, qui commencent et s’arrétent brutalement.
Elles sont présentes spontanément au repos et fortement diminuées avec un traitement au

curare. (Taylor et al. 1972) (figure 3).
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La myotonie classique, résultant d’une difficult¢ a la décontraction musculaire, est
caractérisée par des salves de fréquence et d’amplitude variables qui ne sont pas abolies par
un blocage de la transmission synaptique. De plus, cette difficulté a la décontraction
musculaire se produit apres une contraction volontaire, et non pas spontanément comme on
peut le voir chez les patients SJS. La neuromyotonie, quant a elle, est caractérisée par des
décharges de fréquence et d’amplitude constante, mais le silence électrique peut étre obtenu et
on ne retrouve pas de sensibilité excessive de la membrane musculaire, comme ce qui est le
cas chez les patients SJS. L’origine myogénique ou neurogénique de 1’hyperactivité

musculaire dans le SJS n’est donc aujourd’hui toujours pas clairement établie.

L’analyse du muscle en histologie et microscopie électronique révele des anomalies de type
dystrophique. Une variabilité de la taille des fibres est notée, avec des fibres de gros calibre
ou au contraire une diminution du diamétre. Une prédominance du nombre de fibres de type |
par rapport a celui des fibres de type Il, regroupées en faisceau, est observée (Desbois et al.
1977), signe d’une réinnervation. On peut voir des fibres en dégénérescence avec des images
en tourbillon, du splitting (scission de la cellule) ou des vacuolisations. Des noyaux centraux
sont également visibles, qui peuvent é&tre le signe d’une régénération musculaire
(Huttenlocher et al. 1969). Des infiltrats de tissu adipeux ou conjonctif ont été répertoriés,
signe d’une perte de fibres musculaires. Ces Iésions ne sont pas spécifiques du SJS car on les
retrouve dans différentes myopathies ou dystrophies, mais sont le signe d’un muscle en

souffrance (figure 4).

1A2. Les déformations ostéoarticulaires

Les déformations osseuses sont multiples et de sévérité trés variable. Elles sont
particulierement marquées par un retard staturo-pondéral, de -1 a -5 déviation standard. Une
dysplasie ou dislocation des hanches de type coxa vara (hanches rentrées vers 1’intérieur)
(Huttenlocher et al. 1969) ou coxa valga (hanches sorties vers 1’extérieur) (Schwartz and
Jampel 1962) est souvent présente. Les articulations sont raides, surtout au niveau des
hanches et des genoux, donnant des mouvements difficiles et limités. Les pieds et les
chevilles sont déformés, évasés (Taylor et al. 1972; Horan and Beighton 1975). On peut noter
une cyphose (Desbois et al. 1977), associée ou non a une scoliose. L’abdomen est proéminent
et le sternum projeté en avant. Des hernies discales avec platyspondylie (aplatissement et

élargissement des vertebres) sont presentes. Les diaphyses sont fines et arquées (Cadilhac et
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al. 1975), alors que les épiphyses sont irrégulieres, élargies et parfois fragmentées (Aberfeld
et al. 1970). Une ostéoporose est parfois notée (Giedion et al. 1997). Une biopsie du cartilage
chez un patient SJS de 6 ans a montré une desorganisation de la structure en colonnes des

chondrocytes, cellules a 1’origine du cartilage (Aberfeld et al. 1965).

IB. Génétigue

La transmission genétique du SJS, de type autosomique récessif, ne faisait aucun doute au vu
de I’affection de fratries. En 1995, une analyse de liaison génétique entre la maladie et des
marqueurs microsatellites a été effectuée par cartographie d’homozygotie chez 12 patients
SJS issus de cinq familles (originaires de Tunisie, d’Algérie et d’ Afrique du Sud) (Nicole et al.
1995). Le locus du SJS fat alors localisé en 1p34-p36.1, sur le bras court du chromosome 1,
dans un intervalle génétique de 8cM. En 1996, cet intervalle fOt réduit a 3cM grace a 1’étude
de huit familles supplémentaires (originaires de Turquie, de France, du Mexique mexicaine et
hollandaise) (Fontaine et al. 1996).

En 2000 des mutations du gene HSPG2 codant pour le perlecan ont été identifiées chez sept
patients issus de trois familles consanguines (Nicole et al. 2000). Chez ’homme, ce géne est
composé de 97 exons (Cohen et al. 1993; Nicole et al. 2000), et code pour un cadre ouvert de
lecture de 13,2kb (Kallunki and Tryggvason 1992; Murdoch et al. 1992). Au début de mon
travail de thése, dix mutations du gene HSPG2 associées au SJS étaient publiées dans huit
familles (tableau 1): quatre substitutions nucléotidiques touchant des sites d’excision épissage
(c.4741-10T>G dans le site accepteur de D’intron 37; ¢.4740G>A dans 1’exon 37;
¢.7294+4A>G dans le site donneur de I’intron 56 ; ¢.8464+4A>G dans le site donneur de
I’intron 64), deux mutations faux-sens (c.4595G>A dans I’exon 36 ; c.8464G>A dans I’exon
64) et quatre délétions (c.720_1654del, grande délétion des exons 8 a 13 ; délétion de I’intron
60 ; €.8759-3 8764del9 du site accepteur de I’intron 66 ; ¢.12920 3’del7108 des exons 96 et
97 et d’une partie de la région non codante 3’) (Nicole et al. 2000; Nicole et al. 2001;
Arikawa-Hirasawa et al. 2002). Un immunomarquage sur fibroblastes en culture établis a
partir de biopsies de peau de deux patients avait révélé une diminution de la quantité de

perlecan secrété dans la matrice extracellulaire (Arikawa-Hirasawa et al. 2002).

IC. La dysplasie dissegmentaire de type Silverman-Handmaker
La dysplasie dissegmentaire de type Silverman-Handmaker (DDSH, OMIM 224410) est

allelique au SJS. Le premier patient a été decrit en 1969 par Silverman qui utilisa le terme de
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nanisme dysostotique, puis en 1977, Handmaker décrivit un autre patient et utilisa le terme
dysplasie dissegmentaire (Handmaker et al. 1977).

IC1. Clinigue
Les anomalies osseuses de la DDSH sont trés séveres (Fasanelli et al. 1985; Aleck et al. 1987)

(figure 5). Elles incluent notamment un nanisme, une micromélie (raccourcissement des
membres), un thorax étroit et court, des cotes courtes et horizontales, des clavicules allongées,
des femurs et tibias arqués, des hernies. On observe un défaut de segmentation des vertébres
qui sont élargies, voire une anispondylie (colonne sous forme de bloc osseux non différencié),
et des fissures dans les zones thoracique et lombaire (Westvik and Lachman 1998). Les
mouvements sont limités par des contractures des hanches, genoux et poignets. Les mains et
les pieds sont déformés avec une camptodactylie (anomalie de flexion des doigts). On observe
aussi des deformations du crane : encéphalocele, hydrocéphale ou microcéphale. Les
nouveau-nés ont un visage trés particulier, complétement plat, avec un palais arqué, une petite
bouche, des yeux proéminents, des oreilles implantées bas et un cou court. On peut retrouver
un hirsutisme. Une détresse respiratoire entraine la mort du patient dans les quelques heures
ou jours qui suivent la naissance. L’étude histologique du cartilage a montré une
désorganisation de la structure en colonne des chondrocytes et des zones ou la matrice

cartilagineuse n’est plus présente. Aucune étude des muscles de ces patients n’a été réalisée.

IC2. Génétigue
La DDSH se transmet selon un mode autosomique récessif. La souris invalidée pour le

perlecan est létale in utero et montre une morphologie clinique et radiographique, ainsi que
des défauts osseux (Arikawa-Hirasawa et al. 1999) similaires a ceux observés dans la DDSH.
Cette similitude de phénotype a amené a considérer le géne HSPG2 comme canddidat
(Arikawa-Hirasawa et al. 2001). Trois mutations ont été décrites chez deux patients (tableau
1): une duplication homozygote de 89pb (nucléotides 4515 a 4603) insérée entre les résidus
4603 et 4604 dans I’exon 36 (c.4603 4604ins89), et deux substitutions nucléotidiques
localisées dans des sites d’excision-épissage (c.7006+5G>A dans le site donneur de I’intron
54 ; ¢.10248C>T dans I’exon 75). Ces trois mutations menent a un décalage du cadre de
lecture introduisant un codon stop prématuré dans les exons 36, 55 et 77, respectivement. Un
immunomarquage sur fibroblastes en culture issus de ces deux patients DDSHa montré une

absence de perlecan sécrété dans la matrice extracellulaire (Arikawa-Hirasawa et al. 2001).
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ID. Différence SJS / DDSH
Bien que le SJS et la DDSH résultent de mutations autosomiques récessives dans gene codant

pour le perlecan, les caractéristiques phénotypiques de ces deux pathologies sont différentes :
les patients DDSH meurent a la naissance avec des défauts chondrodystrophiques seveéres,
alors que les patients SJS survivent et montrent des déformations ostéoarticulaires plus
moderées, associées a une raideur musculaire permanente et généralisée. L’hypothése
proposée pour expliquer cette différence phénotypique est une corrélation inverse entre la
séverité du phénotype et le taux de perlecan fonctionnel encore présent (Arikawa-Hirasawa et
al. 2001). Les signes ostéoarticulaires dans le SJS englobant un large éventail s’étendant de
manifestations néonatales avec scoliose et membres arqués jusqu’a 1’absence de déformations
(Spranger et al. 2000), une corrélation génotype — phénotype a été suggéré dans ce syndrome
(Arikawa-Hirasawa et al. 2001).

1. Le perlecan

I1A. Structure du perlecan

L’aspect le plus frappant du perlecan est son gigantisme, tant par sa taille et sa structure
protéique élaborée, que par ses nombreuses interactions. Le géne HSPG2 code pour une
protéine de 4391 acides aminés chez ’Homme (Kallunki and Tryggvason 1992; Murdoch et
al. 1992), auxquels il faut déduire un peptide signal de 21 acides aminés (résidus 1 a 21). Son
poids moléculaire s’¢éléve a 466kDa. De multiples modifications post-traductionnelles s’y
ajoutent, donnant a la protéine une taille totale d’environ 800kDa. Sa structure semble résulter
de I’assemblage de différents modules. Ainsi, le perlecan a été divisé¢ en 5 domaines, selon

des homologies de structure avec d’autres protéines (figure 6) (lozzo 1998).

11Al. Le domaine |

Le domaine I est unique au perlecan, il ne comporte aucune homologie avec d’autres
protéines. Le domaine | contient un module SEA (Bork and Patthy 1995), nommé ainsi selon
les trois premieres molécules dans lesquelles il a été identifié : protéine de Sperme de 1’Oursin,
I’enzyme digestive Enterokinase et I’héparane sulfate protéoglycane Agrine. Ce module

commence au résidu GIn80 et s’étend sur 120 acides aminés (Costell et al. 1997).

11A2. Le domaine Il

Le domaine Il montre des similarités de séquence avec les récepteurs aux LDL. Il contient

quatre modules LA (récepteur aux LDL de classe A, LAL a 4), chacun composé de 40 acides
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aminés dont six résidus Cys (Costell et al. 1996). Les modules LAL et LA2 sont séparés par
une région de liaison de 44 acides aminés, riche en résidus Pro, Ser et Thr. On peut noter la
présence d’une séquence Asp-Gly-Ser-Asp-Glu dans le module LA2, ce motif étant
responsable de la liaison des LDL avec leurs récepteurs. De plus, le domaine Il contient un
premier module Immunoglobuline (IgG) homologue aux modules des molécules d’adhésion
NCAM. D’autres modules de ce type composent le domaine IV. Enfin, une région

supplémentaire contenant deux Cys formant un pont disulfure termine ce domaine.

11A3. Le domaine 111

Le domaine 111 montre des analogies de structure avec le bras court des chaines al et a2 des
laminines. Il commence en N-terminal par une petite région de 14 résidus dont deux Cys qui
forment un pont disulfure. Il contient ensuite trois motifs globulaires L4 (L4-1 a 3) et huit
motifs LE (LEL a 8) de type EGF (Schulze et al. 1996). Ces domaines sont composés de huit
résidus Cys formant quatre ponts disulfures selon les appariements C1-C3, C2-C4, C5-C6,
C7-C8, sauf pour le domaine LE3 qui ne contient que six Cys. La taille des modules L4 et LE
est de 250 et 50 & 60 acides aminés respectivement, les 200 acides aminés supplémentaires
des modules L4 étant situés entre les cystéines C3 et C4 et formant une structure globulaire
(Schulze et al. 1995) (figure 7). Le domaine Il peut étre subdivisé en trois sous-domaines :
-1 (L4-1, LE1 a 3) ; I11-2 (L4-2, LE4 a 6) et 111-3 (L4-3, LE 7 et 8).

11A4. Le domaine IV

Le domaine 1V est le plus grand domaine du perlecan. Il consiste en une répétition en tandem

de 21 motifs immunoglobulines IgG, similaires a ceux observés dans les molécules
d’adhésion NCAM (Murdoch et al. 1992). Chaque motif est long d’environ 100 acides
aminés, et contient deux résidus Cys et un Trp. On retrouve également plusieurs résidus Gly
conservés dans chaque motif 1gG, et un résidu Cys supplémentaire dans les motifs IgG1 et
IgG19 qui permettent la formation d’un pont disulfure et d’'une forme globulaire. Chaque
domaine est compose de sept brins B (A & G) et six boucles, formant deux feuillets B (A, B, E,
Det G, F, C) (Hopf et al. 2001) (figure 8).

11A5. Le domaine V

Le domaine V a une structure similaire a 1’agrine, un HSPG essentiel a la formation de la
jonction neuromusculaire. Il contient trois domaines globulaires de type laminin G (LG)
d’environ 180 résidus dont deux Cys, et quatre modules de type EGF 1 (EG) de 40 résidus
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dont six Cys. Il est important de noter la présence de deux séquences Leu-Arg-Glu (lozzo et
al. 1994), présentes également dans la laminine 2 anciennement appelée laminine S (Hunter
et al. 1989), qui est un isoforme de laminine spécifiquement exprimée a la jonction
neuromusculaire et ayant des propriétés adhésives pour les motoneurones, agissant comme un

signal « stop » dans la croissance axonale (Porter et al. 1995).

11A6. Les modifications post-traductionnelles

Le domaine | est le domaine qui subit le plus de modifications post-traductionnelles. Il
comporte tout d’abord trois séquences Ser-Gly-Asp en position 65, 71 et 76, qui sont les sites
principaux d’attachement des chaines glycosaminoglycanes (GAG). Il s’agit de chaines
héparane sulfate (HS) dans environ 80% des cas, mais on peut également trouver des chaines
chondroitine (CS), dermatane (DS) et keratane (KS) sulfate, voire un mélange selon les tissus
et le stade développemental. Les résidus acides Asn en position 55, 56, 58, 62, 63 et GIn en
position 57 sont des déterminants essentiels pour 1’attachement spécifique de ces chaines
GAG, tant par leur nombre que par leur position (Dolan et al. 1997). Le module SEA joue
également un rdle dans ’attachement de ces chaines : il favorise leur attachement sur les
séquences Ser-Gly-Asp (Dolan et al. 1997). Le domaine | contient en plus deux séquences
Glu-Gly-Ser-Gly et Gly-Ser-Gly-Glu en C-terminal, qui sont des sites potentiels
d’attachement de chaines GAG (Murdoch et al. 1992). On trouve aussi dans le domaine 1V
une séquence Ser-Gly-Pro-Gly et neuf séquences Asp-Ser-Gly-Glu, sites potentiels
d’attachement de chaines GAG. Le domaine V contient deux séquences Ser-Gly-x-Gly et
deux séquences Gly-Ser-Gly, sites potentiels d’attachement de chaines GAG (aussi bien
héparane, que chondroitine ou dermatan sulfate). En tout 52 séquences Ser-Gly, sites

potentiels d’attachement de chaines GAG, sont présentes tout le long de la protéine.

Le domaine | subit des modifications post-traductionnelles de type O-glycosylation sur les
résidus Thr23, 40, 42, 49 et Ser33 et 51, et une N-glycosylation sur le résidu Asn89 (Costell
et al. 1997). Le domaine Il comporte un site Asn-Cys-Ser de N-glycosylation dans le module
LAS3 et six sites de O-glycosylation dans la région de liaison entre les modules LA1 et LA2
sur les résidus Ser243, 252, Thr262, 263, 245 et 269. Le domaine 111 subit egalement des N-
glycosylations en LG1 et LES5 et trois a cing O-glycosylations par sous-domaine (DIII-1 a 3).

Le domaine V posséde trois sites de N-glycosylation en position 3098, 3154 dans le module
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LG1 et 3386 dans le module LG2 (Noonan et al. 1991; Friedrich et al. 1999) mais aussi des
sites d’O-glycosylations (Brown et al. 1997).

11B. Expression

Le perlecan est une protéine ubiquitaire, exprimée précocement au cours du développement.
Par immunomarquage chez I’embryon de souris, le perlecan a été détectée dés le stade 2 a 4
cellules (Timpl 1993). Des le jour embryonnaire 10 (E10), il est présent dans les somites, les
membres, la région de la queue, les poumons, ’intestin, le systéme vasculaire et le cceur
(Joseph et al. 1996). Il est également présent dans le placenta. Dans les tissus humains adultes,
le perlecan a une distribution ubiquitaire dans les membranes basales de nombreux
organes vascularisés : glomérules du rein et tubes rénaux, prostate, utérus, ovaires, tissu
conjonctif du sein, pancréas, rate, intestin, alvéoles du poumon, thyroide, nerfs (Murdoch et al.
1994). Dans ces organes, I’hybridation in situ a révélé que le perlecan était généralement
exprimé par les cellules endothéliales et épithéliales. Le perlecan est présent dans le foie, mais
n’est pas exprimé par les hépatocytes. De méme, il est présent a la jonction derme-épiderme
de la peau, mais n’est pas exprimé par les kératynocytes. Dans les muscles cardiaques et
squelettiques, le perlecan étudié par immunofluorescence chez des souris adultes est présent
dans les membranes basales entourant chaque cellule musculaire (endomysium) mais pas dans
la membrane basale entourant des groupes de fibres (périmysium) (Casar et al. 2004). Le
perlecan est exprimé par les myoblastes C2C12 en culture, mais son expression diminue
fortement au cours de la différenciation musculaire, et il n’est plus exprimé par les
cardiomyocytes et les cellules musculaires matures (Larrain et al. 1997).

On le trouve également dans les tissus mésenchymateux tel que le cartilage (lozzo
1998). Il est présent dans les cartilages des différentes parties du corps : nez, sternum, disques
intervertébraux, articulations des doigts, orteils, genoux et coudes (SundarRaj et al. 1995;
Melrose et al. 2004). Dans les os longs comme le tibia, il se situe au niveau de la plaque de
croissance (Melrose et al. 2002; Melrose et al. 2005). Des techniques d’immunohistochimie,
d’immunoprécipitation et de Northern Blot ont montré que le perlecan est secrété par les
chondrocytes, notamment les chondrocytes hypertrophiques et reste confiné dans la zone
péricellulaire (SundarRaj et al. 1995; Melrose et al. 2003).

I1C. Interactions

Les différentes interactions du perlecan avec d’autres protéines ont depuis longtemps été

étudiées, essentiellement par des approches partenaires candidats. Le perlecan interagit avec
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différents groupes de protéines: des protéines des membranes basales et des matrices
extracellulaires, des récepteurs cellulaires et des facteurs de croissance (figure 9). Les
interactions du perlecan avec nombre de ces molécules et les conséquences fonctionnelles de
ces interactions vont étre détaillées dans ce chapitre, afin de mieux appréhender les réles

possibles du perlecan.

