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Expansion de triplets CTG et arrét prolifératifgpée des myoblastes DM1

La dystrophie myotonique de type | est la path@ogeuromusculaire la plus
répandue chez l'adulte. Elle est caractérisée paratteinte multisystémique plus ou moins
prononcée en fonction de I'extension des répétitome&, mutation a I'origine de l'atteinte.
Le muscle squelettique est particulierement toumbe&c un phénoméne de myotonie ainsi
gu'une atrophie. Les myoblastes, a l'origine defdamation des muscles et de leur
régénération potentielle, présentent, chez leemiatiDM1, une capacité proliférative limitée
par rapport a des myoblastes issus d’individusss#@irest I'activation précoce de la voie pl16
qui est a l'origine de cette sénescence prématde=e cellules DM1. Les mécanismes
conduisant a ce phénotype sont néanmoins incomwsours de cette étude, nous avons
tenté de décrypter une partie de ces mécanismastaanment les liens potentiels entre les
expansions CTG, la sensibilité au stress oxyddtifagtivation précoce de la voie pl16
conduisant a la sénescence des myoblastes DM1.

Mots clés : myoblastes, expansions, dystrophiesstoxydatif, p16, capacité proliférative.

CTG expansion and early proliferative arrest of Diviioblasts

Myotonic Dystrophy type | is the most common neungpular pathology at adult age.
DM1 is characterized by a multisystemic but vagaphenotype, correlated with the size of
the CTG expansion. Skeletal muscle tissue is padatly affected showing myotonic
symptoms and atrophy. Myoblasts, responsible foletkiemuscle growth and repair, present
in DM1 patients a reduced proliferative capacitynpared to cells isolated from non-affected
individuals. During a previous study, p18* was identified as the trigger of this abnormal
proliferative arrest in DM1 myoblasts, but mechargsactivating this pathway are still
unknown. In this study, we attempted to decryps¢hmechanisms, particularly the potential
links between CTG expansions, oxidative stressithats and early activation of the pl6

pathway leading to myoblasts senescence.

Key words: myoblasts, expansions, dystrophy, oxidagtress, pl16, proliferative capacity






Remerciements :

EN commengant mon master 2, je navais quune trés vague idée de ce
qu'est la vie de laboratoive. Au cours des anndes, allant de mon stage de M2 4
maintenant, de nombreuses personmnes mont permis de me sentiv bien dans
ce laboratoive. Parmi celles-ci, je souhaite tout particuliérement  remercier
Gillian, La premiére personne que 'ai eu 4 rencontrer en postulant au labo. en
plus de m’avoir permis de réaliser mon stage de M2 au sein du Laboratoire, sa
gentillesse et sa simplicité, mont immédiatement rassuré et mis en
confiance.

_Je tens aussi a remercier Vincent, dit Mawrice, dont le franc parlé na
Adégal que la patience. Sans son appui je waurais probablement pas eu la
POSSLULLLtE de véaliser ma thése.

Evidemment, je remercie profondément Denis alias Fufu, mon cher
divecteur de thése, sans qui ce travail nwawrait pu se faire. Merci d’avoir &€
Aussi patient avec mol (c'est peu de le dive...), de mavolr guidé tout au long
de ma thése et de m’'avoir permis A'assister 4 de nombreux congres.

Merci a4 Anne (la Bigotte) de mavoir encadré et soutenu au cours Ae
mon stage de M2 et méme aprés. Ce fut un plaisir d'apprendre a maniper 4 tes
COtes.

_Je tiens également a remercier Virginie ¢ Junior » pour toute L'aide et les
conseils quelle a pu moffriv._je noublierai pas les bons délives quon a pu
AvoLr.

Un trés grand merci a4 Armaud Klein, le voisin de bureau et collégue
[Aeal. Sans tes conseils, ton soutient et ton aide, |aurais eu beaucoup de mal

a terminer ce travail.



Merct beavucoup 4 Camille Soraya et Armaud )., respectivement les pro
des western blots, de la culture cellulaive et des TRF, et de la construction ae
plasmides.

L grand merct a4 Kamel, le Maitre des myoblastes. Merei pour ta
bonne humeur, tous les conseils que tu as pu me donner et pour Lles
(quelques) guenlantes que tu as poussé et pour avolr twg/ours &t la quand

J avais besoin dun coup de main.

_Je woublie pas Lidia, sans qui le labo aurait bien du mal a tourner
comme il faut. Situ as un probléme Ad'ordi, tu sais que tu peux toujours
compter sur mot.

_Je remercie également beaucoup Capucine qui, en plus de me donner de
nombreux conseils concernant les manips et la gestion d'autves atfaires (sur
lesquelles je ne m Gendval pas...), VALt toujours Les mots pour me remotiver.

un grand wmerct 4 Elisa, la réine des immunos et du tiramisu, et 4
Marie-Catherine, la plus bretonne des danovises. Vos coups de main et vos
CONSEILS m ot e trés wtiles.

_Je souhaite également remercier Julie pour ces conseéils avisés et sa
CApAcite a détendre l'atmosphére du bureau certains soivs (qui a parlé de soupe
de champagne 222).

Mercl 4 toutes celles et tous ceux qui arpente le chemin périllewx de la
thése : Alice, Jessica, Theresa, Marie-Elodie, Lactitia, Coralie, Maxime, Denis.
La seule chose que e peux vous dire c'est « Bon courage, ne lAchez riem ! ».

Merel 4 toutes celles et ceux qui m'ont aldé et soutenu : Bod, Cyril,
Anne, Khadija, Isabelle et les autres.

Merei a toutes et tous d'avolr supporté mon caractére de cochon et mon

COtE « Légérevment » rileur...



_Je souhaite sincérement remercier Llassociation daes Anciens de
Luniversité Pierve et Marie Curie et plus particuliérement Mr_jean-Claude
Boucaut, pour toute L'aide et Le soutien quiils mont ﬂpportf’.

_Je remercie bgalement Linstitut de Mgolag[e ainsi que Mr Thomas Voit,
de mavoir donné les moyens ae finaliser mon étude.

_Je tiens dvidemwment a4 remercier wmessieurs Bertrand  Friguet
Gquillawme Bassez, Nicolas Sergeant et Onnik Agbulut d'avoir accepté de

faire partie de mon jury de thése.

Enfin, Je tiens a remercier tout particulibrement ma mére sans qui rien
naurait & possible, ainsi que ma Virginie, qui me soutient depuis deux ans

maintenant.

FONDATIO[\I
UNIVERSITE
Pierre & Marie Curie

Les Anciens

Institut de Myologie






Sommarre






LISTE DES ABREVIATIONS
INTRODUCTION

I LE MUSCLE SQUELETTIQUE

I.1.

®© a0 T op

- 0o o 0o T p

.  CAPACITE PROLIFERATIVE ET ACTEURS DU CYCLE CELLULAI

I.1.

®©® a0 T op

11.2.

I.1.

1.2.
1.3.

GENERALITES SUR LE MUSCLE SQUELETTIQUE

Origine embryonnaire des précurseurs du muscle

Voies moléculaires et engagement dans la voie nmyaqag

Structure du muscle squelettique

Structure des fibres musculaires

Structure des myofibrilles

REGENERATION MUSCULAIRE ET CELLULES SATELLITES

Cellules satellites : définition

Activation des cellules satellites

Devenir des cellules satellites activées

Différenciation des myoblastes

La fusion des myoblastes

Modeéle in vitro de cellules satellites

CAPACITE PROLIFERATIVE DES CELLULES SATELLITES

Capacité proliférative

Le cycle cellulaire : les cyclines

Le cycle cellulaire : les kinases dépendantes gelines (CdK)

La régulation de I'activité des CdK

13

19

23

23
23
24
27
27
28
30
30
31
33
35
36
37

41

41
41
43
46

Le rble de la protéine du Rétinoblastome

LES INHIBITEURS DES KINASES DEPENDANTES DES CYCLINEEKI)
Les inhibiteurs CIP/KIP

Les inhibiteurs INK4

LA SENESCENCE REPLICATIVE

GENERALITES

L'arrét prolifératif

La résistance au processus d’apoptose

Les modifications morphologiques

Les modifications métaboliques

LA VOIE « TELOMERES DEPENDANTE»

LA voIE p16NK4A

Locus INK4AA/ARF (CDKN2A)

Mécanismes d’activation de la voie p16

47
48
49

52

59

59
59
60
61
62
62
64
64
66



1.4.
a.
b.

V.

V.1
V.2

V. LADYSTROPHIE MYOTONIQUE TYPE |

\Y

< <
w N

o o o p

V.4,

OBJECTIF DE L'ETUDE

MATERIELS & METHODES

RESULTATS

I MYOBLASTES DM1 & SENSIBILITE AU STRESS OXYDATIF ---

I.1.

L'ENVIRONNEMENT OXYDATIF.

1.2.
1.3.
1.4.
I.5.
1.6.

b.

1.7.
1.8.

a.
b.

C.

10

g,
a
b.
c
d

INDUCTION DE LA SENESCENCE PAR UN STRESS

69

Modification du taux d’oxygéne dans les cultures

69

Addition de substances oxydantes au milieu de reuhu

69

LE STRESS OXYDATIF

73

GENERALITES SUR LE STRESS OXYDATIF

73

STRESS OXYDATIF ET VOIES MOLECULAIRES

74

83

GENERALITES ET SYMPTOMATOLOGIE

83

Généralités

83

Les différentes formes de DM1

85

Mutation et mécanismes moléculaires

86

Conséquences de la mutation

88

LES DIFFERENTS MODELES MURINS DEM1

95

DYSTROPHIEMYOTONIQUE DE TYPEL ET CELLULES SATELLITES

97

Sénescence prématurée des myoblastes dans la DV

97

Implication de la voie téloméres dépendante ?

99

Implication de la voie p16-INK4a

99

Augmentation de la perte télomérique

DML1 ET SENSIBILITE AU STRESS OXYDATIF

100
101

103

107

119

123

LA CAPACITE PROLIFERATIVE DES CELLULES DM1 EST MODULEE EN FONCTION DE

LES CELLULESDM1 ONT UN NIVEAU BASAL DE ROSANORMAL

ACTIVATION PRECOCE DE LA VOIE A6 ET ENVIRONNEMENT OXYDATIF

AUF1 :UN FACTEUR DE REGULATION DE 26 ?