11C1. Les composants des membranes basales

Les membranes basales sont de fines couches de matrice extracellulaire hautement organisées,
présentes a I’interface mésenchyme/€pithélium de la plupart des tissus. Elles sont consituées
de trois couches : la lamina rara, la lamina densa et la lamina reticulata. Leur composition
moléculaire en terme d’isoformes varie selon les types cellulaires. Elles étaient au départ
considérées comme de simples échafaudages sur lesquels les cellules adhéraient, mais on sait
aujourd’hui que ses composants possedent des activités biologiques beaucoup plus larges,
telles que la croissance, la différenciation et la migration cellulaire, et qu’ils sont impliqués
dans le développement et la réparation des tissus (Erickson and Couchman 2000). Toutes les
membranes basales contiennent des collagéenes, des laminines, des nidogénes et des HSPGs,

dont les interactions forment un réseau protéique dense (figure 10) (Yurchenco et al. 2004).

Les collagénes sont des composants quasi-ubiquitaires des membranes basales et jouent un
role dans leur stabilisation durant les épisodes de pression mécanique. Les collagénes sont
divisés en trois groupes :

- Les collageénes fibrillaires forment un réseau de fibres. Chaque fibre de collagene est
un homotrimére. Un monomere est une chaine composée d’un domaine N-terminal riche en
cystéines, d’un domaine central collagénique consistant en une suite de répétitions Gly-x-y
qui permettent la formation et le maintien d’une triple hélice rigide et inextensible, et d’un
domaine C-terminal impliqué dans la trimérisation (figure 11). Ce groupe comprend les
collagenes de type I, II, 111, V et XI.

- Les collagenes non fibrillaires ont des interruptions dans la suite de répétitions Gly-
X-y, ce qui les empéchent de former des triple hélices stables. Il s’agit des collageénes de type
IV, VI, VIl a X et Xl a XIX.

- Les collagenes multiplexin (multiple triple helix domains and interruptions) forment
un groupe récemment décrit qui comprend les collagénes XV et XVIII. Leurs fragments C-

terminaux peuvent étre clivés et générer ainsi la restine et 1’endostatine, respectivement.
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Le perlecan interagit avec différentes fibres de collagénes : les types | (Yang et al. 2005), I
(Yang et al. 2006), 111 et V (Whitelock et al. 1999). Il interagit également avec le collagene de
type IV via ses chaines HS et son domaine IV (Laurie et al. 1986; Battaglia et al. 1992; Hopf
et al. 1999) et le collagene de type XIII (Tu et al. 2002). Enfin, le perlecan interagit via le
module LG2 de son domaine V avec 1’endostatine (Sasaki et al. 2000; Mongiat et al. 2003).

La PRELP (proline rich end leucine rich repeat protein) est exprimée dans les membranes
basales de plusieurs organes. Elle est composé d’un domaine central et de deux boucles
formées par des ponts disulfure de chaque c6té. Son domaine N-terminal est riche en Pro et
interagit avec les chaines HS situées sur les domaines | et V du perlecan (Bengtsson et al.
2002). Cette molécule interagit également avec le collagene via son domaine central, et
pourrait donc jouer un role dans la formation du complexe collagene-perlecan, renforcant

ainsi la structure des membranes basales.

Les laminines sont des hétérotrimeres composees de trois chaines afy parmi les 5 chaines a,
3 chaines B et 3 chaines y actuellement identifiées, donnant naissance & 15 isoformes de
laminine différentes d’expression spatiale ou temporelle spécifique. Les chaines se trimérisent
grace a leurs domaines C-terminaux qui forment le bras long des laminines. Les bras courts
des laminines sont constitués des domaines N-terminaux libres des trois chaines et sont
nécessaire a la polymérisation des laminines dans la membrane basale (figure 11). Le bras
long des laminines (Laurie et al. 1986), plus précisément le module E3 C-terminal de la
chaine a1 (Battaglia et al. 1992) interagit avec les chaines HS du domaine | (Sasaki et al.
1998) ou du domaine V du perlecan (Friedrich et al. 1999). Une affinité plus faible est
observée entre les chaines HS du perlecan et le fragment N-terminal V/VI de la chaine al des

laminines.

Il existe deux types de nidogénes 1 et 2, également appelés entactines 1 et 2. Ces nidogenes
sont présents dans de nombreux tissus : cceur, muscle squelettique, nerfs, cerveau, vaisseaux,
poumon, rein, pancréas et rate. Ils favorisent 1’attachement cellulaire, 1’angiogenése et jouent
un réle important dans la formation des membranes basales. Malgre la faible homologie de
séquence proteique entre les nidogenes 1 et 2 (de seulement 27% chez la souris), les

nidogenes conservent la méme structure. 1ls sont composés de trois modules globulaires (G1 a
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G3), avec une région de liaison entre chaque module (figure 11). Les nidogénes, via le
module G3, interagissent avec la laminine y1, avec une affinité beaucoup plus forte pour le
nidogéene 1 que le nidogéne 2. Le perlecan, via son domaine IV ou V, interagit tres fortement
avec le domaine G2, et plus faiblement avec le domaine G3 des nidogénes 1 et 2 (Battaglia et
al. 1992; Brown et al. 1997; Hopf et al. 1999). Plus précisément, les boucles B/C et F/G du
module IgG3 du domaine IV du perlecan interagissent trés fortement avec les nidogenes 1 et
2, alors que seul le nidogene 1 va interagir avec la boucle D/E (Hopf et al. 2001).
L’interaction avec les nidogenes 1 et 2 est également possible via le module LG2 du domaine
V du perlecan (Friedrich et al. 1999). Cela permet donc la formation de triméres perlecan-
nidogéne-laminine, qui pourraient étre important pour le renforcement de 1’organisation

structurale des membranes basales.

La fibronectine est une glycoprotéine homodimérique présente dans les membranes basales et
importante pour 1’adhésion cellulaire. Elle interagit avec les chaines HS et le domaine IV du
perlecan (Battaglia et al. 1992; Hopf et al. 1999) avec une forte affinité pour les module 1gG4
et une plus faible pour les module 1gG5, 1gG10 a 15 du perlecan (Hopf et al. 2001).

Les fibulines sont des protéines des membranes basales impliquées dans 1’adhésion et la
prolifération cellulaire (Timpl et al. 2003). Cette famille est composée de cinq membres : les
fibulines 1 a 5. Le perlecan, via son domaine IV (Brown et al. 1997; Hopf et al. 1999), plus
spécifiqguement le module 19gG2, et plus faiblement les modules IgG 3, 4, et 13 a 15, interagit
avec la fibuline 2 (Hopf et al. 2001). De facon intéressante, on peut noter que le pont disulfure
se formant entre les deux Cys présentes dans les modules 1gG1 et 1gG19 du perlecan humain
(IgG1 et IgG12 du perlecan murin) rapproche les deux sites d’interaction avec la fibronectine
et la fibuline, permettant sans doute la formation d’une structure plus compacte. La fibuline 2
interagit également avec les modules EG3 et 4 du domaine V du perlecan (Friedrich et al.
1999).

Le perlecan interagit avec la fibrilline 1 (Tiedemann et al. 2005). Cette glycoprotéine est le
composant principal des microfibrilles, agrégats supramoléculaires présents dans de
nombreuses matrices extracellulaires qui couvrent la surface des cellules élastiques de certains
organes tels que les muscles squelettiques, la peau, les vaisseaux sanguins...). Elle consiste en

une répétition de modules chEGF (calcium binding epidermal growth factor). Le plus long
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module central interagit avec le domaine Il du perlecan, et avec une affinité moins grande
avec les chaines HS du domaine 1. La fibronectine, également associée aux microfibrilles au
début de leur biogenese, n’interagit pas avec la fibrilline 1. Le perlecan pourrait alors jouer le
role d’un pont entre la fibronectine et la fibrilline 1 et ainsi étre impliqué dans la biogenése
des microfibrilles. Il pourrait également servir a ancrer les microfibrilles aux membranes

basales.

L’ECM1 (extracellular matrix protein 1) est une glycoprotéine secrétée, impliquée dans la
formation des os et I’angiogené¢se. Elle est constituée d’un domaine N-terminal, de deux
domaines centraux et d’un domaine C-terminal. C’est ce dernier qui interagit avec les
modules EG du domaine V du perlecan (Mongiat et al. 2003). Ces deux molécules sont
notamment co-exprimées dans les vaisseaux sanguins et les os en développement, et cette
interaction pourraient donc jouer un role dans 1’angiogenése et la formation endochondrale

des os.

La protéine WRAP est exprimée spécifiquement par les chondrocytes, et joue un réle dans
I’assemblage et le maintien des structures cartilagineuses (Allen et al. 2006). Le domaine 111-

2 et les chaines HS du perlecan interagissent avec une grande affinité avec cette protéine.

L’héparine interagit avec le domaine IV du perlecan (Brown et al. 1997; Hopf et al. 1999),
plus précisément le module 1gG5 dans lequel les résidus Arg 1973, 1977, 2005 et 2007 jouent
un réle tres important (Hopf et al. 2001), mais aussi via les modules EG1 et EG2 du domaine
V (Friedrich et al. 1999). Le perlecan pourrait donc interagir via ces domaines avec les autres
HSPGs des membranes basales.

Le perlecan peut se dimériser, voire former des trimeres ou des tétrameres par des liaisons

non covalentes au niveau du domaine V (Yurchenco et al. 1987; Brown et al. 1997).

Le perlecan interagit aussi avec les sulphatides via son domaine V, impliquant au moins 2

modules LG, ce qui pourrait avoir un réle dans I’adhesion cellulaire (Friedrich et al. 1999).
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La thrombospondine 1 (TSP-1) est une protéine de la matrice extracellulaire impliquée dans
la coagulation, 1’adhésion, la migration et la prolifération cellulaire. Ces diverses activités
biologiques résultent de I’interaction de cette protéine avec des récepteurs cellulaires,
notamment 1’intégrine o/f33. Le perlecan interagit avec TSP-1 via ses chaines HS, jouant un
role de co-récepteur pour lier et concentrer la TSP-1 a la surface cellulaire (Vischer et al.
1997; Feitsma et al. 2000)

11C2. Les récepteurs cellulaires

Le dystroglycan (DG) est une protéine transmembranaire qui lie les composants des
membranes basales au cytosquelette. Il est codé par un seul gene donnant une protéine, qui est
clivée pour donner deux sous-unités : la sous-unité extracellulaire (a-DG) et la sous-unité
transmembranaire (B-DG). L’interaction entre le perlecan et I’ a-DG est trés forte. Elle
implique au moins deux modules LG du domaine V (Friedrich et al. 1999), avec une plus
forte affinité pour les modules LG1 et 2 que pour le module LG3 (Talts et al. 1999).

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires, jouant un role dans 1’adhésion cellule-
cellule et cellule-matrice, mais également dans la signalisation cellulaire, contrélant ainsi la
croissance, la différenciation et la survie cellulaire. Ce sont des hétérodimeres composés
d’une chaine o et d’une chaine . Chez les mammiféres, 19 chaines o et 8 chaines  ont été
décrites. L’intégrine B1 interagit avec le domaine V du perlecan (Brown et al. 1997). Cette
interaction est responsable de I’adhésion et de la migration de plusieurs types cellulaires
(Battaglia et al. 1993). Cette interaction est, selon les études, dépendante (SundarRaj et al.
1995) ou indépendante (Schulze et al. 1996) de la séquence Arg-Gly-Asp présente dans le
domaine III du perlecan. Il existerait donc deux types d’interaction perlecan-intégrines
(Hayashi et al. 1992). Une interaction mineure du perlecan a été montrée avec les chaines 3
(Hayashi et al. 1992) et les chaines a2 et a5 des intégrines (Battaglia et al. 1993). Le
domaine I de la chaine a2 interagit avec le module LG3 et plus faiblement avec les modules
LG1 et LG2 du domaine V du perlecan (Bix et al. 2004). Cette interaction est dépendante du
calcium extracellulaire et va mener a 1’activation d’une voie de signalisation responsable de la

désorganisation des fibres d’actine et de 1’adhésion des cellules endothéliales. Le perlecan
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joue donc un role dans I’adhésion, la migration des cellules et I’angiogenese via ses

interactions avec différentes intégrines.

I1C3. Les facteurs de croissance

Le perlecan interagit avec le facteur de croissance FGF-2 (fibroblast growth factor 2) par ses
chaines HS (Whitelock et al. 1996). Les chaines HS du perlecan agissent comme un réservoir
de facteurs de croissance, avec une double fonction. D une part, le perlecan peut favoriser la
liaison du FGF2 a son récepteur FGFR1 (Aviezer et al. 1994; Aviezer et al. 1997). Le
perlecan peut ainsi jouer un role dans la prolifération cellulaire (Aviezer et al. 1999) et dans la
néovascularisation, ayant ainsi un role pro-angiogénique notamment lors de la progression des
tumeurs. D’autre part, le perlecan en séquestrant les FGFs, les protége de la dégradation par
les protéases et limite leur diffusion. Il aurait alors un rdle anti-angiogénique (lozzo and San
Antonio 2001).

Le FGF7 (ou keratinocyte growth factor) et le FGF-BP (Mongiat et al. 2000; Mongiat et al.
2001) interagissent également avec le perlecan via le sous-domaines I11-1 et le motif LE2 du
domaine 11, respectivement. Le perlecan interagit également avec les facteurs de croissance
FGF-1 et FGF-9 dans le cartilage (Melrose et al. 2006).

Chez les mammiferes, il existe 3 isoformes du TGFf (transforming growth factor ). Le
perlecan interagit tres fortement avec TGFB1 via ses chaines HS, de fagon moindre avec
TGFpB2 et pas du tout avec TGFB3 (Lyon et al. 1997). Le TGFB1 forme un homodimére sur
les chaines HS. Cette interaction potentialise I’effet du TGFB1 sur la croissance cellulaire, et
le protege de la protéolyse. Le TGFp stimule la production des HSPGs, en agissant de fagon

post-transcriptionnelle, sans doute en augmentant la stabilité de I’ARN (Dodge et al. 1990).

Le perlecan interagit aussi avec le PDGF (platelet derived growth factor) via son domaine I11-
2, qui peut lier le PDGF-AA et -BB, et plus modérément par son domaine IV et V liant
faiblement le PDGF-BB (Gohring et al. 1998). Le domaine | interagit aussi avec le PDGF-BB,

sans doute via ses chaines HS.
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Le platelet factor 4 (PF4) est impliqué dans I’inflammation et la cicatrisation. C’est un facteur
pro-coagulant et anti-angiogénique. 1l interagit avec les chaines HS du perlecan via un
domaine spécifique appelé PPD (Stringer and Gallagher 1997).

Le perlecan interagit également avec la partie C-terminale de I’interféron y (INFy) d’une
maniere forte et spécifique par des interactions ioniques, probablement via ses chaines GAG
(Lortat-Jacob et al. 1991).

Le BMP-2 (Bone morphogenetic Protein 2) est un facteur de croissance de la famille des
TGFs. 1 se présente sous la forme d’un homodimere. Il induit la formation du cartilage et de
I’0s et joue un réle dans la différenciation des ostéoblastes. 1l posséde en N-terminal un motif
de 10 acides aminés basiques, chargé positivement, qui interagit avec 1’héparine et les chaines

HS des protéoglycanes tels que le perlecan (Ruppert et al. 1996; Yang et al. 2006).

Le perlecan interagit également avec un autre facteur de croissance spécifique des
chondrocytes : le CTGF/Hcs24 (connective tissue growth factor/hypertrophic chondrocyte-
specific gene product 24) via ses chaines HS et le corps de la protéine. Le complexe perlecan-
CTGF forme un trimére avec les intégrines (notamment a5, Bl et B3) pour stimuler la
prolifération et la différenciation des chondrocytes via les voies des MAP Kinases p42/44 et

p38, respectivement (Nishida et al. 2003).

Plus récemment, il a été montré que le perlecan liait la progranuline via les modules LG1-
EG1-EG2 du domaine V (Gonzalez et al. 2003). La progranuline est un facteur de croissance
présent dans les tumeurs et les zones de cicatrisation. Elle est composée de 7,5 répétitions (A
a G + P) appelées granulines, qui sont chacune composées de 12 Cys. Les répétitions B et F
interagissent avec le perlecan. Cette interaction stimule la croissance cellulaire in vitro. Ces
deux protéines sont exprimées dans les tumeurs ovariennes et dans les vaisseaux sanguins,
suggerant un r6le de cette interaction dans le developpement des tumeurs et dans

I’angiogénése in vivo.

L’angiopoiétine existe sous trois formes : incorporée dans la matrice extracellulaire (Angl),
secrétée (Ang 2) et présente a la surface cellulaire (Ang3). L’angiopoiétine 3 inhibe

I’angiogenese et la progression des métastases, alors que 1’angiopoiétine 1 a un rdle inverse.
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Le perlecan interagit avec le domaine coiled-coil de I’angiopoiétine 3 via ses chaines HS,

potentialisant son action (Xu et al. 2004).

11D. Fonctions du perlecan

Gréace a son expression ubiquitaire et précoce au cours du développement, et de ces multiples
interactions, le perlecan assure de multiples fonctions. Cependant, je ne détaillerai ici que ses
fonctions dans le cartilage et le muscle, les deux tissus les plus severement affectés dans le
SJS.

1ID1. Dans le cartilage

Deux mécanismes de formation des os existent : I’ossification intramembranaire (crane et
clavicules) et I’ossification endochondrale (tous les os longs). L’ossification endochondrale
(figure 12) utilise une matrice de cartilage pour la formation des os (Erlebacher et al. 1995).
Ce processus commence avec le regroupement de cellules mésenchymateuses dans la région
du futur os (Kronenberg 2003). Ces cellules se différencient en chondroblastes qui
synthétisent une matrice cartilagineuse, puis en chondrocytes qui synthétisent notamment le
collagéne 11, marqueur précoce de la chondrogenése, formant le centre d’ossification primaire.
Les cellules de la bordure de ce cartilage forment le perichondrium. Puis, les chondrocytes
arrétent de proliférer, deviennent hypertrophiques et forment une matrice riche en collagene X,
minéralisée ensuite avec du calcium. Ces chondrocytes pris au piege de leur matrice meurent
par apoptose, laissant derriere eux une matrice vide qui est alors envahie par les vaisseaux
sanguins. Les cellules du perichondrium se différencient en ostéoclastes et ostéoblastes, qui
atteignent la matrice cartilagineuse via les vaisseaux sanguins, et la transforment en réelle
structure osseuse. Alors que 1’os grandit, des centres d’ossification secondaires se
développent au niveau des épiphyses. De part et d’autre de la diaphyse, les chondrocytes
continuent a proliférer dans une région appelée plague de croissance (figure 13). Cette plaque
de croissance est organisée en différentes zones, selon [’état de développement des
chondrocytes : une zone de réserve ou les chondrocytes sont latents et désorganisés, une zone
de prolifération ou les chondrocytes sont organisés en colonnes, une zone d’hypertrophie ou
les chondrocytes deviennent matures et s’hypertrophient, puis les zones de calcification et
enfin d’ossification, qui rejoignent la diaphyse. Cette plaque de croissance se réduit avec I’age

et disparait a I’adolescence.
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Le cartilage est principalement composé de fibres de collagéne, qui lui conferent son élasticité
(Knudson and Knudson 2001). Bien que le cartilage ne posséde pas de reelle matrice
extracellulaire, les chondrocytes secretent de nombreux protéoglycanes (versican, decorin,
biglycan, fibromodulin, syndecan) (Schwartz and Domowicz 2002). Le protéoglycane majeur
du cartilage est 1’aggrecan, composé de 3 domaines globulaires, deux régions hydrophiles et
de plus d’une centaine de sites d’attachement de chaines GAG, qui sont pour 99,9% des
chaines chondroitine sulfate (Govindraj et al. 2002). Il retient les molécules d’eau et joue un
role de resistance a la compression (Melrose et al. 2005). Le perlecan est le principal héparane
sulfate protéoglycane du cartilage, présent sous une forme particuliére substituée avec 25% de

chaines héparane sulfate et 75% de chaines chondroitine sulfate (Govindraj et al. 2002).

Le perlecan est un acteur crucial de la chondrogenése. In vitro, le perlecan, via son domaine |
et ses chaines HS ou CS, est suffisant pour induire [’agrégation des cellules
mésenchymateuses et leur différenciation en chondrocytes (French et al. 2002). Néanmoins,
in vivo, il apparait apres le collageéne II et ne semble donc pas nécessaire a ’initiation de la
chondrogenese (French et al. 1999). Seul, il ne peut pas non plus induire la maturation des
chondrocytes en chondrocytes hypertrophiques, ni leur différenciation finale menant a leur
apoptose (Gomes et al. 2002). Son role serait donc de favoriser la prolifération, la
différenciation et la maturation des cellules mésenchymateuses en chondrocytes (Melrose et
al. 2002; Melrose et al. 2003; Gomes et al. 2006), probablement grace a sa fonction de co-
recepteur de facteurs de croissance (Hassell et al. 2002; Ornitz and Marie 2002). Le perlecan
contréle la biodisponibilité des FGFs : les chaines HS vont plutét agir comme un réservoir de
FGF2, le séquestrant loin de son récepteur (Govindraj et al. 2006) alors que les chaines CS
vont inhiber I’interaction FGF-perlecan (Smith et al. 2007). Le récepteur principal des FGFs
dans le cartilage est le FGFR3, présent dans les chondrocytes en prolifération, bien que les
récepteurs FGFR1 et FGFR2 soient également présents dans les chondrocytes
hypertrophiques et les cellules mésenchymateuses, respectivement. Le FGFR3 est un
régulateur négatif de la prolifération cellulaire (Deng et al. 1996) en stimulant les voies
STAT1 (inhibition de la prolifération) et les voies MAPK (différenciation) (Barnard et al.
2005). Le perlecan permettrait donc la prolifération cellulaire des chondrocytes en séquestrant

le FGF-2, empéchant ainsi son interaction avec le FGFR3 et I’inhibition de la prolifération.
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In vitro, I’interaction du perlecan avec le facteur de croissance BMP-2 permettrait d’induire la

maturation et la différenciation terminale des chondrocytes (Gomes et al. 2003).

Le perlecan joue un role dans I’adhésion des chondrocytes et 1’agrégation des cellules
mésenchymateuses en régulant les interactions cellules-matrice (DeLise et al. 2000) via les
intégrines et leurs voies de signalisation (Terpstra et al. 2003). Le collagéne est un élément
essentiel a la croissance et au développement du cartilage (Talts et al. 1998). Le perlecan, en
stabilisant les fibres de collagéne, jouerait également un réle important dans 1’organisation du
cartilage. In vitro, il aide a la formation des fibres de collagéne (Kvist et al. 2006), et interagit
in vivo avec les fibres de collagéne type | et Il (Yang et al. 2005; Yang et al. 2006).

Enfin, le perlecan est exprimé au niveau des vaisseaux qui envahissent le cartilage, et joue un
role important dans cette vascularisation (Melrose et al. 2004), qui est essentielle pour la

nutrition et le développement des os, des articulations et du centre d’ossification secondaire.
Dans le SJS, le perlecan ne pourrait donc pas jouer son rdle d’organisation et de maintien du
cartilage, menant a une désorganisation des chondrocytes et de la plaque de croissance et a

une croissance défectueuse des os longs.

11D2. Dans le muscle

La myogenése est une suite d’événements organisée donnant naissance aux cellules
musculaires (figure 14). Elle commence avec ’accumulation des myoblastes, cellules
mononucléées différenciées dans le lignage musculaire. Ces myoblastes vont alors réorganiser
leurs microtubules et acquérir une forme longitudinale. Lorsque les cellules sont assez
proches les unes des autres, permettant le contact entre les membranes, ces myoblastes vont
fusionner, donnant une cellule longue, cylindrique et multinucléée appelée myotube. Ces
myotubes maturent et deviennent les fibres musculaires ou myofibres lorsque les noyaux,

localisés en position centrale, migrent a la périphérie de la cellule.

Plusieurs facteurs myogeéniques, les MRFs (Myogenic Regulatory Factors) sont impliques
dans la myogenese : Myf5 et MyoD sont impliqués dans la détermination myogénique et la
prolifération alors que la myogénine et Myf6 sont impliqués dans la différenciation (Sabourin

and Rudnicki 2000). Ces protéines sont des facteurs de transcription a motif bHLH (helix-
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loop-helix) qui vont se dimériser avec les protéines E et se fixer sur les boites E présentes
dans les promoteurs de certains génes musculaires. La myogénine par exemple stimule la
transcription de la sous-unité y des récepteurs a 1’acétycholine (voir chapitre III. La jonction
neuromusculaire) (Brunetti and Goldfine 1990). De nombreux mécanismes régulent
I’expression de ces facteurs, notamment d’autres facteurs de transcription (MEF-2) et de
nombreux co-facteurs, des histones acétyltransférase et désacétylases qui régulent la structure
de la chromatine et des protéines du cycle cellulaire (Muscat and Dressel 2000; Sabourin and
Rudnicki 2000).

Les fibres musculaires possedent un cytoplasme appelé sarcoplasme et une membrane appelée
sarcolemme, qui présente des invaginations profondes appelées tubules T, associés avec deux
citernes de réticulum sarcoplasmique, ce qui forme la triade. Le cytosquelette contient des
myofibrilles, composées de fins filaments d’actine et de filaments plus épais de myosine,
organisées en unités sarcomeériques. Chaque sarcomere est limité par une strie Z de chaque
cOté, qui ancre les filaments d’actine. L’actine est produite sous forme monomérique
globulaire, qui peut se polymériser pour former des chaines linéaires. Chaque filament fin est
composé de 2 chaines d’actine en double hélice, associées a des molécules de tropomyosine
(protéine allongée, logée au creux des sillons de la double hélice) et de troponine (aux
extrémités de chaque molécule de tropomyosine) (figure 15A). Les molécules de myosine
sont composées de 4 chaines légeres et de 2 chaines lourdes (MyHC). Une chaine lourde
possede une queue C-terminale, qui permet I’association des molécules de myosine entre elles,
et d’une téte globulaire N-terminale qui se lie aux filaments d’actine. Plusieurs centaines de
molécules de myosine s’associent pour former un filament épais (figure 15B). La partie
centrale de ces filaments, dépourvue de tétes globulaires, délimite la bande M. Il existe
différents types de fibres selon le type MyHC qu’elles expriment : les fibres de type |
expriment la MyHCL1 et les fibres de type Il les MyHC2. Les fibres de type I, dites fibres
lentes, sont stables et résistantes a la fatigue, utilisées pour les exercices de longue durée et
ont un métabolisme oxydatif. Les fibres de type I, dites fibres rapides, trés puissantes mais
fatigables et utilisées pour les efforts brefs et intenses, ont un métabolisme glycolytique. La
composition en type de fibres dépend du muscle (le soléaire contient une majorité de fibres de
type |, alors que le tibialis anterior (TA) et I’extensor digitorum longus (EDL) contiennent

une majorité de fibres de type II) et de son état (en cas de dénervation par exemple, ni ’EDL,

-28 -



ni le soléaire ne contiennent de fibres de type I, alors qu’en cas de réinervation, le soléaire

n’exprime pratiquement que des fibres de type I) (Jin et al. 2004; Kalhovde et al. 2005).

Lors de I’arrivée d’un message nerveux, les récepteurs nicotiniques a I’acétylcholine (voir
chapitre 111. La jonction neuromusculaire), qui sont des canaux cationiques non sélectifs, vont
provoquer I’entrée d’ions et la dépolarisation locale de la membrane musculaire. Cette
dépolarisation locale active les canaux sodiques sensibles au voltage, générant ainsi un
potentiel d’action qui se propage le long du muscle et atteint notamment les triades. Cette
dépolarisation est a I’origine du couplage excitation-Contraction, via I’ouverture des canaux
calciques récepteurs a la ryanodine (RyR) situés dans la membrane du réticulum
sarcoplasmique. Les ions calcium stockés dans ce réticulum sont libérés massivement dans le
sarcoplasme, entrainant une augmentation tres importante de calcium intracellulaire a
proximité des myofibrilles. La liaison de ce calcium sur la troponine entraine un changement
de conformation de cette molécule et un déplacement de la tropomyosine qui libére ainsi les
sites de liaison de la myosine sur I’actine. Le glissement des filaments de myosine et d’actine
entre eux provoque le rapprochement des stries Z de toute la cellule, et donc un
raccourcissement global de sa taille : c’est la contraction (figure 15C).

Le profil d’expression du perlecan dans le muscle, exprimé dans le myoblaste, mais plus dans
le myotube, peut suggérer un réle du perlecan dans la myogenése (Larrain et al. 1997). Le
perlecan interagit avec et concentre les facteurs de croissance tels que le TGF et les FGF, qui
sont des facteurs clefs pour la myogenese (Pirskanen et al. 2000), stimulant la division, mais
inhibant la différenciation (Brunetti and Goldfine 1990). Le perlecan pourrait donc jouer un
role dans la prolifération des myoblastes (Sanes 2003). L’adhesion des myoblastes en culture
sur un substrat de collagéne 1V est inhibée par un traitement avec du perlecan (Villar et al.
1999). Le perlecan, via ses interactions avec le collagene 1V, joue donc également un réle

dans I’adhésion des myoblastes en culture.

Dans le muscle squelettique adulte, chaque fibre est entourée d’une membrane basale,
I’endomysium, qui englobe également les quelques cellules musculaires souches appelées
cellules satellites, présentes et nécessaires a la régénération musculaire. Les fibres sont

regroupées par faisceau, recouvert d’une autre membrane basale, le périmysium (figure 16).
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Les composants principaux de I’endomysium sont le collagéne IV et la laminine a2, qui
jouent un rdle important dans 1’¢lasticité de la fibre nécessaire au mécanisme de contraction-
relachement. La membrane musculaire contient un complexe glycoprotéique particulier, le
DGC (dystrophin-glycoprotéine complex) (figure 17), est notamment composé du
dystroglycan, qui joue un role de pont entre la membrane basale (aDG se lie & la laminine a.2)
et le cytosquelette (BDG se lie a la dystrophine) pour stabiliser le sarcolemme (Sanes 2003).
Le perlecan interagit avec I’a-DG, et de par ses multiples interactions avec les composants de
la matrice (lozzo et al. 1994), notamment laminine 2 et collagéne 1V, il pourrait jouer un role

dans I’organisation de la membrane basale musculaire (Timpl 1993).

IHE. Modeéles animaux

IIE1. La drosophile Drosophila melanogaster

Chez la mouche Drosophila melanogaster, 1’orthologue du perlecan est codé par le géne trol
(Voigt et al. 2002; Park et al. 2003) pour terribly reduced optic lobes, nom issu du phénotype
observé chez les mutants de ce géne (Datta and Kankel 1992). Le gene trol est localisé sur la
bande 3A4 du chromosome X. Il est constitué de 44 exons, et code pour un cadre ouvert de
lecture de 13,5kb, générant une protéine de 450kDa. La structure de la protéine Trol est
similaire & celle du perlecan (figure 18). La plus grande différence est I’inexistence du
domaine | chez la drosophile. Une autre différence est I’extension du domaine II, de quatre
motifs LA chez les mammiferes a 22 chez la drosophile. Le domaine Ill consiste en trois
motifs de type laminine, et le domaine IV est constitué de 12 répétitions IgG, partageant
respectivement 34% et 24% d’homologie avec le perlecan humain. La structure du domaine V
a été plus étudiée (Friedrich et al. 2000). Il montre 30% et 33% d’homologie avec le domaine
V du perlecan humain et murin, respectivement et consiste en un tandem de 3 motifs LG et 4
motifs EG. Des différences majeures sont notées. Le domaine EG3 est remplacé chez la
drosophile par un module de 30 résidus, riche en prolines, mais ne contenant aucune cystéine.
Trol ne posséde pas de région de liaison entre EG4 a LG3. Il possede un site Arg-Gly-Asp
d’adhésion cellulaire qui n’est pas présent chez les mammiféres. 1l subit des modifications
post-traductionnelles, telles que la formation d’un pont disulfure interne, I’attachement de

chaines GAG et des N-glycosylations.
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Trol est exprimé durant I’0oogenése par transcription maternelle (Voigt et al. 2002). Il est
exprimé a tous les stades du cycle de vie de la drosophile. Du blastocyste au stade
embryonnaire 14, 1’expression de trol est ubiquitaire et uniforme. Durant les stades
embryonnaires tardifs, trol est exprimé dans le mésoderme de I’intestin, dans les cellules
cardiaques et dans les corps gras. La proteine se dépose autour du systéme nerveux et des
muscles (ceeur, intestin) au niveau des membranes basales (Friedrich et al. 2000). Chez la
larve, trol est exprimé par les disques imaginaux, particulierement dans ceux des yeux,
antennes et pattes, et dans un groupe particulier de cellules neurales, localisées en dehors des
lobes optiques. Chez I’adulte, trol est exprimé dans la téte, les gonades, les glandes salivaires

et les corps gras (Park et al. 2003).

Trol a été identifié initialement par un criblage génétique réalisé dans le but de détecter des
anomalies de morphologie du systtme nerveux larvaire, résultant de défauts du
développement des lobes optiques chez I’embryon (Datta and Kankel 1992). 156 alléles sont
aujourd’hui répertoriés (flybase : http://flybase.bio.indiana.edu). Un spectre de phénotype

allant de la mort aprés le stade larvaire 2 jusqu’a une viabilité adulte est observé selon les
alléles. Ainsi, le mutant le plus sévére (trol*®) a été généré par une mutagenése insertionnelle a
I’élément P, et donne une perte de fonction sévere (Datta and Kankel 1992). Ces mutants
meurent au stade larvaire 2, et montrent une vacuolisation du cortex associée a une
diminution de 40 a 90% des neuroblastes en division (Datta 1995). Ce phénotype peut étre
sauve en generant des individus mosaiques. Les animaux atteignent alors 1’age adulte, mais la
structure des lobes optiques, normalement organisée en trois zones (la rétine, la lamina et la
medula), est perdue et les lobes optiques ne sont qu’une masse de tissu amorphe. Une autre

lignée de mutants (trol°?

) a été générée par rayons X. Cette mutagenese a entrainé la perte
d’un nucléotide, menant a un décalage du cadre de lecture provoquant un codon stop dans le
domaine V et générant une protéine tronquée de 400kDa au lieu de 450kDa pour la protéine
sauvage (Park et al. 2003). Ces mutants sont viables et atteignent 1’dge adulte, mais une
désorganisation et une taille anormale des ommatidies (unités composant 1’ceil de le
drosophile, = 800 ommatidies/ceil), ainsi qu’un placement et un nombre aberrant de cils, sont
observés (Datta and Kankel 1992). La comparaison de ces deux mutants montre qu’un effet

de dose se produit pour Trol chez la drosophile, comme proposé pour le perlecan chez
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I’Homme, avec une corrélation inverse entre la quantité de protéine présente et la seveérité du

phénotype.

Trol semble requis dans 1’activation de la prolifération des neuroblastes quiescents bloqués en
GO, en stimulant la transition G1-S. La fagon dont Trol régule cette transition a été étudiée et
plusieurs protéines dans différentes voies de signalisation semblent impliquées. Evenskipped
(eve), un gene a homéodomaine, régulateur de transcription, semble étre inclus dans la méme
voie de signalisation que trol (Park et al. 1998). Trol semble également initier la division des
neuroblastes en relevant I’arrét du cycle cellulaire causé par Anachronism (Ana) (Datta 1995).
Une voie de signalisation menant a la transition G1-S semble particulierement impliquée car
trois protéines présentes dans cette voie sauvent le phénotype des mutants trol: la
phosphatase String (cdc25), la cycline E et le facteur E2F (figure 19) (Caldwell and Datta
1998; Park et al. 2003). Enfin, Trol interagit avec brancheless (orthologue de FGF2) et
hedgehog (Park et al. 2003).

Le nombre élevé de différents alléles et phénotypes liés a Trol et ses nombreuses interactions
et implications dans différentes voies de signalisation, font de Trol une protéine complexe en
terme de structure et de régulation, et semblent indiquer qu’il fait partie d’un mécanisme
beaucoup plus général dans le contrdle de la prolifération cellulaire au cours du
développement, et non restreint aux lobes optiques. L’invalidation de [’orthologue du
perlecan dans ce modeéle souligne donc le r6le du perlecan dans les voies de signalisation

cellulaire.

I1E2. Le nématode Caenhorabditis elegans

Le nématode a été le premier modéle animal chez lequel un mutant du perlecan a été décrit.
L’orthologue du géne HSPG2 est le géne uncoordinated-52 (unc-52), ainsi nommé a cause du
phénotype paralysé des mutants (Rogalski et al. 1993). Le géne unc-52 est compose de 37
exons. La structure de la protéine UNC-52 est similaire a celle du perlecan, malgré quelques
différences (figure 18). Le domaine | est trés petit (28 acides aminés, riche en acide aspartique)
et est unigue a UNC-52. Le domaine Il consiste en 3 motifs LDL-R et 2 motifs IgG. Le
domaine III montre 43% d’homologie avec le perlecan murin et consiste en une succession de

modules LE et L4. Le domaine IV est composé d’une répétition de 15 motifs N-CAM et
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contient une séquence Arg-Gly-Asp d’adhésion cellulaire dans la répétition 12. Le domaine V
contient trois modules LG et trois modules EG et une séquence supplémentaire de 180 acides
aminés riches en sérines et thréonines non présentes chez les mammiferes (Mullen et al.
1999). De facon intéressante, trois isoformes sont exprimées par épissage alternatif grace a
des sites de polyadénylation différents, situés apres les exons 10, 26 et 37 : un petit (DI a DIII,
1160 acides aminés), un moyen (DI a DIV, 2482 acides aminés, 270kDa) et un long (DI a DV,
codant pour une protéine totale de 3375 acides aminés et de 370kDa) (figure 20). Il existe
également des épissages alternatifs de certains exons des domaines Il et IV (exons 6, 16, 17,

18, 21, 22) (Rogalski et al. 1995), produisant des isoformes supplémentaires.

Ces événements d’épissages alternatifs du géne Unc-52 sont contrélés par des protéines telles
gue MEC-8 et SMU-1 et 2. Le gene Mec-8 code pour une protéine de 312 acides aminés,
contenant deux motifs de reconnaissance ARN de 80 acides aminés chacun (Lundquist et al.
1996). Elle est exprimée dans les noyaux des cellules de I’hypoderme (Spike et al. 2002). Elle
régule 1’épissage alternatif de certains isoformes d’unc-52, favorisant la production des
ARNmM contenant les exons 15-16-19 (excision des exons 17 et 18) ou 15-16-17-19 (excision
de I’exon 18) (Lundquist and Herman 1994). Les protéines nucléaires SMU-1 (contenant 5
motifs WD impliqués dans les interactions protéiques) et SMU-2 sont des composants du
spliceosome, ou elles interagissent entre elles pour inhiber 1’épissage de 1’exon 17 (Spike et al.

2001; Spartz et al. 2004).

Le corps de C.elegans est organisé en quatre quadrants (2 dorsaux, 2 ventraux) de deux
rangées de cellules musculaires chacun. Le cytosquelette des cellules musculaires est
composé de lignes M et de corps denses qui ancrent les filaments épais de myosine et les
filaments fins d’actine, respectivement, a la membrane basale (Hresko et al. 1994). Ces
muscles sont recouverts d’une membrane basale, d’un hypoderme et d’une cuticule (figure
21). Les contractions musculaires se transmettent a la cuticule grace a un complexe protéique
transmembranaire, ce qui permet au ver de se déplacer. UNC-52 est présent dans la membrane
basale des cellules musculaires des tissus contractiles (muscles du corps, mais aussi muscles
de I’utérus, de I’anus, de la vulve et des gonades) (Francis and Waterston 1991). Il est associé
au complexe protéique qui permet d’attacher les cellules musculaires a la matrice, composé de
Pat-2, Pat-3 (intégrines), Pat-4 (intégrine linked kinase), Pat-6 (actopaxine) et UNC-112
(Rogalski et al. 2000; Mackinnon et al. 2002; Lin et al. 2003).
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Grace a I’utilisation de différents anticorps reconnaissant des domaines différents d’UNC-52
(GMI1 reconnait le domaine III et donc les trois isoformes d’UNC-52, alors que GM3, MH2 et
MH3 reconnaissent le domaine IV soit les isoformes moyens et longs), il a été montre que les
différents isoformes étaient exprimés selon des profils d’expression spatiale et temporelle
différents (Mullen et al. 1999). L’isoforme court est exprimé dans le pharynx et les muscles
anaux chez I’embryon et ’adulte, alors que les isoformes moyens et longs sont tout d’abord
exprimés de fagon restreinte dans les muscles du corps pendant 1’embryogenése, puis sont

distribués de facon plus large dans les tissues contractiles chez 1’adulte.