UNE REGULATION DE LA TRADUCTION DE A6 PAR MIR-24 ?

LIEN ENTRE STRESS OXYDATIF ET ACTIVATION DE $6.

Conditions d’'induction d’'un stress oxydatif paHeO,

Activation de p18*** par un stress oxydatif
REGULATION POSFTRANSCRIPTIONNELLE DE PLEN*A SUITE A UN STRESS OXYDANT--------
REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DE LA VOIE A6NK4A

Protéine Kinase C

L'implication de Erk 1/2

p38

123
125
126
127
128
130
130
131
133
134
134
135
137



I. DEVELOPPEMENT D’UN MODELE DM1 INDUCTIBLE

I.1.

1.2.

c.
I1.3.

MODULATION DE L’ ACTIVITE DE MBNL1.

a.
b.

CARACTERISATION DU MODELE CELLULAIREDM1 INDUCTIBLE

Construction de I'outil

Tests préliminaires

Caractérisation du modéle inductible.

CONSEQUENCES DE IEXPRESSION DES REPETITIONETG

Répercutions sur le statut redox des cellules

Modulation de I'expression de ¥6*

Activation des MAPKinases

141

141
141
143
144
147
147
148
149

UTILISATION DE CET OUTIL DANS LA MISE EN EVIDENCE DUROLE DE F58 DANS LA

p68 est impliqué dans la physiopathologie de la DM

Role de p68 dans la fixation de MBNL1 aux répétgi€UG

151
151
151

M. EXPRESSION DE REPETITIONS CTG INTERROMPUES DANS LE MUSCLE----155

1.1. BUT ET METHODES

1.2. DETECTION DE FOCI NUCLEAIRES

11.3. IMPACT SUR L' EPISSAGE ALTERNATIF

1.4. REGENERATION INTENSIVE
DISCUSSION

CONCLUSION & PERSPECTIVES

REFERENCES

ANNEXES

155
156
157
158

161
173
177

203

11



12



Liste des abrevialions

13



14



AAV
ARF
ARN-CUGexp
ARNmM
AUF1
ASK1
BIN1
BSA
CDK
CDKI
cDM1
CELF1
CIP
CNBP
CUGBP1
(CUGexp
Da
DCF
DMB
DMD
DM1
DM2
DMPK
Dox
Erk
FGF
FISH
FITC
GFP
H20;
HDAC
HGF
HSA
HSP

Virus associés aux adénovirus

Alternative open Reading Frame

ARN contenant de grandes expansions CUG
ARN messager

AU-Rich Factor

Apoptosis Signal-regulating Kinase 1

Bridging INtegrator 1 = amphiphysin I
Albumine Sérique Bovine

Kinases Dépendantes des Cyclines
Inhibiteurs des Kinases Dépendantes desiis&l
formecongénitale de la Dystrophie Myotonique de type |
CUGBP Elav-like family member 1

CdK Inhibitor Protein

CCHC-type zinc finger nucleic acid bindprgtein
CUG RNA-binding protein

expansions CUG

Dalton

2 ', 7'-dichlorofluorescéine

Dystrophie Musculaire de Becker

Dystrophie Musculaire de Duchenne
Dystrophie Myotonique de type | ou Steinert
Dystrophie Myotonique de type 2

Dystrophie Myotonique Protéine Kinase
Doxycycline

Extracellular signal-Regulated Kinase
Fibroblast Growth Factor

Fluorescenn SituHybridization

isothiocyanate de fluorescéine

Green Fluorescent Protein

Peroxyde d’hydrogéne

histones déacétylases

Hepatocyte Growth Factor

Human Skeletal Actin

Heat Shock Protein

15



hTERT
HuR
IGF

IL

INK4
JNK
KIP
MAPKinase
MBNL1
MDA
MEF
MEK
MHC
MiRNA
MMR
MRF
MST1
MSTN
MyoNN
MYPT1
O/N
pdb
PKC
PLC
pRb
PVDF
ORF
RBP
RT-PCR
ROS
SDS-PAGE
SIPS
SiRNA

16

human Telomerase Reverse Transcriptase

Hu RNA Binding Protein
Insulin-like Growth Factor
InterLeukine

Inhibitor of CdK4
Jun-N-terminal Kinase
Kinase Inhibitor Protein
Mitogen Activated Protein Kinase
MuscleBlind-Like 1
malondialdehyde

Myocyte Enhancer Factor
MAP/Erk Kinase

Myosin Heavy Chain

micro ARN

MisMatch Repair

Myogenic Regulator Factor
Major Tumor-Suppressor Locus
Myostatine

Myosine néo-natale

Myosine phosphatase

Over Night

paires de bases

Protéine Kinase C
PhosphoLipase C

protéine du Rétinoblastome
Polyfluorure de vinylidene
Open Reading Frame

RNA Binding Protein

Reverse Transcriptase Polymerase ChaictiBea

Reactive Oxygen Species

Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamidd BHectrophoresis
Sénescence Induite Prématurément pardssStr

small interfering RNA



SIX5
SOD
SVF
TA
t-BHP
TNF
TNNT2
TP
TRF
UTR
ZN9

Sine oculilhomeobox gene 5
Super Oxyde Dismutase

Sérum de Veau Fcetal

Tibialis anterior
tert-butylhydroperoxide

Tumor Necrosis Factor
Troponine T cardiaque
Température de Paillasse
Telomere Restriction Fragments
Untranslated Region. Région transcrite mars tnaduite
Zing Finger Protein 9

17



18



(ntroduclion



20



Futie [

Le mascle fyae/e/ﬁ/'yae

21



22



l. Le muscle Squelettique

. Le muscle squelettique

[.1. Généralités sur le muscle squelettique

a. Origine embryonnaire des précurseurs du muscle

C'est a partir du dermomyotome que sont issueslupapt des cellules qui vont

composer les difféerents muscles squelettiques degbvés. Celui-ci correspond au domaine

dorsal des somites et peut étre subdivisé en diffgérterritoires. Les cellules du territoire

ventrolatéral (hypaxial) vont étre a l'origine de formation des muscles de la ceinture

abdominale, intercostaux ventraux et latéraux et meiscles des membres, alors que les

cellules du territoire dorsomédial (épaxial) vominfier les muscles intercostaux dorsaux et les

muscles dorsaux.

Dorsale

Caudale + Laterale

Ventrale

Bourgeon
de membre

Bourgeon
de membre

G
Dorsale
~

Figure 1 : Représentation schématique d’'une coup€eeainbryon

Les cellules issues des somites vont coloniseérmifits territoires de I'embryon afin de former dgses de
muscles spécifiques en fonction de leur localisat{d’aprés Hawke and Garry 2001)
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l. Le muscle Squelettique

b. Voies moléculaires et engagement dans la voie nmjqgé

Plusieurs familles de facteurs de transcriptiomyatent le contréle de I'engagement
des cellules dans la voie myogénique. La famille B&RFs (Myogenic Regulatory Factor),
contenant les facteurs de transcription MyoD (Myf8lyf5, Myf4 (Myogénine) et MRF4
(Myf6 ou herculine), a été la premiere identifi€es différents facteurs sont caractérisés par
la présence d’'un domaine central bHLH (basic Hebtwp-Helix), impliqué a la fois dans les
interactions protéine-protéine (formation d’homodmes ou d’hétérodiméres avec des co-
facteurs comme E12 et E47), mais également dansailesns a I'ADN sur des séquences
consensus CANNTG (boite E). On retrouve ce typeséliguences au niveau de régions
régulatrices de nombreux genes musculaires. On @tr, entre autres, les géenes de la
créatine kinase, des chaines Iégéres de myosinie, td@ponine |, de la tropomyosine, de la
vimentine ou encore de la desmine. Les MRFs sont des marqueurs caractéristiques des
cellules musculaires. Chacun de ces quatre factaymyéniques est capable d’activer le
programme de différenciation du muscle squelettiuequ’il est exprimé dans différents
types de cellules non-musculaires (Tapscott, Detved. 1988; Braun, Buschhausen-Denker et
al. 1989; Choi, Costa et al. 1990). Par exempéxplfession forcée de MyoD, provoque une
conversion de cellules non-myogéniques en celloiasculaires (Weintraub, Tapscott et al.
1989; Weintraub, Davis et al. 1991). Cependantditférents MRFs possedent des fonctions
propres. De maniére générale, Myf5 et MyoD sontlioppyés dans I'engagement des cellules
vers la voie myogénique, alors que MRF4 et myogérsopt des acteurs clés de la
différenciation des cellules musculaires (Hawke &adry 2001) figure 2, bien que MRF4
puisse aussi étre impliqué dans la déterminaticasgkr-Duchossoy, Gayraud-Morel et al.
2004).
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l. Le muscle Squelettique

MyoD Myogénine
Myf-5 MRF-4
Q DETERMINATION DIFFERENCIATION
précurseur cellulaire myoblaste

hypaxial / épaxial

myofibre différenciée

Figure 2 : Role des différents facteurs dans la mg@nése des cellules musculaires

L’expression des facteurs MyoD et Myf-5 permet jagement des précurseurs cellulaires vers la voie
myogénigque. La myogenine et les facteurs MRF-4 vgmant a eux, intervenir dans la différenciatiemtinale

des myoblastes en myofibre. (d'aprés Hawke andy@2®1 pour une revue)

Des invalidations ciblées des différents genes etée damille chez la souris, ont
permis d’en déterminer les fonctions précises. Dawss de Myf5 et MyoD, l'invalidation de
'un de ces deux genes chez la souris ne pertuabdepdéveloppement du tissu musculaire.
Un phénoméne de compensation entre Myf5 et Myo@éapeoposé, car I'absence de ces
deux genes, de facon simultanée, aboutit a unenabdetale de myoblastes et de fibres
musculaires (Rudnicki, Schnegelsberg et al. 1988)revanche, le défaut de régénération
observé dans le muscle de souris adultes en abdgenkb/oD, démontre le rble central de
MyoD dans le processus de régénération musculietarras, Lindon et al. 2000).
L’invalidation du gene de la myogénine n’entrapees de modifications morphologiques
chez les embryons a 10,5 jours de développemerte stuquel la myogénine commence a
étre exprimé en temps normal. Des anomalies apgseraivers 15,5 jours de développement
avec une réduction notable des tissus musculd@fesz la souris, 'augmentation du nombre
de fibres musculaires a lieu vers 14,5 jours deslbgpement et correspond a la myogénése
secondaire. L'absence de myogénine ne semble pgsnaérer de perturbation de la
myogénése primaire, mais va avoir pour conséquemze altération de la myogénese
secondaire. Cependant, il n'est pas exclu quediad®rs de myogénine dans la premiére phase
ne soit pas compensée par MyoD et/ou Myf5, a lisgale la myogéenese secondaire (Venuti,
Morris et al. 1995), suggérant un rble de la myagénidans la formation des fibres
secondaires, mais aussi primaires. L'invalidatiomvd®F4 donne des résultats variables selon
le modele utilisé. Son absence pourrait notammieatc®mpensée par la myogénine (Zhang,
Behringer et al. 1995). En plus de son implicatiams la différenciation terminale, il serait
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l. Le muscle Squelettique

susceptible d’intervenir dans la détermination degcurseurs myogeéniques (Kassar-

Duchossoy, Gayraud-Morel et al. 2004).