On observe trois catégories de mutants unc-52 (Rogalski et al. 1993; Rogalski et al. 1995) :

- Les mutants de classe I sont viables, avec un phénotype atténué. L’embryogenése est
normale, mais 1’organisation des cellules musculaires du corps commence a se dégrader aux
stages larvaires tardifs. Chez 1’adulte, les corps denses sont fracturés et les myofilaments ne
sont plus attachés a la membrane cellulaire, menant a une paralysie. Cependant, les muscles
du pharynx ne sont pas atteints. Les mutations chez ces mutants (quatre mutations non-sens et
une mutation d’excision-épissage) sont présentes dans les exons subissant 1’épissage alternatif
et codant pour des répétitions IgG du domaine IV (IgG8 (exon 16), IgG9 (exon 17) et 1gG10
(exon 18)). Ces mutations ne touchent donc pas 1’isoforme court et permettent, par épissage
alternatif des exons mutés, la production des isoformes moyens et longs juste tronqués de
quelques répétitions 1gG.

- Les mutants de classe Il sont paralysés au stage embryonnaire 2 et montrent une
désorganisation des bandes et des myofilaments qui ne s’assemblent pas, menant a la mort au
stage embryonnaire 2. Ce groupe comprend notamment un mutant (st549) dont le phénotype
est causé par un codon stop dans I’exon 7, codant pour une partie du domaine III présente
dans toutes les isoformes. Cette mutation aboutit a donc 1’élimination compléte de toutes les
isoformes (pas de marquage GM1 ou GM3) et a la compléte absence de protéine (Mullen et al.
1999). Ce groupe contient également quatre autres mutants létaux, possédant des mutations
dans le domaine IV. Ces mutations touchent les isoformes moyens et long, et les mutants
montrent une désorganisation des bandes de myosine. Néanmoins, ils expriment de fagon
normale I’isoforme court (marquage normal de GMI1 dans les muscles du pharynx et de

I’anus).
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- Les mutants de classe Ill, ne sont pas paralysés, mais leur développement et leur
¢longation sont arrétés au stage embryonnaire 2. Ces mutants possédent une insertion d’un
transposon dans 1’exon 2 codant pour I’IgG1 situé dans le domaine II, mais montrent un
marquage résiduel de protéine. Il s’agirait donc d’une mutation hypomorphe sévére.

Un dernier mutant (gk3), possédant une délétion de tout le domaine V, a été caractérisé. Il
exprime les isoformes courts et moyens, mais pas 1’isoforme long. Son phénotype est tres
Iéger, et il ne montre qu’un retardement dans la ponte, les ceufs étant retenus dans les gonades
(Mullen et al. 1999). La comparaison entre tous ces mutants montre de nouveau, comme chez
I’Homme et la drosophile, que plus la quantité de protéine présente est importante, moins le

phénotype est sévere, et qu'un effet de dose se produit également pour le nématode.

La comparaison des phénotypes des mutants de classe Il (déficients pour les isoformes moyen
et long, myofilaments non assemblés) avec le mutant gk3 (déficients pour 1’isoforme long
seulement, phénotype quasi-normal) méne a la conclusion que I’isoforme moyen est
nécessaire et suffisant a I’assemblage des muscles du corps. Au contraire, 1’organisation des
bandes d’actine dans le pharynx des mutants st549 (déficients pour les trois isoformes) est
normale. L’isoforme court ne semble pas étre nécessaire a 1’assemblage des muscles du
pharynx (Mullen et al. 1999). L’étude des mutants de classe I a montré que les isoformes
résultant des épissages alternatifs montrent une spécificité temporelle (adultes) et spatiale
(muscles du corps). De plus, des mutants déficients pour deux a quatre répétitions IgG ont une
viabilité et une structure musculaire normale. Le nombre de répétitions IgG ne semblent donc
pas étre d’une importance primordiale pour la fonction d’UNC-52. Les trois épissages
alternatifs donnant naissance aux trois isoformes majeurs semblent donc changer les
propriétés et les interactions des différentes protéines formées, alors que les épissages
alternatifs des domaines Il et IV semblent étre plutdt associés a des fines modulations de la
fonction (Mullen et al. 1999; Rogalski et al. 2001). De facon différente par rapport a la
drosophile, I’invalidation du perlecan chez le nématode souligne cette fois ci le réle du

perlecan dans le maintien des membranes basales.

IIE3. La souris Mus musculus

Le gene Hspg2 murin est situé sur le chromosome 4, posséde 87 exons et code pour une

protéine de 3707 acides aminés d’un poids moléculaire de 396kDa (Noonan et al. 1991). Le
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perlecan murin montre 87% d’homologie avec le perlecan humain, mais quelques différences
sont & noter. Le domaine Il contient une séquence Arg-Gly-Asp impliquée dans 1’adhésion
cellulaire (Noonan et al. 1991), non conservée chez ’Homme (Murdoch et al. 1992). Le
domaine IV ne contient que 14 répétitions IgG (au lieu de 21 chez ’Homme) (Noonan et al.
1991), suggérant une duplication ou un épissage récent dans I’évolution (Kallunki and
Tryggvason 1992). On trouve dans ce domaine un résidu Cys supplémentaire dans les
répétitions IgG1 et IgG12, permettant la formation d’un pont disulfure (IgG1 et 19 chez
I’Homme), et quatre motifs Asp-Ser-Gly-Glu, sites d’attachement des chaines GAG (contre
neuf chez ’Homme). Le domaine V ne contient qu’une séquence Leu-Arg-Glu impliquée

dans la croissance axonale (contre deux chez I’Homme) (l0zzo et al. 1994).

De facon a étudier le role du perlecan in vivo chez les mammiféres, différents modeles de
souris déficientes pour le perlecan ont été générés depuis quelques années. Deux invalidations
totales du perlecan ont été réalisées au méme moment par deux laboratoires différents : un en
insérant une cassette PGK-Néo dans I’exon 7 du perlecan (Arikawa-Hirasawa et al. 1999) et
I’autre en insérant une cassette similaire mais flanquée de deux séquences loxP dans I’intron 5
et une séquence loxP supplémentaire dans 1’intron 6 (Costell et al. 1999) (figure 22). Les
séquences loxP sont des séquences palindromiques de 34 nucléotides, qui se recombinent en
présence de Cre recombinase. La délétion d’une partie des introns 5 et 6 et de la totalité de
I’exon 6 est donc obtenue, menant a une protéine tronquée et détruite. Dans les deux cas, une
absence totale de perlecan secrété et une létalité embryonnaire des homozygotes mutants sont
retrouvées, alors que les hétérozygotes sont normaux. Dans le premier modéle (Arikawa-
Hirasawa et al. 1999), 40% des embryons meurent au stade embryonnaire E10.5 avec des
anomalies du développement céphalique comprenant un sous-développement du
prosencéphale et du rhombencéphale. Au stade E14.5, 6% des embryons montrent une
exencéphalie. Les embryons survivants meurent au stade périnatal et montrent de nombreuses
anomalies osseuses telles que des anomalies craniofaciales, un thorax étroit et des membres
arqués. L’ossification endochondrale est anormale et la plaque de croissance est désorganisee,
avec une diminution de la prolifération des chondrocytes et de leur organisation en colonnes.
Le second modele (Costell et al. 1999) montre un développement normal des embryons
jusqu’a E9.5, mais 70 a 80% des embryons meurent entre E10.5 et E12.5, a cause d’anomalies
cardiaques (ruptures locales dans la couche de cardiomyocytes et membrane basale fine

menant a des hémorragies) et d’anomalies céphaliques (ruptures de la membrane basale
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menant a une fuite des cellules neuroépithéliales dans I’ectoderme). Les 20 a 30%
d’embryons survivants meurent entre E15.5 et la naissance, avec des microanévrismes dans
plusieurs organes et une sévere ostéochondrodysplasie (nanisme, crane vouté, membres et
colonne vertébrale courts). La plaque de croissance est également anormale, avec une absence
de minéralisation et une orientation transversale des zones d’ossification. Le cartilage montre
une désorganisation du réseau de collagéne, et des fibrilles plus courtes. Ces embryons
souffrent également d’une transposition des gros vaisseaux (Gonzalez-Iriarte et al. 2003). En
effet, ’aorte est normalement positionnée dorsalement par rapport a la veine pulmonaire.
Chez les mutants, ’aorte et la veine pulmonaire sont cote a cOte et les artéres coronaires sont
échangées, 1’artére coronaire gauche provenant du sinus de Valsalva droit et inversement.
Tous ces résultats confirment in vivo un role crucial du perlecan dans la maintenance, mais
pas dans la formation, des membranes basales notamment celles soumises a un stress
mécanique (cerveau et cceur), et un role important dans I’organisation et la maturation des
chondrocytes lors de la chondrogenese, mais pas dans ses premiéres étapes (condensation et

différenciation du mésenchyme) (Olsen 1999).

Deux modeéles viables de souris mutantes pour le perlecan ont été récemment générés (figure
22). Dans le premier modeéle, I’exon 3 du géne Hspg2, qui contient les sites d’attachement des
chaines HS, a été remplacé par une cassette PGK-Néo (Rossi et al. 2003). Le perlecan produit
ne possede donc pas de chaines HS, mais tout le corps de la protéine est normal. Les mutants
homozygotes montrent un développement normal, mais ils développent une cataracte et une
microphtalmie avec des anomalies du cristallin. Les fibres composant le cristallin sont
désorganisees, gonflent et se liquéfient, des vacuoles se forment et transforment le cristallin
en une masse amorphe. Avec 1’age, la paroi du cristallin, membrane basale fine et spécialisée,
se rompt et les fibres dégénérent. Ce résultat est en accord avec le réle du perlecan dans la
maintenance des membranes basales. Ces mutants montrent également une cicatrisation
difficile et un retard dans le développement de tumeurs, lié a un développement altéré des
vaisseaux sanguins (Zhou et al. 2004). Enfin, le développement et la structure du rein des
mutants sont normaux, mais en conditions pathologiques de surdose de protéine, on observe
une protéinurie beaucoup plus élevee que chez les animaux sauvages (Morita et al. 2005). In
vivo, le perlecan, via ses chaines HS, joue donc un rdle important dans la stimulation de
I’angiogenese et la vascularisation et dans la formation de la barricre de filtration des

glomérules rénaux.
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Le second modéle a été généré par I’insertion de la mutation faux-sens c.4595G>A
(p.Cys1532Tyr) décrite dans une famille SJS (Nicole et al. 2000) dans I’exon 36 du géne
Hspg2 et d’une cassette de sélection PGK-Néo dans I’intron 36 (Rodgers et al. 2007). Les
homozygotes mutants de cette lignée (C1532YNeo) sont viables, mais montrent des défauts
locomoteurs avec des mouvements exagéres des hanches, ainsi que des anomalies faciales
avec un museau plat et des petits yeux. Une étude détaillée du phénotype
chondrodystrophique a été menée. Les os longs (fémur, humérus) sont épais et de forme
irréguliére, les articulations sont irréguliéres, les coOtes et le sternum sont projetés en avant et
la colonne vertébrale montre un défaut d’ossification. La plaque de croissance est
désorganisée, surtout au niveau des zones de prolifération et d’hypertrophie, avec un nombre
réduit de chondrocytes. Les zones d’ossification sont orientées transversalement a 1’axe
longitudinal de 1’0s. L’établissement du centre d’ossification secondaire est retardé. Ces
résultats confirment un réle du perlecan dans la chondrogenése et 1’organisation de la plaque
de croissance. Ce phénotype chondrodystrophique est similaire a celui observé chez les
patients SJS. Cependant, aucun phénotype neuromusculaire n’est observé. Une seconde lignée
de mutants (C1532Y) a été générée a partir de la lignée C1532YNéo, dans laquelle la cassette
de sélection Néo a été délétée. Les homozygotes mutants sont viables et ne sont que
faiblement affectés : ils montrent une désorganisation mineure des différentes zones de la
plaque de croissance et des chondrocytes hypertrophiques plus gros. La différence de
phénotype entre ces deux lignées serait expliquée par la présence d’un taux normal de
perlecan dans la lignée C1532Y, alors que la protéine est pratiquement absente dans la lignée
C1532YNeéo. Cette diminution du taux de protéine serait liée a une diminution du taux de
transcrits perlecan, médiée par 1’effet de la cassette PGK-N¢éo sur I’excision-épissage du gene.

L’effet de dose est donc ici clairement démontré pour le perlecan murin.

I11. La jonction neuromusculaire (JNM) et pathologies associées

La jonction neuromusculaire adulte est constituée de trois types cellulaires : le nerf terminal,
qui correspond a I’extrémité du motoneurone, les cellules de Schwann terminales (CSTs), qui
entourent le nerf terminal, et 1’élément post-Synaptique, correspondant a une partie specialisee
de la fibre musculaire (figure 23). De plus, la membrane basale présente dans la fente

synaptique est spécialisée, faisant ainsi partie intégrante de la JNM.
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IHIA. Le développement de la INM

La synaptogenése est le processus durant lequel la JNM se construit, pour mener a
I’¢laboration de la structure organisée avec ses trois composants, responsable de la
transmission synaptique. Les trois composants ont des origines tissulaires différentes : les
cellules musculaires viennent du mésoderme, le nerf provient de la portion ventrale du tube
neural et les CSTs sont dérivées des crétes neurales provenant de la portion dorsale du tube

neural. Ces composants doivent donc migrer et se différencier pour former la JINM.

111A1. La différenciation présynaptique

Avant méme le contact avec le muscle, le nerf est capable de sécréter le neurotransmetteur
acetylcholine (ACh) en réponse a une stimulation électrique. Le contact du nerf avec le
muscle se fait immédiatement apres la fusion des myoblastes pour générer les myotubes (vers
E12 chez la souris). Le nerf terminal commence alors sa spécialisation chez 1’embryon en
prenant la forme d’un gros bouton terminal. Aprés la naissance, le bouton terminal se
différencie : le nombre de vésicules synaptiques augmente et les éléments du cytosquelette
axonal sont perdus. Des zones denses apparaissent au niveau de la membrane nerveuse qui
fait face au muscle et ou les vésicules synaptiques s’agrégent : ce sont les zones actives. Le
nerf terminal grossit et devient polarisé (Sanes and Lichtman 1999; Fox et al. 2007) (figure
24A). Chaque fibre musculaire est tout d’abord polyinnervée, mais au cours du
développement post-natal, toutes les branches terminales sauf une se rétractent pour laisser
une innervation unique a chaque fibre musculaire. Cette perte n’est pas due a une mort
neuronale, mais le processus exact n’est pas connu et plusieurs hypotheses sont avancées pour
expliquer ce retrait axonal : une dégénerescence Walérienne de 1’axone, une rétraction de la
branche axonale avec réabsorption par I’axone original, ou une élimination de I’axone par la

cellule de Schwann (Bishop et al. 2004; Koirala and Ko 2004) (figure 24B).

Les cellules de Schwann (CS) semblent en effet étre des acteurs importants lors de la
synaptogenese. Leur nombre est finement régulé : a la naissance, 30 a 50% des JNMs ne
possédent pas de cellules de Schwann terminales (CSTs), mais seuls des prolongements des
CS pré-terminales sont présents. Au cours du développement post-natal, le nombre de CSTs
par JNM augmente gréce a la migration des CSs du nerf préterminal et a la division des CSTs
déja présentes (Love and Thompson 1998). Chez I’adulte, le nombre de CSTs est fonction de
la taille de la JINM. Ce nombre reste dynamique tout au long de la vie, selon que les INMs

s’élargissent ou se rétrécissent (Lubischer and Bebinger 1999).
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111A2. La différenciation post synaptigue

Les récepteurs a 1’acétylcholine (RAChs) sont des hétéropentameéres formant un canal
cationique peu spécifique dont I’ouverture est dépendante de la fixation de I’ACh. Lors de la
myogeneése chez I’embryon, les sous-unités o, B, v, 6 des RAChs sont transcrites, traduites,
pentamérisées sous forme a2pyd et ces RAChs sont incorporés dans la membrane. Lors de la
différenciation en myotubes, des regroupements spontanés de RAChs se produisent au centre
de la fibre in vivo (Flanagan-Steet et al. 2005; Panzer et al. 2005) et in vitro (Anderson and
Cohen 1977; Frank and Fischbach 1979). Ce mécanisme est dépendant du récepteur tyrosine
kinase MuSK (Muscle Specific Kinase). Cette protéine est composée d’un domaine
extracellulaire contenant un peptide signal, 4 motifs IgG et une région riche en cystéines,
d’une région transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique tyrosine kinase. La séquence
signal est nécessaire pour 1’oligomérisation de MuSK (Bianchetta et al. 2005), le premier
motif IgG pour la réponse a 1’agrine (Zhou et al. 1999), et toute la partie extracellulaire
proche de la membrane joue un réle dans I’interaction avec la rapsyne et I’activation des voies
de signalisation menant a la différenciation pré et post-synaptique (Herbst et al. 2002). MuSK
est spécifiqguement exprimé par les noyaux du centre de la fibre au cours du développement et
est nécessaire a 1’étape d’initiation de la différenciation post synaptique (Lin et al. 2001). Les
souris invalidées pour le gene Musk ne respirent pas et meurent a la naissance (DeChiara et al.
1996). Les branches du nerf phrénique s’étendent dans tout le diaphragme et ne sont pas
restreints a la zone centrale, ou sont normalement concentrés les agrégats de RAChs. Les
agrégats de RAChs, ainsi que de 1’acétylcholinestérase, 1’ErbB4, 1’utrophine et la rapsyne
sont complétement absents, suggérant que MuSK est en grande partie responsable de
I’agrégation des RAChs et de la différenciation post-Synaptique.

MuSK assure son rdle dans 1’agrégation des RAChs via son association avec une protéine
cytoplasmique de 43 kDa : la rapsyne (receptor-associated protein at the synapse). La rapsyne
est composee de plusieurs domaines : un domaine N-terminal nécessaire a 1’association avec
la membrane, 7 motifs TPR impliquée dans I’oligomérisation de la rapsyne, un domaine en
hélice interagissant avec les RAChs et un domaine C-terminal en doigt de zinc RINGH2 riche
en cysteines interagissant avec le DGC via le B-DG. Elle joue le role d’intermédiaire entre
MuSK et les RAChs pour 1’agrégation des RAChs (Burden 2002), mais également un role
dans la stabilisation des RAChs grace a ses interactions avec le complexe sous synaptique

(Banks et al. 2003). Les souris invalidées pour la rapsyne meurent quelques heures aprés la
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naissance avec une détresse respiratoire (Gautam et al. 1995). Aucun agrégat de RAChs n’est

détectable et ’'utrophine est absente. La rapsyne est donc nécessaire a 1’agrégation des RAChs.

Au moment du contact nerf-muscle, le nerf permet d’affiner la zone des RAChs préformés sur
la membrane musculaire. Deux mécanismes opposés régissent cette spécialisation (Kummer
et al. 2006). Premiérement, un mécanisme assez peu connu, mettant en jeu la stimulation
électrique par 1’ACh, disperse les RAChs dans les zones extrasynaptiques, sans doute via une
voie de signalisation impliquant la Cdk5 (Lin et al. 2005). Deuxiéemement, le nerf sécrete un
HSPG, la z-agrine, qui se fixe sur son récepteur MuSK, via un intermédiaire protéique
nommé MASC. Cette interaction est suffisante pour induire 1’agrégation des RAChs (Meier et
al. 1997), et affine la localisation des RAChs en contrant le mécanisme de dispersion
(Misgeld et al. 2005). De plus, un second facteur secrété par le nerf, la neuréguline, se fixe sur
ses récepteurs ErbB et permet I’expression des génes codant pour les protéines synaptiques
spéecifiquement par les noyaux sous-synaptiques (figure 25).