D’autres familles de facteurs de transcriptions ©@mMMEF2, Six et Pax, sont
également des acteurs importants de la myogeneséanhille MEF2 (Myocyte Enhancer
Factor 2) fait partie de la super-famille MADS (MQNMAgamous Deficient and Serum
response factor) dont le domaine MADS permet ais dine liaison a ’ADN ainsi qu’'une
dimérisation des protéines. Les facteurs MEF2 pmesgéune séquence conservée de 29
acides aminés, responsable de la dimérisation guside leur fixation spécifique a des
séquences riches en A/T que 'on retrouve dansodebreux genes musculaires tels que la
créatine kinase, les chaines lourdes de myosingedeine et certains MRFs (Ludolph and
Konieczny 1995). En cas de surexpression au segeltldes non myogéniques, les protéines
MEF2, tout comme les MRFs, sont en mesure d’amdecaryogénése (Kaushal, Schneider
et al. 1994).

Dans la famille des protéines Six, l'invalidatioa 8ix 1 et 4 chez la souris a pour
conséquences d’importants défauts au cours de gémgse (Grifone, Demignon et al.
2005). Six 1 a en particulier été démontrée commaéspensable a I'expression de MyoD
ainsi gu’a la formation des bourgeons de membrasléf, Hamard et al. 2003). De plus, Six
1 et 4 sont indispensables a la régulation de dest@myogéniques comme Pax 3, MRF4 ainsi
gue celle de la myogénine (Grifone, Demignon e280D5). Les co-facteurs de Six 1 et 4,
respectivement Eya 1 et 2, ont également un rékedelns la formation des muscles (Grifone,
Demignon et al. 2007).

Enfin, les facteurs de transcription Pax 3 et Part7/été montrés comme ayant un role
dans la prolifération et la migration des précursenyogéniques dans les membres, et la
spécification des cellules satellites. L'invalideti de Pax 3 chez la souris, entraine une
absence de muscles au niveau des membres, tout edimosence d’'HGF (Hepatocyte
Growth Factor) ou de c-met, dont I'expression égulée par Pax 3 (Buckingham, Bajard et
al. 2003). C-met est un récepteur tyrosine kinaggagissant avec son ligand naturel (HGF),
qui contribue au processus de délamination ainsi lgumigration des cellules progénitrices
du muscle. L'invalidation de Pax7 a pour conséqaeunce |étalité importante des souris
durant les deux premieres semaines de vie. L'aealgs souris ayant survécu a I'absence de
Pax7, a révélé qu'a I'age adulte, celles-ci negmtgent aucune cellule satellite au niveau du

muscle (Seale, Sabourin et al. 2000). Pax7 sewdispensable a la spécification des cellules
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progénitrices du muscle, mais également a leur suBin effet, 'absence de Pax7 provoque
une mort progressive des cellules satellites chadulkte, suggérant une activité anti-
apoptotique de Pax 7 dans ces cellules (RelaixtMas et al. 2006; Buckingham 2007).

c. Structure du muscle squelettique

Le muscle squelettiqgue représente environ 40% ddspdiune personne adulte.
L’insertion des muscles sur les os se fait patdiimédiaire de tendons, dans le prolongement
des gaines conjonctives : I'endomysium des fiblegqérimysium des faisceaux de fibres et
I'épimysium entourant le muscléigure 3. Les tendons vont conférer une certaine élasticit
au muscle, mais également permettre le maintiela dtructure musculaire au repos, et la
transmission de force lors de la contraction. Lescleiposséde un réseau capillaire important
permettant I'apport de nutriments ainsi que I'évéicmades déchets, mais également sa
thermorégulation, I'apport d’oxygéne, etc... Lestignusculaire est composé majoritairement
de cellules multinucléées et post-mitotigues dendgataille, correspondant aux fibres
musculaires. En périphérie de ces dernieres, oounet des cellules mononucléées qui, de par
leur position, sont appelées cellules satellitesogtespondent aux cellules progénitrices du

muscle.

d. Structure des fibres musculaires

Les fibres musculaires sont regroupées en faiscdaufkbres pouvant atteindre des
tailles de plusieurs centimetres et dont le diaenéist d’environ 50um. Elles sont
caractérisées par une striation due a la présemaayfibrilles arrangées de maniére bien
structurée. Elles sont constituées de filaments diastine ainsi que de filaments épais de
myosine, le tout entouré d’'un réseau membranaingtitulum sarcoplasmique, formant une
structure de 1 a @m de diametre. Ce réseau tient son nom du faitbdeascolement a un
réseau membranaire dérivé du sarcolemme, correapbadles invaginations profondes de la
membrane plasmique formant les tubules transvénsiesles T). Chaque fibre musculaire est

innervée par un motoneurone unique (innervation reygmaEptique), un méme neurone
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moteur pouvant innerver plusieurs fibres. Un grouee fibres innervées par le méme

motoneurone, correspond alors a une unité motrice.

e. Structure des myofibrilles

Les fibres musculaires présentent deux types datistrs, I'une correspondant aux
myofilaments, et l'autre, perpendiculaire a la peme a l'organisation des protéines en
sarcomeres, ces derniers correspondant aux uniésnao-fonctionnelles des myofibrilles.

Un sarcomere est délimité par deux stries Z et medar2 a 3um de long. Il est
composé principalement de filaments d’actine et mdgosine dont le chevauchement
correspond a une bande sombre, dite bande A (pusoteope). La bande | (pour isotrope)
correspond quant a elle, & une zone constituéaiemegnt de filaments d’actine et est séparée
en deux par une strie Z. La bande A est égalemmmvpe en son centre, d’'une zone plus
claire appelée zone H ne contenant pour sa partgsdilaments épais de myosine. Cette
derniere est également interrompue en son milieupaligne plus sombre, la ligne M.

Lors d’'une contraction, le glissement des diffésefiiitments les uns par rapport aux
autres, va entrainer une modification de la longuhu sarcomere. On constate alors une
diminution de la bande claire I, la bande Anisoiop conservant sa taille initiale. La
contraction résulte du glissement des filamentstiia et de myosine entrelacés, ce qui

implique un phénomene de contraction puis de rélaxa
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Figure 3 : Représentation schématique des différesniveaux de structures constituant le muscle squattiqgue
(d’aprés Tortora, G.J. & al., 1994 pour I'ouvragBrincipes d'anatomie et de physiologie »)
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[.2. Régénération musculaire et cellules satellites

a. Cellules satellites : définition

Comme leur nom l'indique, ces cellules sont situgegosition satellite par rapport
aux fibres musculaires. De facon plus précise,esnrétrouve entre la membrane plasmique
des fibres musculaires et la lame basale, préfétlembent a proximité des capillaires et des
jonctions neuromusculaires. Dans un muscle au repokes retrouve dans un état quiescent,
leur noyau étant caractérisé par un taux d’hétéomehtine important, et leur cytoplasme, par
une taille réduite et un faible nombre d’organellgtes peuvent étre activées en cas de lésion
afin de régénérer le muscle. La morphologie desileslva alors changer, avec notamment,
une augmentation du volume de cytoplasme et du remlorganelles, ainsi que du taux
d’euchromatine au sein des noyaux, correspondamteasortie de I'état quiescent et a une
premiére expression des facteurs de transcriptigfb Mt MyoD (Cooper, Tajbakhsh et al.
1999). Il s’agit des seules cellules musculairgsabkes de retourner dans un état prolifératif
et sont donc considérées comme les cellules soulthesuscle. La capacité de croissance et
de régénération du muscle est directement dépendiuntnombre de cellules satellites
disponibles, mais aussi de leur aptitude a étriwéat proliférer et se différencier. Il est a
noter que leur nombre varie selon I'age ainsi gquiy/be de muscle. Chez 'Homme, le taux
de cellules satellites diminue avec I'age, pasdamtviron 4% chez un jeune adulte, a moins
de 1% chez une personne agée. Ce pool de celtwlesup rble dans la croissance musculaire
post-natale. En plus de leur localisation, diffésembarqueurs moléculaires permettent
d’identifier les cellules satellites. Ainsi, I'exgssion de protéines de surface du type N-CAM
ou CD34 ainsi que de facteurs de transcriptiongeésPax7, Myf5, est utilisée pour mettre en
évidence ces cellules, et leur état d’activatiordewquiescence est caractérisé par I'activation
du géne MyoD (Hawke and Garry 2001; Charge and Rkid2004; Holterman and Rudnicki
2005).

Les cellules satellites permettent la croissanosiaue la régénération des fibres
musculaires. Le phénomene allant de I'activatida @paration ou la formation de nouvelles
fibres suit un schéma bien défini. Lors d’'une lésimusculaire, les cellules satellites
guiescentes sont activées. On les appelle alorsngleblastes. Le processus de régénération
musculaire est composé des étapes suivantes :tla derl'état de quiescence des cellules

satellites, leur prolifération et leur fusion, seittre elles, pour donner de nouvelles fibres, soit
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avec des fibres endommagées afin de les réparess(ital Leblond 1970; Moss and Leblond
1971; Snow 1977; Snow 1978; Lipton and Schultz 1®&¥&r and Schultz 1987). Les fibres
néoformées ou réparées vont ensuite entrer dangprocessus de différenciation et
maturation. Une partie des cellules satellitessées va retourner en quiescence et recoloniser
la niche de cellules souches afin de reconstiteepdol de cellules satellites (Zammit,
Golding et al. 2004).

b. Activation des cellules satellites

Différents facteurs ont été décrits comme pouvameérvenir dans le processus
d’activation des cellules satellitefiglre 4. Des facteurs de la famille des Fibroblast Growth
Factor, et notamment le FGF-2, voient leur expogsaugmentée de facon proportionnelle a
limportance de la Iésion. De plus, I'expression@dRNm du récepteur au FGF est aussi
fortement augmentée dans les heures suivant lanléki vitro, cette augmentation du
récepteur entraine un accroissement de la prdidérades myoblastes et limite leur
différenciation. Au sein de la méme famille, lextéurs FGF-1, -4, -6 et -9 seraient
également impligués dans le processus régénéiasi gue dans l'activation et de la
migration des cellules satellites (Charge and Rtkir2004; Armand, Laziz et al. 2006).
D’autres facteurs trophiques sécrétés ont été miévaence comme pouvant jouer un role
dans l'activation et la prolifération des celluleatellites lors du processus régénératif,
notamment I'Insuline-like Growth Factor (IGF-1) (&all, Schalling et al. 1989; Levinovitz,
Jennische et al. 1992; He, Vogelstein et al. 20@3nyostatine (MSTN) (Muller, Oma et al.
2005), ou encore le Leukemia Inhibitory Factor (L{kami and Senba 1998; Klein, Ebihara
et al. 2008).
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Figure 4 : Représentation schématique des facteunsipligués dans la myogénese.
De nombreux facteurs myogéniques sont impliquéss das phases d'activation, de prolifération et de
différenciation des cellules satellites. (d’aprémfge and Rudnicki 2004)

De tous les facteurs de croissance étudiés, lacitépd’activation des cellules
satellites quiescentes par I'Hepatocyte Growth dfra@tiGF) a été mise en évidence aussi
bienin vitro qu’in vivo. Ce facteur de croissance est retrouvé dans laidenextracellulaire
des fibres musculaires lésées et son niveau d'sgiore est augmenté de facgon
proportionnelle a la lésion subie par le muscles ge soit suite a un dommage, un exercice
ou un étirement mécanique. Il agit via les réceapgteumet présents a la surface des cellules
satellites quiescentes et activées (Allen, Temm-&einal. 1997; Cornelison and Wold 1997;
Tatsumi, Anderson et al. 1998). L'HGF, hétérodim#environ 90kDa, favorise également la
prolifération ainsi que la migration des myoblastesit en bloquant leur capacité a se
différencier. Enfin, la présence de ce facteur induwme forte augmentation du niveau
d’ARNm FGF dans les cellules. L'activation des glgds satellites est associée a une
augmentation rapide de I'expression de MyoD et My{Cooper, Tajbakhsh et al. 1999;
Cornelison, Olwin et al. 2000; Zammit, Heslop et 2002), expression qui reflete un état

activé des cellules satellites.
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A la suite de leur activation, les cellules satiedli vont quitter leur niche, et
commencer a se diviser. L'activation des précussewogéniques n’est pas restreinte au site
de lésion, mais au contraire, s’étend sur I'enserdblcette méme fibre. Les cellules satellites
activées co-expriment alors les facteurs Pax7setieFs, MyoD et Myf5. La majorité de ces
myoblastes va continuer a cycler et se diviser tavkn perdre I'expression de Pax7 et
exprimer la myogénine, se différencier et fusionri®arallélement & cette population, une
fraction des cellules satellites activées, et qoriexant donc MyoD et Pax7, va sortir du cycle
cellulaire pour reformer la population de cellulestellites quiescentes MyoD négatives
(Olguin and Olwin 2004; Zammit, Golding et al. 2004

c. Devenir des cellules satellites activées

Les cellules satellites activées ont la capacitéselediviser en deux populations
distinctes. La majorité d’entre elles va proliférpuis s’engager dans une voie de
différenciation/fusion afin de former de nouvelliilsres ou de réparer celles qui ont été
lésées. Les autres vont reformer le pool de callségellites quiescentes et ainsi conserver la
capacité régénérative du muscle. Deux mécanismegepepermettre aux cellules satellites
activées de déterminer leur devenir au sein du Imusane division symeétrique ou
asymeétrique.

La division symétrique des cellules, représentd@¥b Yes divisions opérées dans le
muscle, fut décrite comme donnant naissance a dellides en contact avec la membrane
basale. Les cellules filles pourraient alors ségdir soit vers la reconstitution du pool de
cellules satellites, soit vers la voie de difféiation/fusion. Le suivi des cellules satellites
activées a l'aide de marqueurs, montre que lealeslPax7+/Myf5- repartiront en quiescence
alors que celles exprimant Pax7 et Myf5, se diogewners la voie de réparation des fibres
lésées (Kuang, Kuroda et al. 2007). Malgré toutxpression de Pax7 ne semble pas
indispensable dans I'engagement des cellules isasellers la voie de réparation des fibres.
En effet, des travausx-vivoont démontré que les cellules satellites perdarpitession de
Pax7, se dirigeaient préférentiellement vers l& @ différenciation (Zammit, Golding et al.
2004) §igure 5.
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Figure 5 : Représentation schématique du mécanisnatauto-renouvellement des cellules satellites
Une partie des myoblastes en prolifération et exant uniquement le facteur Pax7 va retourner easgence
et permettre le renouvellement du pool de cellsédsllites. (d’aprés Zammit, Golding et al. 2004)

L’autre mécanisme consiste en une division asyguérides cellules. Ce type de
division représenterait environ 10% des divisiodalisées au sein d’'un muscle. Au cours de
cette division, les deux cellules filles seraiemtrgendiculaires a la lame basale, et par
conséqguent, en contact avec des environnementetits : I'une avec le plasmalemme,
'autre conservant son interaction avec la membizasale (Kuang, Kuroda et al. 2007). La
cellule a proximité du plasmalemme présente desanix élevés de Myf5 lui permettant de
différencier /fusionner avec la fibre proche, alocpie [lautre cellule, exprimant
préférentiellement Pax7, se dirigera vers un étatjuiescence. Toutefois, si ce modele est
compatible avec I'activation des cellules satdlilers de la croissance du muscle, il est plus
difficile a concevoir dans le cadre de la régéma@natprés lésion, quand les divisions
cellulaires se font alors que la fibre musculat@eente est dégénérée ou en dégénérescence.
Le mécanisme déterminant le devenir des cellulesdame division asymétrique implique
notamment la voie Notch, comme le montre la loadiim de la protéine Numb (Conboy,
2002). Numb empéche la translocation vers le naawomaine intracellulaire de Notch
lorsque celui-ci est clivé suite a une interacttmec I'un de ces ligands. Dans le cadre de la
division asymétrique, le facteur Numb est distritled facon asymétrique entre les deux

cellules filles, prédestinant seulement l'une derglles vers un retour en quiescence et un
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maintien du pool de cellules progénitrices du mug&8hinin, Gayraud-Morel et al. 2006).
Parallélement, il a été démontré que cette diviagymétrique est associée a une ségrégation
asymeétrique du brin matrice de 'ADN vers les dekuprédestinées a reformer le pool de

cellules réserves (Conboy, Karasov et al. 2007).

d. Différenciation des myoblastes

La différenciation des myoblastes est caractéridéme part, par une sortie
irréversible du cycle cellulaire, et d’autre pagar une augmentation de [Iactivité
transcriptionnelle de MyoD suivie d’'une expresside Myogénine afin d’aboutir a
'expression de protéines muscles spécifiques corferechaines lourdes de la myosine
(MHC). La protéine du Rétinoblastome (pRb) jouerdie déterminant dans ce processus. En
effet, en plus d’étre un élément central dans lerétnde la sortie du cycle cellulaire, la
coopération entre pRb et MyoD stimule I'activitéarscriptionnelle de MEF2, facteur
egalement impliqué dans la transcription de gemgsilant la différenciation musculaire
(Novitch, Spicer et al. 1999). Enfin, MyoD partieipau maintien de pRb sous forme
déphosphorylée et réciproquement, pRb contribtecéidation de MyoD (Guo, Degnin et al.
2003).