A la naissance, les récepteurs sont regroupés au niveau des JNMs sous la forme d’une simple
plaque. A P7, il se produit une transition transcriptionnelle d’une des sous-unités composant
le RACh (y — ¢), hétéropentamére a2Pyd chez I’embryon, qui devient a2fed chez 1’adulte.
Cette transition change les propriétés biochimiques du récepteur : la durée d’ouverture est
réduite, mais la conductance et la perméabilité aux ions sont augmentées. A P21, la forme des
agrégats de RAChs est similaire a celle d’un bretzel. En méme temps, il se produit un
changement morphologique : la plaque de RAChs s’invagine en une grosse gouttiére puis
forme des plis sous-synaptiques. Les récepteurs sont présents au niveau des crétes de ces plis
(Sanes and Lichtman 2001) (figure 26).

IIIB. La transmission du potentiel d’action synaptique

Lorsque la cellule nerveuse est stimulée par un courant électrique dépolarisant, un potentiel
d’action (PA) apparait. 1l se propage le long de I’axone qui est soit non myélinis¢, soit
myélinisé, ¢’est-a-dire entouré par une gaine de myéline interrompue au niveau des nceuds de
Ranvier. La propagation du PA dans ces axones myélinisés, dite saltatoire, est plus rapide.
Arrivé au niveau de la JNM, ce PA provoque 1’exocytose des vésicules synaptiques et la
libération de paquets multimoléculaires d’ACh, appelés quanta. Cette libération est
dépendante du calcium extracellulaire et se fait en plusieurs étapes nécessitant différentes

protéines : transport des vésicules vers la membrane (synapsine, calmoduline), reconnaissance
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des sites spécifiques d’exocytose (SNAP/SNARE), fusion des membranes (synaptophysine,
synaptotagmine). La sous-unité al des canaux calciques sensibles au voltage de type P/Q pré-
synaptiques interagit directement avec la synaptotagmine pour fixer les vésicules synaptiques
dans la membrane plasmique. Deux molécules d’ACh libérée se fixent alors sur les sous
unités o des RAChs, ce qui provoque un changement de conformation et 1’ouverture de ce
canal ionique. Les cations entrent et entrainent une dépolarisation locale de la membrane
musculaire : un potentiel de plaque motrice (PPM), qui active les canaux sodiques sensibles

au voltage de la fibre musculaire et génére ainsi le potentiel d’action musculaire.
L’ACh est également libérée de facon spontanée et est alors a 1’origine de potentiels de plaque
motrice miniatures (PPMM) caractérisés par leur amplitude quasi-constante. Un PPMM

résulte de la libération d’un seul quantum d’ACh.

I11C. Les composants de la INM adulte

I1IC1. Le nerf terminal

Le nerf terminal correspond a I’extrémité d’un axone d’un motoneurone. L’axone est
recouvert d’une gaine de myéline interrompue (nceuds de Ranvier), ce qui permet la
propagation saltatoire rapide du potentiel d’action. Au niveau de la JNM, le nerf perd sa gaine
de myéline et se différencie. Il ne contient plus de neurofilament, constituant majeur du
cytosquelette des axones, composé de filaments intermédiaires. Le nerf terminal est spécialisé
dans la libération du neurotransmetteur : 1’acétylcholine (ACh) (Sanes and Lichtman 1999).
I1 contient pour cela de nombreuses vésicules de 50nm de diametre qui contiennent 1’ACh :
les vésicules synaptiques. Il contient également de nombreuses mitochondries, qui fournissent
I’énergie nécessaire a la synthése et a ’exocytose de I’ACh. Le nerf terminal est polarisé : les
mitochondries sont regroupées en face des cellules de Schwann, et les vésicules synaptiques
sont regroupées face au muscle, plus précisément en face des crétes des plis sous-synaptiques
au niveau des zones actives, sites préférentiels d’exocytose. Peu de composants de ces zones
actives sont connus, mais leur association avec des canaux potassiques et calciques sensibles

au voltage maximise ’efficacité de la sécrétion (Robitaille et al. 1993).

111C2. La cellule de Schwann terminale (CST)

Les cellules de Schwann sont les cellules gliales du systéme nerveux périphérique. Il existe 2

types de cellules de Schwann: les cellules de Schwann préterminales myélinisantes qui
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entourent le nerf et permettent la conduction saltatoire du potentiel nerveux, et les cellules de

Schwann terminales (CST) non myélinisantes, qui entourent le nerf terminal.

Les CSTs jouent un rdle essentiel dans le développement et la maintenance a long terme de la
structure et de la fonction des JNMs (Trachtenberg and Thompson 1997; Feng et al. 2005).
Elles peuvent également favoriser la transmission synaptique en augmentant le taux de
calcium extracellulaire (Castonguay and Robitaille 2001). Elles guident les extensions du nerf
terminal et dictent le profil d’innervation lors de la régénération ou du remodelage des JNMs,

et induisent I’agrégation des RAChs (Yang et al. 2001).

111C3. La membrane basale synaptigue

La membrane basale joue trois réles importants : un réle structural dans 1’organisation de la
membrane basale, des propriétés adhésives impliquées dans la migration des cellules et un
role de signalisation pour promouvoir la prolifération et la différenciation. Au niveau de la
JNM, une membrane basale spécialisée est présente entre le nerf et le muscle. Elle exprime
certaines molécules qui ne sont pas présentes dans la membrane basale extrasynaptique
(figure 27). Le role primordial de cette membrane basale et d’organiser et de maintenir 1’état
différencié des 3 composants synaptiques et d’attacher le nerf terminal au muscle (Patton

2003).

L’agrine est une protéine d’environ 200kDa, qui posséde 6 sites consensus Ser-Gly-x-Gly
d’attachement de chaines GAG. C’est un HSPG qui atteint 400kDa apres modifications post-
traductionnelles (Tsen et al. 1995). Elle est exprimée dans le systeme nerveux central et
périphérique, les vaisseaux sanguins et le muscle embryonnaire, et est particulierement
concentrée au niveau de la JNM chez 1’adulte (Eusebio et al. 2003).

Les isoformes d’agrine secrétées par le muscle et le nerf (z-agrine) sont différentes. L agrine
musculaire subit un épissage alternatif, elle ne contient pas les exons 5’ et est 1000 fois moins
active que la z-agrine pour agréger les RAChs. Cependant, I’agrine musculaire peut
également induire I’agrégation des RAChs si elle est associée a des polymeéres de laminine-2,
et selon un mécanisme impliquant MuSK (Smirnov et al. 2005). Les souris déficientes pour
I’agrine se développent normalement jusqu’a E18, mais meurent in utero ou a la naissance
(Gautam et al. 1996). Le nombre, la taille et la densité des agrégats de RAChs sont diminués

chez ces mutants, et seule une minorité est correctement innervée. Les nerfs s’étendent le long
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des fibres musculaires et contiennent peu de vésicules synaptiques. L’acétylcholinestérase est
difficilement détectable. L agrine est donc un organisateur essentiel de la différenciation post-

synaptique, induisant 1’agrégation des RAChs dans la membrane musculaire.

Les genes codant pour les chaines de collagénes sont regroupés téte beche par deux, dirigés
par un seul promoteur, permettant une expression coordonnées des isoformes présentes dans
différents tissus. Les isoformes a3, a4 et a5 sont exprimées au niveau de la JNM, mais leur
réle, sans doute de maintien structural comme dans les zones extrasynaptiques, est redondant

et peu connu (Sanes et al. 1990; Miner and Sanes 1994).

Dans le muscle, les chaines prédominantes des laminines sont les chaines a2 et yl.
L’isoforme principal est la laminine-2 (a2B1yl, aussi appelée mérosine). Les chaines
présentes au niveau de la JNM sont les chaines a4, o5 et B2 (anciennement appelée laminine
S pour « synaptique »), qui forment les isoformes laminine-4 (a2p2y1), -9 (a4p2yl) et -11
(a5B2y1). Les souris homozygotes mutantes pour la laminine B2 sont normales jusqu’a P7,
mais arrétent leur croissance a cet age et meurent entre P15 et P30, avec des défauts rénaux et
de la JNM (Noakes et al. 1995). Le nerf terminal et la membrane post-synaptique ne sont pas
apposés. Le nerf contient peu de zones actives, les vésicules terminales sont distribuées dans
tout le nerf terminal au lieu d’étre agrégées dans la moitié inférieure. Les CSTs envahissent la
fente synaptique et peu de plis sous-synaptiques sont visibles. La fréquence des PPMMs et
PPMs est fortement diminuée et le contenu quantique est réduit (Knight et al. 2003). La
laminine B2 joue donc un réle dans la différenciation synaptique et est particulierement
importante dans la différenciation du nerf terminal. Elle régule la croissance axonale in vitro
(Hunter et al. 1989).

La laminine a4 est située dans la membrane basale entre les ouvertures des plis sous-
synaptiques. Les souris déficientes pour la laminine a4 sont viables, mais montrent un
phénotype locomoteur avec des mouvements désordonnés. A P7, les JNMs sont normales,
mais chez I’adulte, elles sont fragmentées et les branches terminales du nerf sont plus fines

que chez le controle. Les zones actives du nerf ne sont pas apposées en face des ouvertures
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des plis sous-synaptiques (Patton et al. 2001). La laminine a4 est donc requise pour la bonne

apposition des zones actives du nerf et des plis sous synaptiques.

In vitro, les cellules de Schwann s’étendent sur des boites recouvertes de laminine-1
(a1plyl), -2 ou -4, mais reste rondes sur des boites recouvertes de laminine-11. In vivo, la
laminine-11, contenant la chaine a5, pourrait donc empécher I’entrée de la cellule de
Schwann dans la fente synaptique, permettant la bonne apposition des composants pré et post-
synaptiques (Patton et al. 1998). Les souris invalidées pour la laminine a5 meurent entre
E13.5 et E16.5 (Miner et al. 1998). lIs présentent de nombreux défauts développementaux,
avec une exencéphalie et une syndactylie. Ces défauts sont attribuables au role des laminines

dans le maintien des membranes basales.

Les laminines jouent donc un role actif dans 1’apposition entre le nerf et le muscle au niveau
de la JNM, et dans la structure fine des éléments spécialisés pré et post synaptiques. Elles ont

un role crucial dans 1’organisation des trois éléments cellulaires de la INM.

Une isoforme particulier du nidogéne-1 (aussi nommé entactine) a été identifiée au niveau de
la INM (Chiu and Ko 1994). Gréace a ses interactions avec le collagéne 1V, le perlecan et la
fibronectine via son domaine G2 et la laminine y1 via son domaine G3, le nidogéne lie ces
différentes molécules et joue donc un rdle dans la stabilisation de la membrane basale

extrasynaptique. Un role similaire peut donc étre suggéré au niveau de la JINM.

Les neurégulines sont des facteurs de croissance secrétés par le nerf, le muscle et la CST. La
neuréguline-1 (Nrg-1) est présente dans la membrane basale synaptique, mais au moins 14
isoformes sont générées par épissage alternatif et 1’expression de chacune de ces isoformes
n’a pas été déterminée. Toutes ces isoformes contiennent un domaine EGF qui se lie sur ses
récepteurs membranaires ErbB3 et 4 et induit leur hétérodimérisation avec ErbB2 (qui elle-
méme ne lie pas les neurégulines). ErbB2 et 4 sont exprimés par le muscle et sont présents
dans le fond des plis sous synaptiques (Trinidad et al. 2000). Les CSTs expriment ErbB2 et 3,
mais I’expression d’ErbB2 est trés fortement réduite chez 1’adulte. Les neurégulines se

concentrent dans le fond des plis sous synaptiques, la ou se trouvent leurs récepteurs (Patton
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2003). Elles peuvent interagir via leur domaines IgG avec les composants de la membrane
basale, notamment les GAG des HSPGs (Meier et al. 1998).

La fixation de la neuréguline sur son récepteur ErbB induit la phosphorylation des résidus
tyrosines dans le domaine intracellulaire de I’ErbB et le recrutement de facteurs et 1’activation
de voies de signalisation des MAP kinases (Tansey et al. 1996; Altiok et al. 1997; Mejat et al.
2003). Ces voies de signalisation ménent a I’activation du facteur de transcription de la
famille Ets, le GABP. Ce facteur se fixe alors sur une séquence spécifique du promoteur, la
boite N, constituée par un motif de six nucléotides contenant la séquence consensus GGAA
reconnue par le GABP. La fixation du GABP sur cette boite stimule I’expression de protéines
synaptiques spécifiques telles que les RAChs, I’acétylcholinestérase, MuSK, rapsyne, 1’agrine

musculaire et I’utrophine (figure 28).

Les souris invalidées pour ErbB3 (récepteurs présents dans les CSTs) exhibent une
neuropathie sévere et ne survivent pas a la naissance. Les cellules de Schwann sont
inexistantes et les motoneurones dégénerent a partir de E18.5. (Riethmacher et al. 1997),
indiquant que la voie Nrg-ErbB est essentielle pour que la cellule de Schwann assure son role
dans le développement du systeme nerveux. Les souris mutantes pour ErbB2 et 4 (isoforme
exprimée spécifiqguement dans le muscle) sont viables, bien que plus maigres, et ne montrent
qu’une affection mineure des JNMs avec seulement 20 a 30% des ARNm codant pour les

RAChs (Escher et al. 2005).

111C4. La fibre musculaire

L’¢élément post-synaptique est une zone particuliére de la fibre musculaire spécialisée par sa
forme et par I’expression de protéines spécifiques dans son cytosquelette et sa membrane
basale (Sanes and Lichtman 2001) (figure 29). Elle est spécialisée dans la réponse rapide a
’ACh, et contient notamment une concentration trés élevée (>10000/um?) de récepteurs
nicotiniques a ’acétylcholine (RAChs), qui forment un canal cationique peu spécifique. Leur
ouverture permet une dépolarisation membranaire locale, le PPM, a 1’origine de la genése
d’un potentiel d’action dans la fibre musculaire. La membrane post-synaptique est invaginee
en plis sous-synaptiques profonds de 1 a 2 um, qui s’ouvrent face des zones actives du nerf.
Les RAChs sont regroupés au sommet des plis, alors que les canaux sodiques sensibles au

voltage se situent dans le fond des plis.
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Les RAChs sont stabilisés dans la membrane musculaire grace a un complexe de protéines
homologue au DGC excepté que la dystrophine est remplacée par I’utrophine. La dystrophine
est présente au niveau du fond des plis sous-synaptiques alors que 1’utrophine se situe au
niveau des crétes. L utrophine est constituée d’un domaine N-terminal qui se lie aux filaments
d’actine, d’un long domaine central, d’une région riche en cystéines qui permet les
interactions avec les éléments du DGC et d’un domaine C-terminal (Grady et al. 1997). Son
promoteur ne contient pas de TATA box, mais contient une boite E, une boite N et un motif
SP1 (Khurana et al. 1999). Son expression est régulée par les facteurs de transcription
myogéniques durant la myogenése via la boite E (Gramolini and Jasmin 1999), mais surtout
par le facteur de transcription de la famille Ets induit par la voie des neurégulines, le GABP
(Schaeffer et al. 2001) via la boite N (Gramolini et al. 1999). Le GABP est un hétérodimére
composé de GABPa, protéine de 58kDa possédant un motif de reconnaissance de I’ADN, et
de GABPS, protéine de 43kDa qui induit la translocation nucléaire de 1’hétérodimere (Mejat
et al. 2003). Les souris déficientes en utrophine ne montrent pas de graves anomalies
phénotypiques ou morphologiques, mais seulement une diminution de la densité des RAChs
et du nombre et de la taille des plis sous-synaptiques, sans consequences fonctionnelles.
L’expression et la localisation des protéines du DGC a la JNM est normal (Deconinck et al.
1997). L’utrophine ne semble donc pas essentielle a la formation de la JNM, mais participe a

I’invagination des plis sous-synaptiques.

L’utrophine interagit avec le complexe a/B-DG. Les souris completement déficientes en DG
meurent a E6.5. Pour réaliser des modeles viables, des souris chimériques ont été générées.
Ces souris sont viables, mais développent une dystrophie musculaire et une cyphoscoliose. La
JNM est fragmentée, les marquages des RAChs et de I’utrophine sont tres faibles et
I’acétylcholinestérase est absente (Cote et al. 1999). L’a-DG semble donc nécessaire a la
stabilisation des agrégats de RAChs (Jacobson et al. 2001). La glycosylation de 1’a-DG joue
un réle tres important pour la fonction du DG et différentes souris déficientes en
glycosyltransférases ont eté générees. Les souris déficientes pour la glycosyltransférase
LARGE développent une faiblesse musculaire et une incapacité progressive a s’agripper sur
une barre (Levedakou et al. 2005). Leurs muscles squelettiques montrent des fibres en

nécrose, des fibres a noyaux centraux et du splitting. La gaine de myéline des axones du nerf
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sciatique est irréguliére, et on trouve des groupes d’axones non myélinisés. Le nombre de
JNMs est diminué de 40%, leur forme est allongée et le marquage des RAChs est diffus. La
localisation de 1’agrine, de MuSK et de rapsyne a la JNM est irréguliére et le marquage de
I’acétylcholinestérase et de la laminine-a2 sont réduits. L’interaction de 1’a-DG avec la
laminine est fortement réduite (Michele et al. 2002). De méme, I’interaction avec le perlecan
est réduite de 80% (Kanagawa et al. 2005). Chez I’Homme, des mutations de la
glycosyltransférase fukutine meénent a une dystrophie musculaire congénitale, avec des
muscles et des JINMs immatures, exprimant encore les isoformes de myosine et de la sous-
unité feetale y des RAChs (Taniguchi et al. 2006). Le marquage des RAChs est faible et
dispersé, et le nombre de plis sous-synaptiques est fortement réduit. Ceci confirme donc un

réle de I’a-DG dans la formation de la JNM.

D’autre part, I’utrophine interagit avec 1’a-dystrobrévine (DB). Il existe 5 isoformes d’a-DB
générées par épissage alternatif. Seules les isoformes 1 a 3 sont exprimées dans le muscle
squelettique. L’a-DB 1 est localisée de facon prédominante au niveau de la JNM dans les
crétes des plis sous-synaptiques, alors que 1’a-DB 2 est présente dans les zones
extrasynaptiques et synaptiques au niveau du fond des plis (Grady et al. 2000). Les souris
déficientes en o-DB sont viables, mais developpent une dystrophie musculaire et une
cardiomyopathie, avec une dégénérescence des fibres musculaires et des cardiomyocytes
(Grady et al. 1999). Elles ont des JNMs normales jusqu’au jour post-natal P7, puis les RAChs,
I’utrophine et la rapsyne montrent une localisation irréguliere et granulaire, et une diminution
de moiti¢ de la densité des plis sous synaptiques est observée. L’a-DB n’est donc pas
nécessaire a la formation de la JNM, mais est essentielle a sa maturation. Une diminution du
marquage de la syntrophine et de nNOS (Nitric Oxide Synthase) est observée, et I’a-DB
semble donc requise pour ancrer ces molécules cytoplasmiques solubles a la membrane

musculaire.

L’utrophine et la dystrophine interagissent également avec les syntrophines (Peters et al.
1997). Il existe 5 isoformes de syntrophine: al, B1, B2, vyl et y2. Toutes ont la méme
structure et contiennent 2 domaines PH (pleckstrin homology), un domaine PDZ qui interagit
avec NNOS, et un domaine C-terminal unique aux syntrophines. A la JNM, les isoformes o et
2 sont exprimées respectivement au niveau des crétes et du fond des plis sous synaptiques.

Les souris deficientes en B2 syntrophine sont viables et fertiles et ne montrent aucun
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phénotype visible. Les muscles et la densité des RAChs sont normaux (Adams et al. 2004).
Les souris déficientes en a-syntrophine sont viables et fertiles et ne montrent aucun signe de
dystrophie musculaire (Adams et al. 2000). Néanmoins, les JNMs montrent une diminution
de la densité des RAChs, une désorganisation des plis sous-synaptiques et une diminution
d’acétylcholinestérase a la JNM. La syntrophine semble donc stabiliser le DGC a la JNM. De
la méme facon, les souris déficientes pour nNOS montrent une diminution de la densité des
RAChs, ce qui suggerent que le NO soit requis dans 1’agrégation de ces récepteurs (Shiao et
al. 2004).