D’autres régulateurs du cycle cellulaire ont égalemeété impliqués dans les
phénomenes inhérents a la différenciation des nagtds. Ainsi il a été montré que la voie
p53/p21 participe activement a ce processus. P&, ltbxpression est fortement augmentée
lors des premieres heures de différenciation (HallE993), va induire sa cible directe, p21,
dont I'expression augmente au cours des 96 premiéeares de différenciation (Halevy,
Novitch et al. 1995). Un autre inhibiteur des kiemslépendantes des cyclines (CdK) et du
cycle cellulaire, p57, est aussi exprimée de fdagamprécoce lors de la différenciation (Bigot,
Jacquemin et al. 2008). p57 est activé par p73,ncaimme p21, il peut étre réguler de
maniere indépendante par MyoD (Halevy, Novitch let1895; Vaccarello, Figliola et al.
2006). Les protéines p21 et p57 ayant le mémedgdenction, leur invalidation individuelle
n‘affecte pas la formation des myotubes. A l'inegrgur inhibition simultanée conduit & une
perturbation de la myogénése ainsi qu'a une augtientde la capacité proliférative des
myoblastes (Zhang, Wong et al. 1999). La capacagép87 a inhiber les complexes

CdK2/cycline E ainsi que son affinité avec MyoD, wdai permettre de stabiliser cette
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derniere (Reynaud, Pelpel et al. 1999; Reynaudydwtich et al. 2000). Enfin, I'induction du
programme de différenciation est aussi dépendanta dgcline D1. En effet celle-ci assure
en phase de prolifération, le transport de CdK4ydaplasme vers le noyau, qui vient bloquer
a son tour la protéine MyoD (Zhang, Wei et al. )9%%s différentes études soulignent le
réle déterminant des inhibiteurs du cycle celldagt de MyoD dans linduction du
mécanisme de différenciation des myoblastes dantdes événements précoces est la sortie

irréversible du cycle cellulaire.

e. Lafusion des myoblastes

Les cellules musculaires vont fusionner entre gllms former des myotubes, cellules
post-mitotiques multinucléées. Ce mécanisme néeedss interactions cellulaires faisant
intervenir notamment des protéines trans-membrasaglcium dépendantes : les cadhérines.
La M-cadhérine est particulierement importante dauusion des myoblastes, tant lors de la
myogénése qu’au cours de la régénération musculdire expression tres élevée de la M-
cadhérine est d'ailleurs retrouvée au site de hégiw muscle (Moore and Walsh 1993). Sa
régulation est en partie sous la dépendance de lVgtolabsence de MRF conduit a une forte
réduction de I'expression de cette molécule d’aimégSabourin, Girgis-Gabardo et al.
1999). La réduction du niveau de M-cadhérine a pmnséquence une diminution de la
capacité de fusion des myoblastes, avec un inddxsilen passant de 90 a 15%. Cependant,
la M-cadhérine n’est pas totalement indispensabl@racessus de fusion, et son abolition
dans un modele murin ne perturbe pas la formates rduscles (Hollnagel, Grund et al.
2002). En l'absence de celle-ci, d'autres cadhéricemme la N- ou la R-cadhérine sont
surexprimées afin de compenser le déficit en M-caddeD’autres familles de molécules
d’adhésion comme les intégrines, et plus particeigent les intégrinea3 et 31 (Brzoska,
Bello et al. 2006), ainsi que les lectines, comm@adlectine 1 (Goldring, Jones et al. 2002;
Watt, Jones et al. 2004), participent égalememhécanisme de fusion.

La régulation du flux calcique est un autre élénmithordial pour le phénomene de
fusion (Konig, Beguet et al. 2006). Ainsi, la prése des canaux calciques potassium
dépendants Kir 2.1 a la surface des myoblastes insmest essentielle a la fusion de ces
derniers (Bernheim and Bader 2002). En permettasbttie de potassium (K+), ces canaux

vont contribuer a une hyperpolarisation de la memér En réponse a cette derniére, un
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influx de calcium (C%) dans les cellules conduit notamment & I'activatie la calcineurine

qui vient induire I'expression de la myogénine etMEF2 (Konig, Hinard et al. 2004).

f.  Modelein vitro de cellules satellites

Dans l'optique d’analyser les mécanismes moléasagt cellulaires impliqués dans la
prolifération et la différenciation des myoblastes modéle de culture primaire de cellules
musculaires a été développé. Pour cela, les celkdeellites peuvent étre isolées a partir de
biopsies musculaires de deux fagons différente#t v une digestion enzymatique, soit via
la technique dite d’explant (Blau and Webster 19&Jgtte seconde technique exploite les
capacités de migration des cellules satellites dtuse Iésion. En placant des fragments de
biopsie en culture, les cellules progénitrices dusecie vont migrer hors de leur niche pour
ensuite se diviser et proliférer. Elles sont aloossidérées comme des myoblastes et sont
capables de se diviser dans un milieu de cultupplémenté en sérum. Chaque souche de
cellules ainsi isolées posséde une capacité pratifé propre qui va dépendre en grande
partie de I'd&ge du donneur. En effet, il a été tadsque le nombre de divisions qu’une
souche de myoblastes est capable de réalisernestsement proportionnelle a 'age du
donneur sur lequel a été prélevée la biopsie (Mohdyniri et al. 2005). Enfin, en I'absence
de facteurs de croissance (déplétion en séruminyeblastes vont spontanément se mettre a

différencier et fusionner entre eux afin de formes myotubes.
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I[I. Capacité proliférative et acteurs du cycle cellulae

[I.1. Capacité proliférative des cellules satellites

a. Capacité proliférative

La vie proliférative des myoblastes isolés a paltibiopsies humaines passe par trois
phases caractéristiquefig(re 6. Dans un premier temps, les cellules s’acclintaéeteur
milieu et proliférent trées peu. Apres ce temps aterice, les myoblastes entrent dans une
phase exponentielle de croissance. Enfin, lors d'aleeniere phase, on observe un
ralentissement de la croissance des myoblastes’gusg arrét complet de ces cellules qui
entrent en sénescence réplicative (Hayflick and iiead 1961). Le nombre de divisions a
partir duquel les cellules vont atteindre cettesehde sénescence proliférative, est variable et
dépend notamment de I'dge du donneur sur lequek gprelevée la biopsie. Ainsi, des
myoblastes issus d'individus jeunes, posseédentapacité proliférative plus importante que
celle de myoblastes issus d’'individus agés. Pameles des cellules satellites isolées d’'un
muscle de nouveau-né de 5 jours, ont une capaatéepative d’environ 60 divisions, alors
gue celles issues d’'une biopsie effectuée sur ursompee agée vont pouvoir se diviser une
quinzaine de fois (Mouly, Aamiri et al. 2005). Palleurs, on constate que le potentiel
prolifératif des cellules satellites est sensibletriguivalent entre des muscles ayant cessés
de croitre, c’est a dire entre un adulte jeunegét &es observations peuvent s’expliquer de
par la nature méme du tissu musculaire. En effgdtji-ci est constitué de fibres dont les
noyaux post-mitotiques (myonuclei) proviennentaéulsion de myoblastes ayant eux-mémes
proliféré a partir de cellules satellites. Lorsladormation des muscles, les cellules satellites
sont activées de facon importante afin de fourssea de cellules pour assurer la croissance
musculaire. Ceci va avoir pour conséquence une féduction de leur capacité proliférative
au cours de I'enfance du donneur. A I'age adudie,nhuscles matures ayant atteint leur taille
finale, les cellules satellites ne seront solleitéque dans le cadre du renouvellement des
myonuclei, ou en cas de lésion ou d’hypertrophientuscle. Or le renouvellement des
myonuclei chez I'adulte est faible, une étude ayawalué leur « age » a 15,1 ans chez des
individus de 37 et 38 ans (Spalding, Bhardwaj eR@05). Leur potentiel prolifératif va donc

se stabiliser et rester plus ou moins constanbatsale la vie adulte.
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Figure 6 : Représentation des différentes phases geolifération selon Hayflick
Les cellules non-immortalisées suivent ce schémapud#ifération aboutissant a leur arrét proliférati
(sénescence). (d’aprés Shay and Wright 2000)

La capacité régénérative d’un muscle va étre inftée par différents facteurs tels que
le nombre de cellules satellites présentes audsemuscle ainsi que la capacité d’activation,
de prolifération et de différenciation de cellesfienault, Thornell et al. 2002). Différents
parametres peuvent modifier le potentiel prolifiéides myoblastes isolés a partir de biopsies,
comme des facteurs intrinseques (mutations) ouinsgues (environnement, stress
oxydatif). Ainsi, il a été démontré que des myotdasssus de biopsies musculaires de rats et
cultivés a des taux réduits d’oxygenes (2%, Possedent une capacité proliférative accrue
par rapport a des myoblastes cultivés dans destmclassiques (19%AD(Chakravarthy,
Spangenburg et al. 2001; Csete, Walikonis et &11Dans le cas de certaines pathologies
musculaires comme la dystrophie musculaire de Duokhe(DMD), il a également été
constaté une diminution de la capacité prolifératige myoblastes DMD en comparaison de
myoblastes issus d’individus sains du méme age. mgsblastes isolés de muscles de
patients DMD agés de 7 et 11 ans vont respectiveid@tea capable de réaliser 19 et 14
divisions quand des myoblastes issus d’individus atieints, du méme age, vont étre
capables d'atteindre une trentaine de divisiongmportante réduction du nombre de
divisions possibles avant I'entrée en sénescernaeagve est due a un excés de cycles de
dégénérescence/régénération au sein des musclessdpatients. Ces cycles répétés de

réparation des fibres par les cellules satellitagponr conséquence un épuisement du pool de
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ces cellules. Une fois ce stock de cellules prdgéas épuisé, le muscle est incapable de se

régénérer (Decary, Hamida et al. 2000).

b. Le cycle cellulaire : les cyclines

Le cycle cellulaire se décompose en quatre phdsbsitant par la phase G1 et allant
jusqu'a la mitose. La phase G1 correspond a undsagpréparation de la cellule vers le
passage en phase S. Au cours de cette premiere, paasellule va croitre et effectuer la
plupart des régulations transcriptionnelles nédéessaa la synthése des protéines
indispensables a la suite du cycle. C’est préféminent lors de la phase G1 que les cellules
vont pouvoir communiquer entre elles et exécutarsldonctions propres. La phase S est
guant a elle dédiée a la duplication du matérielegjgue de la cellule. La cellule ne pourra
pas s’engager dans cette seconde phase si desewatprésentes au niveau de la séquence
d’ADN, et ce, du fait de la présence d'un point ctntrole a la fin de la phase G1.
L'existence de ce checkpoint fut proposée par Rardei constatait que les cellules
guiescentes, en GO, mettaient toutes le méme tangesnmencer la phase S (Pardee 1974;
Pardee 1989). Avant ce point de restriction, ldfules ont besoin de divers facteurs de
croissance qui empéchent le passage de ce chetlgoifois celui-ci passé, ces facteurs ne
sont plus indispensables. La phase G1 est égaldmeuiint de sortie pouvant conduire la
cellule vers la différenciation ou encore la séease. La phase S qui suit, va donc permettre
un doublement du matériel génétique de la celldke.cours de la phase G2, différents
mécanismes moléculaires vont vérifier I'intégrité & cellule, notamment la duplication
correcte du génome. A la fin de cette phase, uwvasw point de restriction est mis en place
afin de garantir le passage de la cellule verhé&se de mitose dans des conditions optimales.
Enfin, la derniere phase, qui correspond a la rajtea permettre a la cellule de distribuer de
facon équivalente le matériel génétique de la ketere a deux cellules filles. La mitose est
scindée en 4 phases distinctes : Prophase, MégpAaaphase et Télophase préparant la

cellule a sa division terminale.
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Figure 7 : Représentation schématique du taux desfférentes cyclines au cours du cycle cellulaire
(d’aprés Viallard, Lacombe et al. 2001)

Les quatre phases de ce cycle (G1, S, G2, mitasegrg un déroulement ordonné
bien défini et sont soumises a des processus maiézide régulation par des stimuli intra-
et extracellulaires connus. Cette régulation duecyellulaire se fait via l'intervention de
protéines Sérine/Thréonine Kinases : les CDK ouli@gdependent Kinase (Javelaud and
Besancon 2002). Ces protéines peuvent étre régoégshosphorylation, mais également en
s’associant a des molécules régulatrices dont lesgion va varier au cours du cycle
cellulaire : les cyclines. Enfin, leur activité peamissi étre modifiée par l'intervention de
CDKI (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor).

Le cycle cellulaire est régulé par les cyclinggufe 7). Ces dernieres font partie d'une
famille de protéines subissant des variations detkux au cours du cycle. Leur présence a
des moments précis du cycle au sein de la celhulgevmettre a cette derniére de passer d’'une
phase du cycle a l'autre. De plus, chaque typeydine possede une affinité particuliére a un
ou deux types de protéines CDK. Elles sont classékm 5 types (de A a E) et vont étre
présentes au sein de la cellule a differents masrdntycle cellulaire.

Les cyclines D vont étre les premieres a appardéne d’'une stimulation par des
mitogenes. Elles permettent le passage des celleléas phase G1 a la phase S. En effet, la
dégradation de ces cyclines avant que le pointedériction en G1 ne soit franchi, va
empécher la cellule de poursuivre son cycle cetkilde plus, leur activité catalytique va
étre dépendante de la présence de deux CDK majeQdis 4 et 6 (Bates, Bonetta et al.
1994; Matsushime, Quelle et al. 1994; Meyerson ldadow 1994). Enfin, leur expression
peut étre induite par des facteurs de croissanoen&FGF ou TGIB.

La cycline E va, quant a elle, voir sa présencarangée au cours de la phase G1
apres la hausse du niveau de cycline D (Koff, Catsd. 1991). Elle va pouvoir se lier a la

CdK2 (Dulic, Lees et al. 1992; Koff, Giordano et 4092) et former un complexe qui va
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participer a la phosphorylation de la protéine @tibblastome (pRb) (Tsai, Lees et al. 1993;
Hatakeyama, Brill et al. 1994), son pic d’actiws situant juste avant I'entrée des cellules en
phase S. La surexpression de la cycline E entigieeréduction de la durée de la phase G1,
une diminution de la taille des cellules, ainsiumé diminution de leur dépendance face aux
facteurs de croissance et enfin, prolonge la ddeedéa phase S (Resnitzky, Gossen et al.
1994; Ohtsubo, Theodoras et al. 1995). Le but decaraplexe protéique est donc de
permettre la transition G1/S des cellules.

La cycline A va également étre importante au mongentette transition G1/S. Elle
est alors complexée avec la CdK2 et sa surexpressinduit a une entrée prématurée des
cellules en phase S (Rosenberg, Zindy et al. 1%&nme la cycline E, le réle de la cycline
A est important au moment du passage de la phasel&fihase S mais a un niveau différent.
Le complexe Cycline A/CdK2 se lie au facteur desaiption PCNA et permet a la cellule
de débuter sa phase de réplication de 'ADN.

Il existe trois cyclines B. La mieux connue, lalaye B1, joue un réle important dans
les mécanismes de déclenchement de la mitose uSrdjine régulation au cours du temps, |l
a été demontré que la cycline Bl subissait unelatgno spatiale, c'est-a-dire que sa
localisation au sein de la cellule va évoluer aursalu temps. Ainsi, le complexe cycline
B1/CdK1 passe du compartiment nucléaire au conmpenti cytoplasmique lors de
l'interphase (Pines and Hunter 1991; Pines and ¢tub®94). Dans un deuxieme temps, la
cycline B1 devient nucléaire ce qui a pour consegeeune dégradation de lI'enveloppe
nucléaire du fait de I'action des complexes cydiBd/CdK1 sur les lamines nucléaires. Les
cyclines A et B sont considérées comme des cychmastiques (malgré le role de la cycline
A en phase G1/S). En effet, leur pic de présenas ties cellules se situe au cours de la phase
mitotique et de plus, elles possédent une sequaatieuliere d’acides aminés partiellement
conservée en N-terminale, indispensable a leurrude&in rapide nécessaire pendant la

mitose.
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c. Le cycle cellulaire: les kinases dépendantes dedines
(CdK)

Les CdK sont au nombre de huit. Elles ont toutes@nmun une séquence conservée
dans leur partie N-terminale, correspondant a un ailoen de liaison aux cyclines
(Ducommun, Brambilla et al. 1991; Endicott, Nurdeak 1994). De facon générale, leur
expression va varier, mais leur niveau est toujdétsctable au cours du cycle cellulaire.

CdK1 n’est présente que dans les cellules quifprelt. L'ARNm codant pour CdK1
varie au cours du cycle mitotique avec notammenhiueau bas en phase G1 (Fisher and
Morgan 1994). L’activité enzymatique de cette praén’est observée qu’au cours de la
phase G2/M. CdK1 permet le passage de la phasel&ghase M. L'initiation de la mitose
est dirigée de fagon spécifique par une cascagdgphorylation de protéines qui aboutit a
I'activation du complexe cycline B1/CDK1 par phospfiation de CdK1 (Ohi and Gould
1999). De plus, CdK1 peut tour a tour étre commex¥ec les cyclines A et B,
respectivement au cours de la phase G2 et loraskage G2/M.

CdK2 peut quant a elle, étre activée par les cgslih ou E (Pines and Hunter 1990;
Demetrick, Zhang et al. 1994). La formation d’'un @bexe avec la cycline A aura lieu a la
fin de la phase G1 et ce dernier restera jusqu’amemt de la métaphase, durant la mitose,
lors de la dégradation de la cycline A. De son,détéomplexe Cycline E/CdK2 est présent a
partir de la phase G1 jusqu’au début de la phaspe8nettant la mise en route de la
réplication de I'ADN (Tsai, Lees et al. 1993).

Les partenaires des CdK4 sont les cyclines D (Mhiste, Ewen et al. 1992). Au
cours de la phase G1, le complexe CdK4/cycline f1laetif. Cette activité connait un pic au
moment de la transition G1/S et reste détectabtpujada mitose (Matsushime, Quelle et al.
1994). Son invalidation n’est pas létale, mais efladuit, chez la souris, a une diminution de
taille ainsi qu’a une stérilité et un diabéte (Rababus et al. 1999). De plus, CdK4 possede
de nombreux partenaires moléculaires, et notampiait**.

Le cas de CdKS5 est particulier puisqu’elle n'ess pativée par des cyclines (Sharma,
Sharma et al. 1999). De plus, elle semble jouerdlm particulierement important dans le
métabolisme cérébral.

Cdké6 est capable de former des complexes avecsttegecyclines D et possede une
activité kinase sur la protéine Rb. Cette actieis¢ capable de se manifester au cours de la
phase G1 (Meyerson and Harlow 1994).
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CdK7 possede une incidence indirecte sur la phogfaton des histones H1. En
effet, les CdK7 sont-elles mémes en mesure de pbogpr les CdK1, 2 et 4, modifiant ainsi
leur activité vis a vis des histones H1. CdK7 sedlila cycline H, formant ainsi le complexe
CAK (CdK Activating Kinase). L'expression ainsi gliactivité de CdK7 ne varie pas au
cours du cycle cellulaire laissant penser qu’ikexiun autre mécanisme que la régulation via
les cyclines (Darbon, Devault et al. 1994).

Enfin, CdK8 a pour partenaire la cycline C.

d. Larégulation de l'activité des CdK

Les CdK peuvent étre régulées de trois faconsrdiftés :
- Leur liaison a une cycline
- Leur phosphorylation

- Leur liaison a une molécule tierce qui va pouvanhiber

Les CdK possedent une structure dite bilobaire. rdilieu de ces deux lobes se
trouvent les sites de liaison a I'ATP ainsi qu'atbstrat. Dans sa conformation inactive
monomerique, une CdK est liée a 'ATP et ainsi ddnsapacité de se lier a un substrat. La
liaison & une cycline entraine un changement déoooation conduisant a une modification
de l'orientation de I'ATP et & la libération duesitle liaison au substrat. La formation du
complexe CdK/cycline n’est malgré tout pas suffisapour activer ce complexe. C’est
l'intervention du complexe CAK qui permet la phospfiation de résidus particuliers sur
celui-ci. Ces phosphorylations particuliéres pdtemt un dégagement du site catalytique de
la CdK, mais également une stabilisation du comgpléa phosphorylation d'une CdK n’est
pas forcément synonyme d’activation de cette dexni&eule la phosphorylation de la
Thréonine (160 ou 161) active les Cdk. A l'inverdes phosphorylations touchant la
Thréonine 14 ou la Tyrosine 15 conduisent a unéitibn des CdK. L’activation des CdK
passe donc par la déphosphorylation de ces dees (dihrl4 et Tyrl5) via une phosphatase
(CDC25), combinée a la phosphorylation des Thri6Q &l par des kinases telles que weel,
Mytl ou encore Myk1.
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e. Lerdle de la protéine du Rétinoblastome

La protéine du rétinoblastome (pRb) va principaletrevoir pour réle de réguler la
progression du cycle cellulaire en phase G1 (Weqh895). Elle agit au point de restriction,
permettant ou empéchant la poursuite du cycle esel$. Sous sa forme inactive, elle est
hyperphosphorylée. Le passage du point de restuictet donc la poursuite du cycle
cellulaire, ne pourra s’effectuer que si pRb seweosous sa forme phosphorylée. Ce sont les
complexes CdK/cycline (cycline D/CdK4 ou 6) qui pettent la phosphorylation de pRb, la
rendant ainsi inactive et inhibant son activité-gnoliférative. Les cyclines D sont les seules
capables d'interagir directement avec la protéibgBowdy, Hinds et al. 1993; Ewen, Sluss
et al. 1993).