I11D. Le complexe acétylcholinestérase-ColQ
IIID1. L.’acétylcholinestérase (AChE)

Le géne codant pour I’AChE est situé sur le chromosome 7 et contient six exons. Le domaine
catalytique de I’enzyme est codé par les exons 2, 3 et 4 et il existe différents promoteurs dans
I’exon 1. Différentes isoformes d’ AChE sont produites par épissage alternatif de la partie 3” :
types H (hydrophobic) contenant I’exon 5, T (tailed) contenant I’exon 6, et R (readthrough)
contenant I’intron situé en 3’ de I’exon 4 (Massoulie et al. 1998) (figure 30). Les deux
principales isoformes présentes chez les mammiferes sont le type H, exprimé dans les cellules
hématopoiétiques (foie, rate) et le type T plus largement exprimé, notamment dans les
systemes nerveux central et périphérique et dans le muscle (Legay et al. 1993; Legay et al.
1999). De plus, les trois isoformes sont présentes dans le muscle embryonnaire, et
I’expression exclusive des isoformes de type T n’apparait qu’apres ’innervation (Legay et al.
1995). Les isoformes T (AChE~) sont caractérisées par un peptide de 40 acides aminés dans
leur partie C-terminale, appelé le peptide T. Ces isoformes T peuvent s’associer entre elle et
former différentes molécules (figure 31) : globulaire monomérique (G1), dimérique (G2) ou
tétramérique (G4) (Soreq and Seidman 2001; Darvesh et al. 2003). Les tétrameres sont soit
non amphiphiles (G4na): les peptides T interagissent les uns avec les autres; soit
amphiphiles (G4a) : les peptides T sont exposés vers 1’extérieur, et peuvent donc s’associer a
ColQ ou PRiMA, qui ancrent I’AChE dans la membrane basale ou la membrane plasmique,
respectivement (Bon and Massoulie 1997). Les molécules associées avec ColQ sont dites
asymétriques et existent sous 3 formes : A4, A8 et A12, qui contiennent respectivement 1, 2
ou 3 tétrameres d’AChE.
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La forme asymétrique A12 est la forme majoritaire présente a la JNM (Rotundo et al. 2005)
ou elle est responsable de I’hydrolyse de I’ACh dans les synapses cholinergiques. La choline
libérée est alors endocytée par le nerf terminal et peut étre réutilisée (Zimmerman and Soreq
2006). La vitesse de libération de I’ACh fixée aux récepteurs est inféricure a la vitesse
d’hydrolyse de I’ACh par I’AChE, de fagon a ce que dés qu’une molécule d’ACh est libérée,
de nombreuses molécules d’AChE soient libres pour 1’hydrolyser et I’empécher de stimuler
un autre récepteur. L’ AChE controle ainsi la concentration de neurotransmetteur présent dans
la fente synaptique. Elle a une activité catalytique extrémement rapide. Pour assurer cette
rapidité, I’enzyme doit étre localisée au bon endroit (Guerra et al. 2005). Une facon de
garantir cette localisation est 1’expression spécifique de I’AChE par les noyaux sous
synaptiques (Jasmin et al. 1993). L’ AChE joue également d’autres réles indépendamment de
ses propriétés catalytiques : stimulation de la genése des neurites, propriétés adhésives, réle

dans la synaptogenése et I’hématopoicse (Soreq and Seidman 2001).

Une lignée de souris invalidée pour I’AChE a été générée par la délétion des exons 2 a 5. Les
souris homozygotes mutantes complétement déficientes en AChE ne montrent pas de
phénotype visible a la naissance, mais leur prise de poids et leur croissance est retardée. Elles
ne vivent pas au dela de 3 semaines et présentent un phénotype particulier : elles sont plus
petites que les sauvages, tournent en rond, n’ouvrent pas les yeux, montrent une immaturité
de D’oreille externe et développent des tremblements (Xie et al. 2000). L’absence d’AChE
cause donc un retard de développement et de maturation. Cependant, avec une attention
particuliére et en administrant a ces mutants un régime liquide riche en gras, les souris
peuvent étre maintenues en vie jusqu’a 4 mois (Girard et al. 2005). Les analyses
électrophysiologiques sur hémidiaphragme ont montré que ces mutants étaient incapables de
maintenir une contraction tétanique. De plus, les JNMs apparaissent normales a P7, mais sont
complétement fragmentées dés P15. Le nerf montre également ce profil fragmenté, suggérant

qu’il se soit adapté au surplus d’ACh non hydrolysé par I’AChE.
Les souris délétées pour les exons 5 et 6 de I’AChE sont viables, mais développent également

des tremblements et une faiblesse musculaire (Camp et al. 2005). L’analyse des JNMs de ces

mutants a montré des RAChs fragmentés. Ce profil pourrait étre une adaptation de la
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morphologie de la JNM pour permettre a ’ACh de s’échapper rapidement de la synapse
(Girard et al. 2006).

11D2. ColQ

Une autre fagon de localiser ’AChE a la JNM, outre son expression par les noyaux sous-
synaptiques, est son interaction avec ColQ. ColQ constitue une queue collagénique en triple
hélice qui ancre ’AChE dans la membrane basale synaptique (Aldunate et al. 2004). Chaque
monomeére de ColQ est composé de plusieurs domaines (Krejci et al. 1997). Le domaine N-
terminal (PRAD), riche en prolines, est nécessaire et suffisant pour I’interaction avec les
tétrameres d’AChE. Ce domaine contient deux résidus Cys qui peuvent établir des ponts
disulfures avec les tétrameres d’AChE pour stabiliser I’interaction (Bon et al. 1997). Le
domaine collagénique central contient 63 triplets Gly-x-y importants dans
I’homotrimérisation de ColQ et 2 motifs HBD responsables de la liaison avec 1’héparine ou
les chaines HS (Deprez and Inestrosa 1995). La coopération de ces deux motifs est importante
pour I’interaction avec les HSPGs, mais ils different sur plusieurs points : leur affinité (le
domaine HBD C-terminal montre une affinité plus grande), le nombre des résidus basiques
qu’ils contiennent (le domaine HBD C-terminal contient 2 résidus basiques supplémentaires)
et la nature de ces résidus (Arg-Lys-Gly-Arg pour le domaine HBD N-terminal et Lys-Arg-
Gly-Lys pour le C-terminal). De plus, la conformation locale contribue autant que la séquence
primaire a ’affinité avec les HSPGs (Deprez et al. 2003). Enfin, le domaine C-terminal
contient un motif riche en prolines nécessaire a I’initiation de la formation de la triple hélice

et un motif riche en cystéines nécessaire a 1’attachement de ColQ sur son récepteur.

Les souris invalidées pour ColQ ont été générées par le remplacement de 1’exon codant pour
le domaine PRAD par une cassette Néo seule ou associée au gene LacZ (Feng et al. 1999).
Les homozygotes mutants des deux lignées exhibent le méme phénotype : elles développent
des tremblements des le cinquiéme jour post-natal et grandissent beaucoup moins rapidement
que les souris sauvages. La moitié meurent a P21, et les deux tiers des survivants meurent
dans les quelques semaines qui suivent. Seuls 10 a 20% des mutants survivent a 1’age adulte.
40% des JNMs sont fragmentées et 20% sont immatures et n’acquierent pas la forme typique
en bretzel. L’AChE est totalement absente au niveau de la JNM. L’expression et la

localisation de 1’a-sarcoglycan, du B-DG, de la rapsyne, de 1’utrophine et de I’agrine est
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normale. En microscopie électronique, un envahissement de la fente synaptique par la cellule
de Schwann terminale est visible, suggérant un mécanisme compensatoire pour limiter le taux
d’ACh présent dans la fente synaptique. Des analyses électrophysiologiques sur
hémidiaphragmes ont montré une augmentation du temps de décroissance des PPMs et

PPMMs, ainsi qu’une augmentation du contenu quantique.

L’agrégation de I’AChE au niveau de la JNM est contrdlée par deux mécanismes similaires a
I’agrégation des RAChs : son expression est limitée aux noyaux sous-Synaptiques, et sa queue

collagénique ColQ lui permet d’étre liée a des composants de la membrane basale.

Le perlecan est colocalisé avec les agrégats d’AChE-ColQ au niveau de la JNM et interagit
avec une grande affinité avec ColQ (Peng et al. 1999), certainement via ses domaines HBD.
In vitro, I’héparine bloque la formation des nouveaux agrégats d’AChE, mais ne détruit pas
les agrégats anciennement formés (Rossi and Rotundo 1996). Le perlecan semble donc étre
impliqué dans la localisation de I’AChE (Steen and Froehner 2003), ancrant le complexe
AChE-ColQ dans la membrane basale dés sa sécrétion (Peng et al. 1998). Le récepteur
transmembranaire MuSK interagit avec le domaine C-terminal de ColQ (Cartaud et al. 2004).

MuSK immobiliserait donc I’AChE-ColQ au niveau de la JNM via son interaction avec ColQ.

Un mécanisme est alors proposé dans lequel la forme A12 d’AChE est assemblée dans le
Golgi, associée au perlecan via des liaisons électrostatiques, sécrétée et attachée dans la
membrane basale, via les interactions perlecan/a-DG. Puis, le complexe AChE-ColQ est

immobilisé au niveau de la JNM via I’interaction ColQ-MuSK (figure 32).

IHIE. Hypothése perlecan et SJS

L’efficacité de la transmission synaptique de la localisation correcte de I’AChE, qui restreint
I’action du nerf en hydrolysant I’ACh. L’hypothéese actuellement proposée pour expliquer la
raideur musculaire dans le SJS est qu’un manque de perlecan entrainerait une perte d’AChE
au niveau de la JINM. Le systéeme neuromusculaire des souris invalidées pour le perlecan a été
étudié a E18.5 (Arikawa-Hirasawa et al. 2002). Les muscles et la membrane basale
musculaire se développent normalement et 1’innervation des fibres semble normale.
Néanmoins, des anomalies de la JNM sont visibles, avec une augmentation de I’aire occupée

par les RAChs associée a une diminution de leur densité. Le plus frappant est une absence
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d’AChE-ColQ au niveau de la JNM. Le perlecan semble donc essentiel pour la localisation
synaptique de I’AChE. Dans le SJS, ce déficit en AChE pourrait mener a un accrochage
multiple de I’ACh sur ses récepteurs pré- et post-synaptiques, menant a stimulation répétitive
du muscle suite a un influx nerveux unique, et expliquant alors I’hyperactivité musculaire
observée. Néanmoins, un déficit en AChE a déja été décrit dans un type de syndrome
myasthénique congenital.

IH1F. Les syndromes myasthéniqgues congénitaux (SMC)

Les SMCs constituent un groupe de maladies génétiquement hétérogene (Engel et al. 2003;
Engel and Sine 2005). lls sont provoqués par une altération de la transmission synaptique et
sont caractérisés par une faiblesse musculaire, avec une fatigabilit¢ accentuée a 1’effort.
L’hypotonie est généralisée et atteint les muscles des yeux (ptosis), de la téte et des membres.
Une diminution des réponses des potentiels d’unités motrices a une stimulation basse
fréquence a ’EMG.

Une premiére classification (type I a Ill) avait été proposée en 1996 sur des criteres de
phénotype clinique et de transmission génétique (Middleton 1996), mais avec la découverte
des différents genes impliqués, une seconde classification selon le site ou se situe
I’anomalie (pré-synaptique, synaptique ou post-synaptique) est aujourd’hui beaucoup plus
largement utilisée (Engel et al. 2003).

I11F1. Syndrome myasthénigque pré-synaptique

Le SMC présynaptique (ou type la) est di a des mutations perte de fonctions récessives dans
le géne codant pour la choline acétyltransférase (ChaT) (Ohno et al. 2001). ChaT est une
enzyme synthétisée par les neurones et transportée dans le nerf terminal, ou elle catalyse la
réaction de synthése d’ACh a partir de choline et d’acetylCo-enzyme A. Le gene est constitué
de 18 exons et code 5 transcrits différents générés par €pissage alternatif de la partie 5° (exons
1 & 4). Le premier exon code pour une autre protéine, VaChT (vesicular acetylcholine
transporter). Toutes les mutations sont situées dans la partie 3’ du géne (exons 6 a 15) et
touchent donc la totalité des transcrits produits (Kraner et al. 2003; Schmidt et al. 2003;
Barisic et al. 2005). Ce type de SMC se distingue par des épisodes soudains de détresse
respiratoire, menant a des apnées et pouvant nécessiter des intubations et une ventilation
artificielle. Les souris délétées pour le géne Chat meurent a la naissance, sans doute a cause
de I’absence de stimulation du diaphragme. On note en effet chez ces souris une élimination

totale de la neurotransmission, une hyperinnervation au moment du contact nerf-muscle chez
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I’embryon et une altération de 'ultrastructure de la JNM avec des nerfs terminaux plus petits
et moins de plis sous synaptiques (Brandon et al. 2003). De fagon intéressante, les 15
mutations humaines décrites majoritairement sont des mutations faux-sens (sauf une mutation
non-sens et une insertion de deux nucléotides menant a un décalage de lecture hétérozygotes
composites) qui modifient I’activité de la ChAT sans I’abolir complétement. Ceci explique le
phénotype atténué des patients par rapport aux souris présentant une délétion totale de

I’enzyme.

I11F2. Syndrome myasthénique synaptigue

Le SMC synaptique (type Ic) est autosomique récessif et se caractérise par une absence
d’AChE a la JNM, corrélée a une diminution de la taille des JINMs et une densité normale de
RACh. A ’EMG, on peut voir une réponse répétée apres une stimulation unique, due a une
stimulation répétée des RAChs par I’ACh qui n’est plus hydrolysée par 1I’AChE.
L’ultrastructure des JNMs est aussi modifiée avec des nerfs terminaux de petite taille, une
dégénération des plis sous-synaptiques et un envahissement de 1’espace synaptique par la
cellule de Schwann terminale pour limiter le niveau d’ACh présent dans la fente synaptique.
Ce type de SMC est causé par des mutations dans le gene ColQ (Donger et al. 1998; Ohno et
al. 1998; Ohno et al. 1999). On trouve tous les types de mutations (faux-sens, non sens,
insertion, délétion, mutation d’excision-épissage), situés dans tous les domaines de cette
queue collagénique : les mutations dans le domaine PRAD empéchent la fixation des
tétrameres d’AChE, les mutations dans le domaine collagénique central empéchent la
formation de la triple hélice, et enfin, les mutations dans le domaine C-terminal empéchent la
fixation de ColQ sur son récepteur MuSK, et donc la localisation correcte de I’isoforme A12

de I’AChE a la JNM.

I11F3. Syndromes myasthénigues post-synaptiques

Les types Id et le sont les SMC post-synaptiques avec des mutations dans des génes codant

pour différentes protéines du composant post-synaptique.

Les mutations les plus nombreuses sont présentes dans les différentes sous unités des RAChs.
Elles sont divisées en deux groupes. La majorité des mutations identifiées jusqu’a aujourd’hui
diminuent 1’expression des RAChs. Elles sont de tous types: faux-sens, non sens,

insertion/délétion et excision-épissage. On en trouve dans les sous unités a, p (Quiram et al.
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1999) et & (Muller et al. 2006), qui menent a un phénotype sévere, mais elles sont
majoritairement concentrées dans le gene codant pour la sous unité € (Engel et al. 1996) et
dans son promoteur (Nichols et al. 1999; Ohno et al. 1999). Ces derniéres n’entrainent qu’un
phénotype mineur et une compensation par la sous unité feetale y exprimée de fagon résiduelle
dans le muscle adulte a été suggérée pour expliquer ce phénotype atténué (Croxen et al. 2001).
Il existe des modeles de souris avec invalidation de la sous unité RACh ¢ (Witzemann et al.
1996; Missias et al. 1997). Elles développent une faiblesse musculaire et ne survivent pas au-
dela de trois mois. Leurs JNMs se développent normalement, mais on peut voir une
diminution des plis sous synaptiques et des terminaisons nerveuses qui s’étendent au-dela des
RAChs. Le temps de décroissance des potentiels de plaque est allongé et les contractions
tétaniques ne sont pas maintenues, évoquant une altération de la transmission synaptique. Une
compensation par 1’isoforme feetale y se produit, celle-ci étant toujours exprimée chez les

mutants a P30, alors qu’elle n’est plus détectable chez les controles du méme age.

Le second groupe de mutations touchant les RAChs vont modifier les propriétés cinétiques du
canal. Certaines prolongent le courant synaptique en augmentant 1’affinité de I’ACh pour son
récepteur, le nombre et le temps d’ouverture : ce sont les mutations canal lent (Engel et al.
1996). La majorité de ces mutations sont des mutations gain de fonction et sont donc
associées a une transmission autosomique dominante, mais une transmission autosomique
récessive a également été rapportée. La grande quantité de calcium présent dans le muscle,
due aux épisodes prolongés d’activation synaptique, mene a une dégénérescence de I’appareil
post synaptique et des plis sous-synaptiques, avec la présence de noyaux apoptotiques et des
vacuoles. D’autres mutations autosomique récessives ont 1’effet inverse, elles diminuent le
nombre et le temps d’ouverture : ce sont les mutations canal rapide. Elles sont ainsi nommees
a cause du temps de décroissance trés court des réponses synaptiques et entrainent un

phénotype modéré.

Les canaux sodiques sensibles au voltage sont constitués de deux sous-unités : o et 3. Huit
génes (SCN1A a SCN8A) codent pour les huit sous-unités o et deux (SCN1B et SCN2B) pour
les sous-unités . Dans le muscle, on trouve uniquement la sous-unité o5 dans le cceur et le
muscle squelettique feetal, et les sous-unités a4 et B1 dans le muscle squelettique adulte

(canal Nav1.4) (Lehmann-Horn and Jurkat-Rott 1999). La sous-unité o est essentielle pour la
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fonction du canal. Elle est composée de quatre domaines (I a IV) hautement similaires
contenant six segments (hélices o) transmembranaires (S1 a S6) separés par des boucles
cytoplasmiques ou extracellulaires. En 3 dimensions, les boucles S5-S6 forment le filtre
ionique sélectif du pore, les segments S4 riches en arginines et lysines chargés positivement
sont responsables de I’ouverture du pore par changement de conformation lors de la
dépolarisation, et la boucle cytoplasmique I11-1V est impliquée dans I’inactivation du canal.
La sous-unité B1 joue un rdle dans le contréle des propriétés électrophysiologiques de la sous

unité o.

A la JNM, au niveau des plis sous-synaptique, les RAChs sont concentrés au niveau des
crétes alors que les canaux sodiques sensibles au voltage Nav1.4 (contenant la sous-unité a4),
assurant la dépolarisation de la membrane musculaire, sont concentrés dans le fond des plis
(Flucher and Daniels 1989). Des mutations de la sous-unité a4 ont été associées aux
myotonies aggravees par le potassium, aux paramyotonies congénitales, et aux paralysies
périodiques hyper- et hypokaliémiques (Fontaine et al. 1997; Cannon 2006). Récemment,
deux mutations de cette sous-unité ont été découvertes chez une patiente atteinte de SMC :
€.737C>T (p.Ser246Leu) dans la boucle cytoplasmique 1S4-S5 et ¢.4325T>A (p.Vall442Glu)
dans la boucle extracellulaire 11S3-S4, menant a un défaut d’inactivation du canal (Tsujino et
al. 2003). Le canal reste dans son état inactif et ne peut pas étre réactivé, ce qui mene a la
faiblesse musculaire présente au niveau des yeux (ptosis), du visage, du tronc et des membres
et a des arréts respiratoires. La structure de la JNM (nerf et plis sous synaptiques), la quantité
de RAChs et de canaux sodium, ainsi que I’amplitude et le contenu quantique des potentiels

de plague sont normaux.

Deux mutations dans le gene codant pour MuSK ont été répertoriées récemment chez une
patiente souffrant de SMC: ¢.2368G>A (Val790Met) et ¢.220insC (protéine tronquée)
(Chevessier et al. 2004). Ces mutations affectent la stabilité et la phosphorylation de la
protéine, qui ne joue plus son réle dans 1’agrégation des récepteurs. A la JNM, on observe une

diminution des marquages MuSK et RACh et du sprouting du nerf terminal.

Des mutations récessives ont également été identifiées dans tous les domaines de la rapsyne

ainsi que dans la boite E de son promoteur (Ohno et al. 2002; Ohno and Engel 2003; Ohno et
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al. 2003). Ces mutations diminuent I’expression ou la stabilité de la protéine, ou empéchent la

dimérisation ou I’association avec les RAChs (Cossins et al. 2006).

Des mutations tronquantes, faux-sens et d’excision épissage dans le gene Dok-7 sont
responsables du syndrome myasthénique récessif de type Ib, caractérisé par une faiblesse des
muscles du tronc, du cou et des extrémités proximales des membres (Beeson et al. 2006;
Muller et al. 2007; Palace et al. 2007). Cette protéine cytoplasmique est composée de
différents domaines : un domaine N-terminal contenant les motifs PH (pleckstrin homology)
et PTB (phosphotyrosine binding) et un domaine C-terminal contenant un motif SH2 (Src
homolgy 2). Elle est spécifiquement exprimée dans les muscles squelettiques, le diaphragme
et le ceeur et accumulée au niveau de la JNM. In vitro, elle interagit avec MuSK via son
domaine PTB et est capable d’induire I’agrégation des RACh. Les souris déficientes pour
cette protéine meurent a la naissance. Aucun agrégat de RAChs n’est visible dans les zones ou
sont normalement situées les JNMs dans le diaphragme. Dok-7 semble donc nécessaire in

vivo a la synaptogenése (Okada et al. 2006).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Le syndrome de Schwartz-Jampel (SJS) est caractérisé par une raideur musculaire associée a
une chondrodystrophie. C’est une pathologie connue depuis 45 ans, mais c’est seulement
récemment que le géne responsable de cette pathologie a été découvert : il s’agit du geéne
HSPG2 codant pour le perlecan, un héparane sulfate protéoglycane de plus de 450kDa présent
dans la majorité des membranes basales. Cependant, une autre pathologie, la Dysplasie
dissegmentaire de type Silvermann-Handmaker (DDSH), est également due & des mutations
perte de fonction du perlecan et méne a un phénotype beaucoup plus sévére. Des études ont
alors été menées pour comprendre la relation entre le perlecan et la différence de séverité
entre ces deux pathologies, ainsi que le r6le du perlecan dans le développement des signes
cliniques du SJS. Des hypothéses ont été émises, mais sont restées spéculatives. La différence
de phénotype entre le SJS et la DDSH semble étre basée sur un effet dose du perlecan, avec
une corrélation inverse entre le taux de perlecan et la sévérité du phénotype, mais cette
hypothése est basée sur ’analyse d’un nombre faible de patients. D’autre part, le perlecan
semble étre impliqué dans 1’ancrage de I’AChE a la JNM, et un déficit en cet enzyme a la JNM est
proposé pour expliquer la raideur musculaire dans le SJS. Néanmoins, cette hypothése est basée
sur des analyses réalisées chez I’embryon, alors que le JNM n’est pas mature a cet age, et un
déficit en AChE a déja été lié a un type de syndrome myasthénique congénital menant a une

faiblesse musculaire.

Au cours de ma these, j’ai d’une part participé a 1’étude des bases moléculaires du SJS par une
recherche de mutations du géne HSPG2 dans un large échantillon de patients SJS représentant le
tiers de la population SJS décrite dans la littérature. D’autre part, j’ai caractérisé un modele murin
viable de cette pathologie, afin d’étudier le systéme neuromusculaire adulte des mutants pour

comprendre les bases physiopathologiques menant a la raideur musculaire dans le SJS.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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RESULTATS ET DISCUSSION

l. Article | publié

Le syndrome de Schwartz-Jampel résulte de mutations perte de fonction dans le gene HSPG2
codant pour le perlecan. Avant cette étude, seulement dix mutations du perlecan avaient été
décrites dans le SJS. Trois mutations de HSPG2 ont également été décrites dans une
pathologie allélique au SJS, la DDSH. Néanmoins, la gravité phénotypique de ces deux
pathologies est trés différente : Le SJS est caractérisé par une raideur musculaire et des
déformations ostéoarticulaires qui ménent a un handicap fonctionnel sans remettre en cause la
vie du patient alors que la DDSH est caractérisée par une ostéochondrodysplasie trés sévere
menant a la mort du patient dans les premiers jours de vie. Arikawa-Hirasawa et al. ont
proposé que cette différence de sevérité soit due a un effet de dose : la DDSH serait due a une
absence totale de perlecan sécrété, alors que dans le SJS, un niveau résiduel de perlecan
fonctionnel subsisterait et permettrait un sauvetage du phénotype (Arikawa-Hirasawa et al.
2002). Cependant, cette hypothése est basée sur un nombre faible de mutations et de patients
(dix mutations chez huit patients dans le SJS et trois mutations chez deux patients dans la
DDSH), et les bases moléculaires devaient donc étre mieux définies. Nous avons donc
exploré plus en avant cette hypothése en recherchant les mutations HSPG2 présentes dans une
large cohorte de patients SJS et en étudiant les conséquences de certaines de ces mutations sur
I’expression du perlecan grace a des cellules (lymphoblastes ou fibroblastes) de patients

établies en culture.

Dans cette étude, nous avons effectué une recherche de mutations HSPG2 chez 35 patients
(23 familles), représentant environ un tiers des cas de SJS. Nous avons identifié 22 nouvelles
mutations. Ces mutations sont de tout type : non-sens (9%), faux-sens (23%), excision -
épissage (27%) et delétions / insertions nucléotidiques (41%). Elles sont reparties tout au long
du gene, bien que le domaine I ne soit pas touché et qu’un point chaud de mutations faux-sens
soit observé dans les exons 35 a 38 codant pour I’extrémité C-terminale du domaine I1l. Plus
de la moitié des mutations se trouve dans le domaine IV, mais cette observation est sans doute
plus liée a la taille du domaine plutdét qu’a une localisation préférentielle. La majorité des

mutations (82%) est unique a chaque famille et aucun effet fondateur n’a été démontré.

Toutefois, un profil d’expression différent a été observé entre les mutations faux-sens et les

mutations tronquantes. En effet, le taux d’ARNm quantifié par QRT-PCR est diminué dans
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les cellules issues de 2 patients possédant une mutation tronquante comparé a un controle,
alors qu’il est inchangé dans les cellules issues de 2 patients possédant une mutation faux-sens.
Des immunomarquages sur fibroblastes issus de biopsies de peau de ces 4 patients ont montré
un déficit en perlecan sécrété dans la matrice extracellulaire. Un taux résiduel de perlecan
apparemment normal était toujours observé, confirmant que les mutations étudiées exercaient
bien un effet hypomorphe. Cependant, un marquage distincts a pu étre observé en fonction du
type de mutation, avec un marquage intracellulaire visible dans les cellules issues de patients
possédant des mutations faux-sens. Il semble donc que deux mécanismes distincts se
produisent selon le type mutations : les mutations tronquantes meneraient a une instabilité de
I’ARN alors que les mutations faux-sens meéneraient a une rétention intracellulaire de la
protéine. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en évidence de corrélation génotype-
phénotype. Cette différence de comportement des protéines mutées ne semble donc pas

s’accompagner de phénotypes cliniques distincts.
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Spectrum of HSPG2 (Perlecan) Mutations in Patients With

Schwartz-Jampel Syndrome
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Human Mutation (2006) 27:497-509
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IB. Résultats complémentaires
La premiére partie de mon travail de these a consisté a comprendre les bases moléculaires du

SJS. Pour cela, nous avons effectué une recherche de mutations du gene HSPG2 codant pour
le perlecan chez 35 patients, puis nous avons étudié les conséquences fonctionnelles de ces
mutations sur ’ARN et la protéine synthétisés par les cellules de patients. L’hypothése
soulevée par Arikawa-hirasawa et al. est qu’un effet de dose du perlecan pourrait intervenir
dans la différence de phénotype entre la DDSH et le SJS, avec une absence totale versus un
taux residuel de perlecan secrété, respectivement (Arikawa-Hirasawa et al. 2002). Nous avons
en effet pu vérifier par immunomarquage la présence d’un taux résiduel de perlecan de taille
apparemment normale secrété dans la matrice extracellulaire de fibroblastes de patients en
culture. J’ai ensuite pu vérifier que cet effet hypomorphe existait bien in vivo en réalisant des
immunomarquages sur coupes transversales de muscles squelettiques issus de biopsies
musculaires de trois patients SJS. L’un était hétérozygote composite pour les mutations
p.L1491del et p.R3452Q (patient 16 de D’article I), le second était homozygote pour la
mutation faux-sens p.R1478C (patient 15 de I’article I) et le dernier était hétérozygote
composite pour la mutation non-sens p.R916X, le second all¢le n’étant pas identifié (patient 1
de I’article III en annexe). Trois anticorps reconnaissant le perlecan ont été utilisés : deux
anticorps monoclonaux (DI 1/100° CSI 001-76 Antibody shop et DI111/100° 7B5 Zymed) et
un anticorps polyclonal (DV, 1/50°%, L-20 Santa Cruz Biotechnology Inc.). Chez le controle,
on observe un marquage uniforme et intense des membranes basales des fibres musculaires,
alors que ce marquage est diminué chez les trois patients (figure 33), suggérant un déficit en
perlecan sécrété dans les membranes basales musculaires. J’ai ainsi confirmé in vivo 1’effet

hypomorphe des mutations SJS étudiées.
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témoin

p.L1491del
p.R3452Q

p.R1478C

p.R9O16X+?

Figure 33 : Immunomarquages anti-perlecan réalisés sur coupes transversales de muscles
squelettiques issus de biopsies musculaires de patients SJS. Les mutations des patients sont
indiquées. Notez le déficit en perlecan sécrété dans les membranes basales des patients
compare au marquage uniforme et intense du temoin.
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IC. Mécanismes responsables du déficit en perlecan
Une mutation est dite hypomorphe quand elle permet la production d’un taux résiduel de

protéine partiellement ou completement fonctionnelle. Nous avons montré que deux

processus différents selon le type de mutations était a 1’origine du déficit en perlecan dans le

SJS (figure 34).

IC1. Controdle qualité pour les mutations faux-sens

Les mutations faux-sens affectant un résidu Cys du domaine III entrainent 1’accumulation
intracellulaire de la protéine mutée, suggérant qu’elles empéchent la protéine d’acquérir une
conformation correcte ou d’interagir avec d’autres protéines. Les protéines secrétées sont
normalement assemblées et modifiées dans le réticulum endoplasmique (RE). Un mécanisme
appelé le «contrble qualité » vérifie la conformation de la protéine, et, si elle n’est pas
correcte, empéche la sécrétion de cette protéine et la détruit. Ce mécanisme agit via les
molécules chaperonnes. Ces protéines chaperonnes ont pour réle d’assister le repliement de la
protéine et de favoriser ses interactions, mais leur role principal est la reconnaissance et la
destruction des protéines mutées (Outeiro and Tetzlaff 2007). Les molécules chaperonnes
sélectionnent de maniere spécifique les protéines (les glycoprotéines sont reconnues par la
calnexine ou la calréticuline alors que les régions hydrophobes d’autres protéines sont
reconnues par la BiP, par exemple), les empéchent de s’agréger dans le RE, les transportent
dans le cytosol et maintiennent leur solubilité pour faciliter leur dégradation via la voie de
I’ubiquitine et du protéasome (Nishikawa et al. 2005). Il arrive parfois que les protéines
mutées ne soient pas reconnues par les chaperonnes et échappent au contréle qualité. Ceci
pourrait étre a I’origine de la quantité résiduelle de protéine mutée sécrétée chez les patients

homozygotes pour ces mutations faux-sens.

Cependant, et de facon problématique, les molécules chaperonnes peuvent dans certains cas
contribuer au développement de pathologies, en retenant et détruisant des protéines mutées,
qui sont en réalité capables d’acquérir une conformation proche de la conformation normale et
ainsi d’assumer la majorité de leurs fonctions biologiques (Welch 2004). Dans le SJS, nous
avons pu observer sur les fibroblastes de patients porteurs d’une mutation faux-sens affectant
un résidu Cys du domaine III une rétention du perlecan a Dintérieur de la cellule,
probablement via ce controle qualité. Néanmoins, un taux résiduel de perlecan est observé

dans la matrice, suggérant qu’une partie des protéines échappent au controle qualité, et sont
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au moins partiellement fonctionnelles puisqu’elles permettent le sauvetage du phénotype. Une
possibilité thérapeutique serait alors d’inhiber ce contrdle qualité pour permettre la sécrétion
d’une quantité beaucoup plus importante de perlecan et améliorer ainsi le phénotype des
patients. Cette possibilit¢ a déja ¢été envisagée dans d’autres pathologies telle que la
mucoviscidose, grace a 1’utilisation de chaperonnes chimiques et pharmaceutiques, mais ces

tests restent pour le moment effectués in vitro (Brown et al. 1996).

IC2. NMD pour les mutations tronguantes
Les mutations tronquantes sont des mutations qui aboutissent a un codon stop prématuré

(CSP), soit a cause d’un décalage du cadre de lecture introduit par des mutations d’excision-
épissage ou par des insertions et délétions nucléotidiques, soit directement a cause d’une
mutation non-sens. La cellule a mis en place un mécanisme particulier, le NMD (nonsense-
mediated decay) qui permet d’éliminer les ARN possédant un CSP, aussi bien dans un
contexte normal que pathologique (Holbrook et al. 2004). 11 agit d’une part dans le controle
de I’expression normale des protéines telles que les immunoglobulines des lymphocytes B et
les récepteurs des lymphocytes T, dont les genes subissent des réarrangements extensifs pour
produire la variabilité nécessaire au systeme immunitaire pour répondre a une large variété
d’antigénes (Li and Wilkinson 1998). Le NMD agit pour sélectionner seulement les géenes
réarrangés avec succes. D’autre part, dans certaines pathologies telles que la B-thalassémie, la
protéine mutée contenant un CSP est tronquée et exerce un effet dominant négatif (en
s’associant avec la protéine normale, elle empéche le complexe de fonctionner). Le NMD
permet de dégrader les ARNs codant pour cette protéine mutée et protege ainsi les
hétérozygotes contre le développement de la pathologie (Kugler et al. 1995). Le mécanisme
du NMD est encore largement inconnu, mais il repose dans la reconnaissance différentielle
des CSP et des codons stop normaux lors de 1’excision-épissage (Maquat 2004; Maquat 2005).
Cette reconnaissance est assurée par un complexe de facteurs (CJE) qui s’assemblent sur le
ribosome 24 nucléotides avant la jonction entre les exons (JEE). L’importance de ces JEE est
cruciale : le CSP n’est reconnu que s’il se situe 50 nucléotides avant une JEE, et les CSP
situés dans le dernier exon ne sont donc pas reconnus. Le NMD agit seulement sur les ARNm
nouvellement formés et se produit au moment de 1’exportation de ’ARN vers le cytoplasme.
Méme si le NMD s’effectue dans les deux sens (5° vers 3° et 3’ vers 5°), il semble que les

CSP en 5’ soient moins sensibles au NMD que les CSP en 3°.
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Néanmoins, le NMD, comme le contréle qualité, peut éliminer des ARNm codant pour des
protéines partiellement fonctionnelles. Certaines thérapies agissant pour inhiber le NMD sont
possibles et ont déja été testées pour différentes pathologies in vivo et in vitro (Kuzmiak and
Maquat 2006) : antibiotique (puromycine, gentamicine), molécules qui inhibent certaines
protéines du CJE (caféine, wortmannine)...etc... Dans le SJS, 82% des mutations
nouvellement décrites dans cette étude menent ou pourraient mener & des CSP. Dans les
fibroblastes en culture de 2 patients portant des mutations tronquantes, le taux d’ARN présent
est diminué par rapport au contrdle. La puromycine appliquée sur ces cellules a eu pour effet
d’augmenter le niveau d’ARN, suggérant que le NMD existe dans le SJS et est responsable de
la diminution du taux d’ARN observée. Dés lors, des tests in vitro et in vivo pourraient étre
envisagés pour déterminer si I’application, la prise ou I’injection d’antibiotiques de ce type
pourraient avoir un effet positif sur la quantit¢ d’ARN et de protéine, et donc sur
I’amélioration du phénotype des patients. Cette possibilité a été testée in vivo par traitement a
la gentamicine sur des patients atteints de mucoviscidose possédant des mutations entrainant
un CSP dans le géene codant pour le canal chlore CFTR (Sermet-Gaudelus et al. 2007) et sur
des souris mdx modeles de la myopathie de Duchenne possédant des mutations dans le géne
codant pour la dystrophine (Barton-Davis et al. 1999), entrainant une amélioration du
phénotype. Cependant, les traitements sont de courte durée car les effets secondaires de la
gentamicine sont importants, tels que défaillance rénale et surdité, et une recherche de
nouvelles drogues sans effet secondaire est actuellement menée. Un nouvel agent chimique,
PTC-124, a été testé sur les souris mdx et permet la production et la sécrétion d’un taux de
dystrophine suffisant pour améliorer le phénotype de ces souris, sans effet secondaire (Welch
et al. 2007). Ceci s’avere donc prometteur pour I’ensemble des pathologies dans lesquelles le

NMD intervient.

Nous avons montré que des évenements d’excision-épissage alternatifs se produisaient,
permettant d’ignorer la présence de mutations tronquantes et rendant ainsi ces mutations
hypomorphes. Ce mécanisme est a la base de la technique thérapeutique du « saut d’exon »
qui utilise des oligonucléotides anti-sens pour ignorer un site d’excision-épissage et ainsi
éliminer I’exon contenant le CSP. Cette technique est testée chez les souris mdx modeles de la
dystrophie de Duchenne et permet la production de dystrophine fonctionnelle, seulement

tronquée de quelques acides aminés (Mann et al. 2001; Lu et al. 2005).
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Il. Article Il en préparation
Apres avoir étudié et mieux compris les bases moléculaires du SJS, nous voulions

comprendre les bases physiopathologiques menant au phénotype neuromusculaire dans le SJS.
Le perlecan semble jouer un rdle crucial dans I’ancrage de I’AChE au niveau de la JNM.
L’hypothése soulevée par Arikawa et al. est qu'un déficit en perlecan entrainerait un déficit
en AChE a la JNM, menant a I’hyperactivit¢ musculaire (Arikawa-Hirasawa et al. 2002).
Néanmoins, les études sur lesquelles sont basées cette hypothese ont été réalisées chez
I’embryon alors que la JNM n’est pas encore mature a ce stade. De plus, la protéine MuSK
joue également un role dans 1’ancrage de I’AChE a la membrane post-synaptique et pourrait
pallier le déficit en perlecan. D’autre part, le déficit en perlecan est seulement partiel dans le
SJS et pourrait ne pas étre suffisant pour entrainer un déficit en AChE avec un effet
pathologique. Enfin, la myasthénie de type Ic a déja été associée a un déficit en AChE a la
JNM et mene a une faiblesse musculaire, contrairement a 1’hyperactivité observée dans le SJS.
Pour nous permettre de répondre a ces questions, nous avons donc développé et caractérisé un
modéle murin du SJS en introduisant dans le génome de la souris la mutation p.Cys1532Tyr
et une cassette de sélection PGK-Néo. Cette mutation a été retrouvée a 1’état homozygote
chez deux patients SJS consanguins (Nicole et al. 2000) et touche un résidu cystéine conserveé
au cours de 1’évolution et important dans la structure de la protéine. Nous avons montré dans
I’é¢tude précédente que cette mutation é€tait a 1’origine d’une rétention intracellulaire de la
protéine mutée chez I’Homme, et ne présentait pas d’anomalie transcriptionnelle visible par

RT-PCR qualitative et quantitative.

Nous avons obtenu des mutants homozygotes viables et fertiles, présentant un phénotype
neuromusculaire progressif avec des anomalies locomotrices. Une hyperactivité a été observée par
électromyogramme chez les animaux agés, avec des tracés évoquant les décharges
pseudomyotoniques observées chez les patients SJS. Le taux de perlecan secrété était réduit chez
ces mutants aussi bien dans la matrice extracellulaire de fibroblastes en culture que dans les
membranes basales musculaires sur coupes de muscles squelettiques. Les analyses
morphologiques des muscles squelettiques ont montré des remaniements cellulaires suggéerant des
processus neurogéniques, tels que des regroupements de fibres a noyaux centraux et la
prédominance de fibres de type I avec le regroupement des fibres de type II. L’analyse
morphologique de la JNM a montré des remaniements importants avec une perte de la forme
typique en bretzel, un fort déficit en AChE-ColQ, et une dénervation partielle. Ces anomalies

étaient visibles dés 1’age de deux mois. Les analyses électrophysiologiques sur préparation nerf-
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muscle ex vivo n’ont pas révélé d’hyperactivité (absence de PPMs spontanés ou répétitifs apres
une stimulation nerveuse unique), bien qu’un effet fonctionnel du déficit en AChE ait été observé,
avec une prolongation du temps de décroissance des PPMMs et PPMs. Ces résultats confirment
donc qu’il existe bien un déficit en AChE chez I’adulte quand le perlecan est déficitaire.
Cependant, ce déficit semble étre insuffisant pour entrainer des anomalies majeures de la

transmission synaptique.
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I1A. Article

Acetylcholinesterase deficiency with neuromuscular
junction remodelling in a knock-in mouse model of

Schwartz-Jampel syndrome

Stum M, Girard E, Bernard V, Bangratz M, Davoine CS, Tabti N, Willer JC, Fontaine B,
Molgo J, Krejci E, Nicole S

En préparation
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11B. Résultats complémentaires: lignée Hspg2°'°%Y

L’invalidation totale du perlecan chez la souris étant létale in utero, il était nécessaire de
générer un modele viable pour pouvoir étudier le systeme neuromusculaire et la JNM chez
I’adulte. Une invalidation conditionnelle dans le temps ou dans 1’espace aurait pu étre réalisée,
mais la longue demie-vie du perlecan ainsi que la diminution de son expression dans le
muscle adulte alors qu’il reste exprimé par les cellules endothéliales et les fibroblastes chez
I’adulte aurait rendu la génération d’un tel mod¢le hasardeuse. Nous avons donc choisi de
générer un modele knock-in, en insérant la seule mutation faux-sens connue a cette époque,
p.Cys1532Tyr. Nous avons de plus étudié les mutants possédant toujours la cassette de
sélection PGK-Néo insérée dans le vecteur de recombinaison homologue. En effet, cette
cassette a pour effet de diminuer I’expression du geéne dans lequel elle est insérée (Nagy et al.
1998) pouvant alors renforcer 1’effet de la mutation et reproduire 1’effet hypomorphe des

mutations SJS.

En janvier 2007, un modele murin du SJS similaire au notre mais généré de facon
indépendante a été publié (Rodgers et al. 2007). Les auteurs s’intéressaient a la
chondrodystrophie présente dans le SJS et la publication détaillait le phénotype osseux des
mutants possédant la mutation p.Cys1532Tyr et la cassette PGK-Néo, mais également celui
des mutants ou cette cassette avait été délétée et ne possédant donc que la mutation faux-sens.
Dans ce dernier modele, seules de subtiles anomalies des zones prolifératives et
hypertrophiques de la plaque de croissance sont visibles. Les auteurs concluent a un
phénotype normal et soulévent la question de la réelle implication de la mutation
p.Cys1532Tyr en tant que mutation faux-sens dans le SJS, suggérant qu’elle exerce en fait un

effet sur I’excision-épissage du gene.

11B1. Phénotype et génétiqgue

Dans notre lignée de souris, la cassette de sélection PGK-Néo est flanquée de deux sites loxP,
et peut étre délétée par croisement avec des souris exprimant la CRE recombinase de fagon
ubiquitaire. Nous avons donc également généré une lignée de souris possédant seulement la
mutation p.Cys1532Tyr et nous avons exploré le phéenotype neuromusculaire des mutants
obtenus (Hspg2©32"/C1532Y) (figure 35).

L’analyse phénotypique des mutants des deux lignées a montré que le phénotype était plus

201532YNe0/C1532YNe0

séveére chez les Hspg que chez les Hspg2Cte32Y/CLs32Y En effet, au méme

age (5 a 7 mois, age ou les signes phénotypiques deviennent plus flagrants), 31% des
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C1532YNeo/C1532YNe0 ot commencé & développer un phénotype musculaire avec des yeux

Hspg
moins saillants, une ré-ouverture des yeux difficile et des contractures occasionnelles des
pattes arriéres, et 54% montrent un phénotype sévere avec des yeux constamment fermés et

des contractures longues et fréquentes des pattes arriéres. Seuls 54% des Hspg2©1532¥/c1532Y

au
méme age ont commencé a développer un phénotype léger, et aucun ne montrent de signes

séveres (n=13 pour chaque génotype, P=0,007, test du Chi* Sigma Stat).

C1532YNéo/C1532YNéo C1532Y/C1532Y

Phénotype entre 5 et 7 mois | Hspg2

normal 15,38% 46,15%

yeux moins saillants
contractures 30,77% 53,85%
occasionnelles

yeux fermés, voire infectés
contractures longues et 53,85% 0
fréquentes

Hspg2

11B2. Expression du perlecan

Sur fibroblastes en culture et sur coupes de muscle squelettiques issus des mutants des deux
lignées, des immunomarquages ont été réalisés avec des anticorps polyclonaux reconnaissant
le perlecan (DI et DV, 1/50°, dons du Prof. Timpl) et la laminine a2 (1/500° clone 4H8-2,
Sigma) (figure 36). Un déficit en perlecan secrété dans la matrice extracellulaire et les
membranes basales musculaires ont été observés, bien que moins marqués que chez les
mutants Hspg2C1o32"NeolC1532Neo g ¢ Jas fibroblastes en culture, un marquage a Iintérieur de
la cellule est observe, avec I’emplacement des noyaux laissé libre, suggérant fortement une
rétention intracellulaire de la protéine mutée. Sur coupes transversales, on peut voir un
marquage sous forme de points, traduisant probablement la rétention de la protéine a

I’intérieur des cellules mononucléées exprimant le perlecan.

Le taux d’ARNm dans les muscles squelettiques de souris des deux lignées a ensuite été

guantifié par RT-PCR quantitative avec une sonde perlecan. Une diminution du taux

d’ARNm perlecan est observée chez les mutants Hspg2©!*32Y/c19%2Y

2C1532YNé0/01532YNé0

par rapport au sauvage et
aux mutants Hspg (figure 37). Le taux d’ARNm a ensuite été quantifié en
nous placant chez des souris hétérozygotes pour nous affranchir de toute modification
secondaire de I’expression du perlecan que 1’altération du muscle squelettique observée
pourrait apporter. L’ARN sauvage et I’ARN mutant ont pu étre distingués grace a une enzyme

de restriction (Tsel) dont un site de restriction est supprimé par la mutation. L’intensité
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relative de ’ARN muté sur I’ARN sauvage a ensuite été quantifiée aprés migration sur gel
d’agarose (Image J version 1.37). J’ai ainsi montré que le taux relatif d’ARN mutant était
environ 3 fois plus faible chez les Hspg2®**32"™e™ que chez les Hspg2©t**2Y"* (P=0,002, test de

Mann-Whitney, Sigma Stat), probablement di a 1’effet de la cassette Néo.

11B3. Phénotype musculaire
Par coloration Hématoxyline/Eosine sur coupes transversales de muscles squelettiques, des

anomalies morphologiques similaires & celles des mutants Hspg2Ct32YNeo/C1s32meo ot gtg

observées chez les mutants Hspg2©*32"/“1532Y (figure 38). Ces anomalies ne sont présentes &

C1532Y/C1532Y C1532YNéo/C1532YNé
2 2 € ®_ Elles sont

deux mois chez les Hspg , contrairement aux Hspg

bien présentes & six mois, mais sont moins nombreuses que chez les Hspg2C1532YNeo/C1532YNe
La coloration ATPase a révélé un profil normal du nombre et des types de fibres dans le
soléaire. L’¢étude de la JNM sur fibres musculaires dilacérées a montré une structure anormale
des JNMs avec perte de la forme typique en bretzel, et également un fort déficit en AChE des
I’age d’un mois (figure 39).

Ces résultats, bien qu’incomplets a ce jour, aident a conclure sur deux points importants.

2C1532YIC1532Y e possédant que la mutation faux-sens développent

2C1532YNeo/C1532YNe0

D’une part, les mutants Hspg
un phénotype similaire aux mutants Hspg , suggérant que cette mutation
faux-sens a bien un effet a elle seule. D’autre part, les mutants Hspg2©1332Y/C1s32Y semplent
atteints plus légérement que les mutants Hspg2©1532YNeICIS32Neo oo 11i pourrait résulter d’un

effet de dose comme chez I’Homme.
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A Perlecan DV Hoescht Superposition

Controle

Hspg2

CI1532YNéo/C1532YNéo |8

Hspg2

C1532Y/C1532Y

Controle i

Hspg2

C1532YNéo/C1532YNéo

Hspg2

CI532Y/C1532Y

Figure 36 : (A) Immunomarquage perlecan sur fibroblastes en culture issus de biopsies de
peau de souris sauvages (contrdle) ou mutantes. Notez la rétention intracellulaire et le taux
résiduel de perlecan secrété dans la matrice extracellulaire plus important chez les mutants
Hspg2©t®32"C1532Y comparé aux mutants Hspg2©t332YNeo/C1s32Yee hian que la densité cellulaire
soit la méme (noyaux marqués par le hoescht). (B) Immunomarquages perlecan sur coupes
transversales de gastrocnémien de souris sauvages ou mutantes agees de deux mois. Notez le
taux résiduel de perlecan secrété dans les membranes basales plus important chez les mutants
Hspg2©1532Y/C1532Y alors que le marquage laminine a2 montre une membrane basale normale.
Les points visibles sur le marquage correspondent probablement a la rétention intracellulaire
dans les cellules mononucléées exprimant le perlecan. Barres d’échelle = 50pum.



ARNmM

A. B. C.
1 RT-PCR
ADNc
Digestion par Tsel
Tsel 1
RT-PCR quantitative 150 |85 318 141 25
- Amplicon PCR
1 alléle sauvage
ex35 ex36 ex37 ex38 ex39 ex40 ex4l
2 2
©
s Tsel c.4595G>A %
E 08 150 | 403 141 z
@ } _ 3
§ * Amplicon PCR 3 15
© allele muté <
< 0.6 ex35 ex36 ex37 ex38 ex39 ex40 ex4l 5
o £
© 3
g 1 Dépot sur gel d’agarose 2
o © 1
] o
©
S 04 1 Hspo2C!1532YNéor+ Hspo2C1532v/+ =
® PE. P8 2 *
1% 3
o 2
= =
3 403pb Amplicon PCR 05 4
© 0,2 4 alléle sauvage
E
= Amplicon PCR
E 318pb 0
S allele muté o
04 Hspg2C1532YNéo/+ Hspg2C1532Y/+
Hspg2 Hspg2
532v Néol C1532Y Néo casazvicisazy 1

Quantification:

intensité bande 403 (mutante)

intensité bande 318 (sauvage)

Figure 37 : Analyse des ARNSs dans les deux lignées. (A) La RT-PCR quantitative sur ARNm extraits de muscles squelettiques montre une
diminution du taux de transcrits chez les mutants homozygotes Hspg2©532YNeo/CI532YNée o rannort au contrdle et au Hspg2©®32/c1532Y (B) Chez
les hétérozygotes des deux lignées, aprés RT-PCR avec des amorces situées dans les exons 35 et 41, les amplicons sont digérés avec I’enzyme de
restriction Tsel, qui permet de distinguer 1’alléle mutant de ’alléle sauvage. La quantité de produit PCR est ensuite évaluée par quantification de
I’intensité des bandes sur gel d’agarose. (C) On peut noter que le taux relatif de produit PCR mutant est environ 3 fois plus faible chez les
Hspg2C32™eo™ que chez les Hspg2“™>*2Y* . LLes SEM sont représentées.
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Controle Hspg2¢issvicisszy

~

ATP
pH=4,

Figure 38 : Coloration hématoxyline et éosine et ATPase ng:4,3) sur soupes transversales
de soléaire de souris contrdle et mutante Hspg2©'®22Y€15%2Y 3 six mois. Les modifications
morphologiques sont mineures chez ce mutant, mais on peut noter la présence de fibres a
noyaux centraux (astérisques) et de splitting (fleche). Le profil ATPase est normal. Barre
d’échelle = 50pum.

-76 -



RACh AChE Superposition

controle

1 mois

mutant

controle

2 mois

mutant

controle

6 mois

mutant

Figure 39 : Marquage des jonctions neuromusculaires sur extensor digitorum longus (EDL)
dilacéré des récepteurs a 1’acétylcholine (RACh) par I’a-bungarotoxine couplée a la
rhodamine et de 1’acétylcholinestérase (AChE) par la fasciculine couplée au FITC, chez des
animaux sauvages (contrdle) et homozygotes mutants Hspg2©**32"/“1%32Y (mutant) & 1, 2 et 6
mois, sous microscopie conventionnelle. Notez la structure anormale des JNMs et le fort
deficit en AChE chez les mutants comparé au contrdle. Barre d’échelle = 10um.
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I1C. Perspectives
Une conclusion importante suggérée par ce travail est que le déficit en AChE seul ne méne

pas a I’hyperactivité musculaire via un effet direct sur le composant post-synaptique et que
d’autres modifications seraient requises pour mener a I’hyperactivité¢ dans le SJS. L’analyse
de la JNM sur une biopsie neuromusculaire chez un patient SJS a montré des résultats
similaires & ceux obtenus chez les souris mutantes. La structure de la JNM est modifiée avec
des bordures des gouttiéres post-synaptiques peu définies. Le déficit en AChE a été demontré
fonctionnellement (Koelle) et moléculairement (par immunofluorescence). Le marquage du
nerf terminal a montré des branches terminales plus fines et moins nombreuses, avec des
agrégats de RAChs isolés, signes d’événements de dénervation-réinnervation (article Il en
préparation, annexe). Ces modifications sont donc bien caractéristiques de la pathologie.
L’analyse ¢€lectromyographique de deux patients SJS chez lesquels des mutations d’HSPG2 et
un déficit en perlecan ont été prouvés a montré des salves pseudomyotoniques de fréquence et
d’amplitude constante. Cependant, les caractéristiques électrophysiologiques d’un déficit en
AChE, telles que des réponses répétitives aprés un seul stimulus nerveux ou des réponses
décrémentales aprés une stimulation nerveuse répétitive, n’ont été observées chez aucun des
deux patients, suggérant que le déficit en AChE ne méne pas directement a des conséquences
fonctionnelles post-synaptique. L’analyse détaillée des salves pseudomyotoniques a suggéré

qu’elles pouvaient avoir une origine pré-synaptique.

D’autres hypotheses doivent donc étre considérées et nous suggérons que l’association du
deficit en AChE, d’une immaturité de la JNM et de défauts du nerf pourrait exercer un effet
synergique a |’origine de I’hyperactivité neuromusculaire. Notamment, des changements preé-
synaptiques sont envisageables.

La laminine B2 interagit avec la sous-unité o des canaux calcium présynaptiques de type P/Q
via son domaine Leu-Arg-Glu pour stabiliser les zones actives dans le nerf terminal
(Nishimune et al. 2004). Cette interaction serait un message d’arrét de la croissance des
motoneurones et favoriserait la différenciation pré-synaptique. Le perlecan contient de telles
séquences Leu-Arg-Glu dans son domaine V (deux chez I’Homme, une seule chez la souris).
Une interaction similaire du perlecan avec les canaux calciques peut donc étre imaginée. Le
déficit en perlecan pourrait alors participer a une perturbation de la croissance axonale et a
une désorganisation des zones actives. De méme, une interaction entre une protéine de la

matrice extracellulaire, la tenascine-R et les sous-unités B des canaux sodiques a été
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démontrée dans le systéme nerveux central (Xiao et al. 1999). Cette interaction facilite la
guidance axonale en inhibant la croissance des neurites. L’interaction entre des canaux et des
protéines de la matrice pour réguler la croissance neuronale semble donc étre un mécanisme
répandu dans le systeme nerveux.

D’autre part, le phénotype des souris mutantes pour les laminines a2 et a4, qui rétractent
leurs pattes arrieres quand elles sont suspendues par la queue, est dd & une neuropathie
périphérique. Cette neuropathie est causée par un défaut de myélinisation des axones
périphériques, da a une diminuition du nombre de cellules de Schwann (Yang et al. 2005).
Les laminines a2 et a4 semblent donc stimuler la prolifération et la migration des cellules de
Schwann, processus nécessaire a la myelinisation, par un effet direct et non par la formation
d’une membrane basale. Le mécanisme moléculaire impliqué serait une interaction des
laminines avec les intégrines, avec une spécificité d’isoformes d’intégrine pour chacune des
laminines. Le phénotype de nos mutants perlecan est proche de celui de ces souris invalidés
pour les laminines a2 et a4. De plus, le perlecan interagit avec plusieurs chaines d’intégrines
(B1, B3, a2, a5), et un role similaire a celui des laminines pour le perlecan peut donc étre
suggéré. La présence d’anomalies dans les axones du nerf moteur (épaisseur et nombre de
couches de myéline, diamétre des axones) qui pourraient mener a une souffrance axonale dans
notre modele murin, a I’origine de I’instabilité de I’innervation observée, doit étre déterminée.
Le modele murin que j’ai caractérisé reproduit donc les bases moléculaires et phénotypiques
du SJS, et sera alors un outil utile pour tester cette hypothése et étudier plus en avant la
physiopathologie du SJS.
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CONCLUSION

L’ensemble de mon travail de thése nous a permis de définir avec plus de précision les bases
moléculaires et physiopathologiques menant au SJS. Le SJS est di a des mutations
hypomorphes. Nous avons montré que des événements d’excision-épissage sont pour
certaines mutations responsables de la production et la sécrétion d’un taux résiduel de
perlecan fonctionnel. Le déficit en perlecan résulte de deux mécanismes distincts selon que la
mutation est tronquante ou faux-sens. Cependant, aucune corrélation génotype phénotype n’a
pu étre déterminée. Cette caractérisation moléculaire des mutations du géne HSPG2 dans le
SJS permettent non seulement de mieux appréhender le comportement de la protéine mutée,
mais aussi d’envisager de nouvelles pistes thérapeutiques pharmacologiques, pour cette

pathologie multi-systémique qui rend difficile la thérapie génétique ou cellulaire.

Le modele murin que nous avons réalisé en reproduisant une mutation faux-sens SJS
(Cys1532Tyr) chez la souris reproduit les bases moléculaires et phénotypiques du SJS, avec
un déficit en perlecan et une raideur musculaire, en faisant un trés bon modéle d’étude de la
pathologie. Ce modeéle a révélé des anomalies de la JNM, avec une perte de forme typique en
bretzel et un fort déficit en AChE-ColQ a la JNM, mais également des défauts pré-
synaptiques, avec une dénervation partielle. Ces résultats suggerent fortement que le déficit en
AChE n’est pas le seul responsable dans I’hyperactivit¢ musculaire, mais qu’un effet
synergique de ce déficit avec des anomalies pré et post synaptiques agirait pour mener a la
raideur musculaire observée. Notre modele nous permettra de répondre a ces questions, et

également de pouvoir tester différentes drogues pouvant mener a I’amélioration du phénotype.

Le perlecan est une protéine complexe a étudier, tant par son expression ubiquitaire et ses
nombreuses interactions que par ses différents réles en tant que protéine de structure ou de
corécepteur aux facteurs de croissance. L’analyse des pathologies qui lui sont associées
représente donc un challenge important dans la compréhension des mecanismes
physiopathologiques et du réle fonctionnel du perlecan. Notre modele représente alors un

outil majeur pour ces études.
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