Au niveau moléculaire, pRb interagit avec les prae de la famille E2F
correspondant a une famille de facteurs de crotgséBous sa forme déphosphorylée, pRb va
ainsi pouvoir s’associer aux facteurs E2F, inhidaant activité de transactivation des genes
nécessaires a la réplication de 'ADN. La phosplatign de pRb en fin de phase G1, va
entrainer la libération des facteurs E2F, permetmmoursuite du cycle cellulaire (Lukas,
Parry et al. 1995; Suzuki-Takahashi, Kitagawa et1805). Les protéines E2F sont des
hétérodimeres composés d'une molécule E2F (E2F8) ainsi que d'une protéine de la
famille DP (DP1 ou 2) (La Thangue 1996). Une fais¢llule passée en phase S du cycle, les
membres de la famille E2F vont étre inactivés plaosphorylation de DP. Ceci a pour
conséguence une incapacité des complexes E2F/2Pliarsa I'ADN, empéchant ainsi la
transactivation des genes. L'activité de E2F escdees finement régulée au cours du cycle
cellulaire. Au cours des deux premiers tiers deHase G1, I'activité des facteurs E2F est
inhibée via leur liaison a pRb. lls vont ensuite &ctivés au moment du passage du point de
restriction R. C’est a ce moment que va s’opérghlasphorylation de pRb qui va permettre
la rupture du complexe pRb/E2F et ainsi entraiadibiération des facteurs E2figre 8)

Une fois libérés, ces derniers vont pouvoir tratigacles genes nécessaires a la poursuite du
cycle. Ces derniers sont notamment primordiaux fetransition G1-S du cycle. Le facteur
E2F-1 va en particulier étre capable de faire padse fibroblastes quiescents en phase S. Il
est également important de noter quU'E2F-1 est capdiblutoréguler sa production. En effet,
son promoteur posséde plusieurs sites de fixapéniques des facteurs E2F permettant une
régulation en fonction de la phase du cycle etmaotant une forte augmentation du taux de
protéines E2F en fin de phase G1 (Duronio, Brook.e1996). Une fois la phase S engagée,
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les facteurs de la famille E2F vont étre inactiviees complexes cycline A/CdK2 vont

entrainer la phosphorylation de DP-1, empéchargi dan fixation des facteurs E2F sur

I’ADN.
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Figure 8 : Réqulation de l'activité de E2F via la hosphorylation de pRb

L’inhibition du complexe E2F/DP par pRb empéchedebules de passer en phase S. La phosphoryldéda
protéine Rb par les complexes CdK/cyclines leveedehibition et permet I'expression de génes negiess au
passage en phase S.

En plus de son role dans la régulation du cycléulegde, pRb va également étre
impliqué dans les phénoménes de différenciatiorcdisles musculaires en coopération avec
le facteur MyoD via une augmentation de I'activité@nscriptionnelle de MEF2 (Gu,
Schneider et al. 1993; Novitch, Mulligan et al. 198®vitch, Spicer et al. 1999). En effet,
pRb fut décrit comme un meédiateur de l'arrét duleycellulaire induit par MyoD.
L’accumulation de la forme déphosphorylée de pRipaatéristique de l'arrét de croissance
des cellules, est I'un des évenements précocesusamd a la différenciation des cellules
musculaires. Il existe donc une corrélation direcitre I'état de phosphorylation de pRb et la

capacité des cellules musculaires a sortir du aalelaire.

[I.2. Les inhibiteurs des kinases dépendantes des cylGiel)

La régulation des complexes CdK/cyclines se fait piatermédiaire de petites
protéines capables de se lier a ces complexemectier leur activité kinase. La cellule peut
ainsi bloguer sa poursuite dans le cycle cellulaitaéponse a certains stimuli et réduire les
possibilités de passer le point de restriction. C&$ vont ainsi jouer un réle important dans

la régulation du cycle cellulaire en retardant iaeven place de complexes CdK/cycline et en
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permettant leur mise en ceuvre au temps adéquatfatale ordonnée. Ce type de régulation
aura par exemple lieu lors d’'une lésion de 'ADNesLCKI vont alors intervenir afin de
bloquer le cycle cellulaire permettant a la celldiieffectuer les réparations nécessaires.

Ces inhibiteurs sont regroupés selon deux graratedlés. La famille des CIP/KIP

p27<IP/|CK/PIC2 et

(CdK/Kinase Inhibiting Proteins), constituée destpines p2¥AF/cPL
p5772. Ces trois protéines ont la particularité de pauirhiber la plupart des complexes
CdK/cycline a l'inverse des membres de l'autre femil’inhibiteurs qui inhibent de fagon
spécifigue CdK4/6. Cette deuxieme famille est appéh famille INK4 (Inhibitor of CdK4) et

6NK4a/MTSl/CDKN2/CDK4I' plgN K4c/INK6a g\IK4d/IN K6b'

est composée de pi5*™MT™S2 p1 ,etpl

a. Les inhibiteurs CIP/KIP

Les protéines de cette famille sont caractéris@edequr localisation nucléaire ainsi
gue leur capacité a réprimer tous types de pradduK. Cette capacité est due a un domaine
situé en N-terminal des trois protéines qui, enfisant sur une CdK, va entrainer un
changement de conformation du site catalytique ette aerniére, bloquant de ce fait son

acces a I'ATP.

IP1/WAF1.

p21°

Le réle de p21 est primordial en cas de IésionADN. Cette protéine permet de
bloquer la cellule en phase G1 le temps que lemraépns soient effectuées. Elle se lie aux
complexes CdK/cycline présents lors de la phasei&¥on domaine N-terminal, ainsi qu'a
'antigene nucléaire PCNA, inhibant I'activation 4&DN polymérased (Cayrol, Cabrolier
et al. 1997). p21 est donc en mesure de se liecanmplexe CdK4/cycline D et CdK2/cycline
E. Il apparait également que les complexes étéstdiune seule molécule p21 restent actifs
alors que les complexes étant liés a plusieurssp2touvent inactivés. Les modifications de
la stcechiométrie de p21 semblent donc suffisantas gxpliquer un changement d’activité
des complexes CdK/cycline et donc le blocage duecgellulaire en phase G1 en cas de
Iésion de '’ADN. Certaines études tendent égaleraaidmontrer que p21 posséde également
une activité anti-apoptotique (Stewart, Leach etl8P9; Chakravarthy, Spangenburg et al.
2001). Son r6le dans la différenciation des cedlumeisculaires et d’autres tissus fut démontré

dans plusieurs études. Il fut notamment constatéfane expression de p21 dans différents
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tissus en fin de différenciatidn vivo (Parker, Eichele et al. 1995)iatvitro (Guo, Wang et
al. 1995; Halevy, Novitch et al. 1995; Parker, [Eilehet al. 1995). En 1999, Zhang confirme a
son tour l'implication de p21 dans les phénoménesifférenciation musculaire chez la
souris (Zhang, Wong et al. 1999).

p27™:

Cette protéine se lie aux complexes CdK2/cyclinet Entraine la phosphorylation de
CdK2 au niveau de la Thrl60, conduisant a l'inadton du complexe. Lors de lI'entrée des
cellules en cycle, p27 est captée par les compl@&di€/cycline D. La séquestration des
molécules de p27 libres entraine un allégement clastraintes sur les complexes
CdK2/cycline E, facilitant ainsi leur activationnElessous d’un certain seuil de p27 libre, et
donc actif, le complexe CdK2/cycline E favorisepsapre activation en phosphorylant p27
(entre autres) et déclenche sa dégradation (Sheadtidine et al. 1997; Vlach, Hennecke et
al. 1997). Les molécules de p27 résiduelles étaptées par les complexes CdK4/cycline D,
les complexes CdK2/cycline E vont voir leur acvitugmenter conduisant ainsi a établir un
certain ordre dans I'activation des complexes. Cendans le cas de p21, la stcechiométrie de
p27 détermine son influence sur les complexes Cg&lihe. En effet, la présence d'un
nombre restreint de molécules p27 permet la foonalies complexes CdK/cycline ainsi que
leur activation et leur stabilisation (Cheng, Gdiviet al. 1999). Dans un second temps,
lorsque la quantité de p27 augmente, c’est l'effgtibiteur qui prévaut. Enfin, il est
€galement a noter que p27 est en mesure de jouétaudans la myogénese des myoblastes.
En effet, p27 tend a stimuler la production de MWhggine, augmentant de fait les contacts
cellule/cellule, contribuant ainsi a faciliter lasfon des cellules musculaires (Messina, Blasi
et al. 2005).

p57*%:

Tout comme p21 et p27, p57 lie les complexes CdHifoy. La stcechiométrie de la
molécule détermine également son action sur lesplxes CdK/cycline. A faible
concentration, p57 permet la formation de ces cergd ainsi que leur activation. A
l'inverse, la présence d’'une quantité plus impdgate molécules conduit a I'inactivation des
complexes (Hashimoto, Kohri et al. 1998). L'indoctide p57 conduit au blocage du cycle
cellulaire en phase G1 (Lee, Reynisdottir et a@5t Matsuoka, Edwards et al. 1995). p57 est

en effet capable de se lier aux différents comp@e&elK2/cycline E, CdK2/cycline A,
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CdK3/cycline E, CdKd4/cycline D1-2 et de fagcon plegcasionnelle aux complexes
CdK1/cycline B et CdK6/cycline D2 (Lee, Reynisdodt al. 1995; Matsuoka, Edwards et al.
1995; Reynaud, Guillier et al. 2000). En paralléle son influence sur les complexes
CdKl/cycline, p57 agit sur les processus de myogenes/ est en effet exprimé au tout début
du processus de différenciation, lors de la sodie cycle des noyaux de myoblastes
(Kitzmann and Fernandez 2001; Bigot, Jacquemin |et2@08). Différentes études ont
démontré des interactions plus ou moins directé® 057 et MyoD, menant & un contréle
réciprogue entre ces deux protagonistes. p57 eseffet capable de stabiliser MyoD
(Reynaud, Leibovitch et al. 2000) qui, de son cesé.en mesure d’induire p57 via I'action de
p73 (Vaccarello, Figliola et al. 2006). En 19997 it également décrit par Zhang & al.
comme intervenant dans les processus de diffétamtimusculaire. L'absence de p57 et de
p21 au sein des cellules myogéniques, conduit apentirbation de l'arrét prolifératif des
cellules avant différenciation. De plus, le squeletinsi que d’autres tissus, vont également
étre touchés chez des souris présentant une aéptiices deux génes (Zhang, Wong et al.
1999).

b. Les inhibiteurs INK4

Cette famille de protéines est composée de quagmhres: p18<** (Serrano,
Hannon et al. 1993), p£%*® (Hannon and Beach 1994), P8 (Guan, Jenkins et al. 1994;
Hirai, Roussel et al. 1995) et p1¥° (Chan, Zhang et al. 1995; Hirai, Roussel et a@5)9
Ces quatre protéines ont pour caractéristique camnue toutes présenter une structure
contenant des répétitions ankyrirfigiire 9. Ce sont des polypeptides de 15 a 19 kDa
partageant environ 40% d’homologie. Les membresetie famille sont capables d’'inhiber
les complexes CdK/cyclines et plus particuliereméattivité kinase de la cycline Oigure
10). Pour ce faire, les protéines INK4 vont se mettnecompétition avec les cyclines D afin
de fixer les sous-unités CdK (4 et 6). Mais ce tgfiehibition par séquestration de CdK n’est
efficace qu’en présence de la protéine Rb au seila dellule. En effet, en cas d’absence de
pRb, I'expression de cycline E va se voir augmentendant inefficace I'inhibition des
complexes CdK4/cycline D et empéchant ainsi le dijecde I'entrée en phase S. Les génes
INK4 possedent des profils d’expression tres défifiés selon les tissus, ce qui laisse a penser
gue cette famille d’inhibiteurs du cycle cellulapessede des fonctions spécifiques a un type
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de tissu ou de cellules (Canepa, Scassa et al. @6Q7 une revue). Il est également
intéressant de constater qu’une perte de fonctiomrmi inhibition de certaines protéines
INK4 est fréquemment retrouvée dans différents syde cancer, d’ou leur étiquette de
« suppresseur de tumeur ». Leurs réles sont ass&s & elles sont exprimées de facon
spécifique en fonction de différents parametres dqeie le type ou I'age des cellules ou du
tissu.

D 15NK4B :

Le gene de pl15 se situe sur le chromosome 9p2%idoer25kbp en amont du locus
de pl6. La protéine issue de ce gene contientejuaitifs ankyrine. De plus, elle posséde de
50 a environ 70% d’homologies avec p16 selon quedonsidére la partie N ou C-terminale.
Cette conservation au niveau de la séquence coaf@ks des caractéristiques proches de
celles de p18***. En effet, la déplétion de p15 pourrait jouer dterdans la formation de
tumeurs du fait de I'absence d’inhibition des CdKef 6). Il est également intéressant de
noter que I'expression de pl15 va fortement augmearteprésence de TGFentrainant une
augmentation de sa liaison & CdK4 et 6 et condu&am arrét de la cellule en phase G1
(Reynisdottir, Polyak et al. 1995; Reynisdottir adssague 1997).

8NK4C .

pl

Le locus de p18“© se trouve sur le chromosome 1 en position p32rb&éine qui
en découle posséde 38% d’homologie avec p16. Adise de pl6, elle posséde une affinité
plus importante pour CdK6 que pour CdK4. D’'un palatvue fonctionnel, tout comme p16,
p18 va entrainer un arrét du cycle cellulaire parhition des complexes CdK/cyclines. Cette
protéine est notamment exprimée de facon focalandue développement fcetal, jouant un
réle dans la différenciation terminale de diffésetypes cellulaires (Morse, Chen et al. 1997;
Zindy, Quelle et al. 1997).

D 1gNK4D :

Le gene de pl9 est localisé sur le chromosome @osition pl3. Tout comme
p15VK*B |a protéine issue de ce géne comporte quatrefanatikyrine et présente 48%
d’homologie avec la séquence de pl16. Les ciblesette protéine sont les CdK 4 et 6. Elle a

éte, de ce fait, décrite comme capable d'inhibectemplexes CdK4/cycline D.
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p15FNKdB Fﬁ GINKdA
p18[NK4C pﬁglNKdD
Figure 9 : Structures tertiaires des inhibiteurs INK4 (logiciel Protein Data Bank).
La structure en « hélice-boucle-hélice est caratigue des INK4 (motifs ankyrine répétés).
pl8 et p19 sont représentés en interaction ave®&C@Kotein Data Bank
f
' Famille INK4

: k2

Figure 10 : Les inhibiteurs du cycle cellulaire.

Les CKI (Inhibiteurs des Cyclines dépendantes daadés) sont capables d’inhiber les complexes Galfes
en se fixant sur les CdK (2, 4 ou 6) afin d’'empé&dear liaison avec les cyclines. Il existe deumniltes
d’inhibiteurs : la famille INK4 inhibant les comples CdK/cycline D et la famille CIP/KIP, capablentiiber
I'ensemble des complexes CdK/cycline présents ept@&l (d'aprés L. Meijer, 2003)
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Tout comme pl18, pl9 a été décrit comme pouvant jonedle dans des phénomeénes
de différenciation terminale de différents typedlutagres (formation des macrophages,
myogénése) (Franklin and Xiong 1996; Adachi, Rousteal. 1997), et au cours du
développement. Son expression va donc varier eriéongu type ainsi que de I'age du tissu
(Morse, Chen et al. 1997; Zindy, Quelle et al. 1997

D 16NK4A :

Le locus d'INK4A est situé sur le chromosome 9 egifion p21. La protéine pl6 est
constituée de 156 acides aminés et contient égateqeatre répétitions motifs du motif
ankyrine. p16 est donc capable d’inhiber les corgdeCdK/cycline en se liant a son ligand
naturel, CdK4. En outre, différentes études senilldémontrer que le gene pl6 est le plus
fréquemment muté dans les cas de cancer. Le casl@&“** sera décrit de facon plus

approfondie dans une section ultérieure.
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[1l. La sénescence réplicative

[11.1. Généralités

La sénescence correspond a un arrét irréversibleyde cellulaire, associé a des
modifications morphologiques et fonctionnelles @e cellule. Elle peut étre causée par
différents facteurs comme une taille réduite démméres ou I'exposition aigtie ou chronique
a des signaux de stress physiologiques (UV, oxydanPlusieurs voies de signalisation sont
susceptibles d’intervenir dans cet arrét du cyeltulaire en fonction du signal inducteur. Les
cellules somatiques, contrairement aux cellulestssiou aux cellules tumorales, possédent
une capacité proliférative limitée. Cette limite mmmbre de divisions a été mise en évidence
par Hayflick des 1961 (Hayflick and Moorhead 19@&1)aide de fibroblastes humains en
culturein vitro. Au cours de cette étude, il a décrit les phasesaténce et de croissance
exponentielle par lesquelles les cellules passertoars de leur vie proliférative en culture
avant de voir leur croissance ralentir pour attenla limite dite «de Hayflick »
correspondant a un état de sénescence réplic&iveconsidere que les cellules sont en
sénescence lorsque celles-ci n'ont pas fait desidivipendant trois semaines dans un milieu
prolifératif. Pour autant, le métabolisme des defiuatteignant cet état n’est pas stoppé. Les
cellules en sénescence peuvent étre conservéestem pendant plusieurs mois. Les cellules
sénescentes présentent trois caractéristiquesigaies qui les différencient des autres
cellules : un arrét prolifératif irréversible, umésistance aux mécanismes d’apoptose et
'apparition de modifications morphologiques et afsliques. Enfin, deux voies sont
impliquées dans I'induction de la sénescence dasblagtes humains: la voie p53 (télomeres
dépendante) et la voie p16 (stress dépendante).

a. L’arrét prolifératif

En entrant en sénescence, les cellules sortent ydle cellulaire de maniere
irréversible. On considere qu’elles sont dans urase dite GO située apres la phase G1. Les
cellules ayant atteint ce point de non-retour, sonapables de ré-initier une quelconque

synthese d’ADN, et ce, malgré une stimulation s chitogenes. Le passage en sénescence
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est également synonyme d’altération de l'activitédeula transcription de différents genes,
notamment ceux impliqués dans le passage G1-S. aenfgénérale, les cellules en
sénescence présentent des taux moins élevés @npsoet d’ARN que ceux retrouvés dans
des cellules en phase exponentielle de croissdmceégulation négative observée pour les
facteurs de transition G1-S est principalementaluenaintien sous forme hypo-phosphorylée
de la protéine Rb (Lukas, Parry et al. 1995; Sudigkiahashi, Kitagawa et al. 1995; Bigot,
Jacquemin et al. 2008). Ceci va entrainer une sémtien du facteur de transcription E2F
nécessaire a l'activation transcriptionnelle desegépermettant le passage G1-S. De plus, les
cellules sénescentes présentent une surexpressiGiKideapables d’inhiber les complexes
CdKl/cycline, empéchant ainsi la poursuite du cyrlebloquant la transition entre les phases
G1 et S. Différentes protéines peuvent présentepiande surexpression aux abords de
'entrée en sénescence. C’est notamment le cadéJmith 1992; Noda, Ning et al. 1994;
Tahara, Sato et al. 1995; Wong and Riabowol 1986p16 (Alcorta, Xiong et al. 1996) mais
également de p53 (Kulju and Lehman 1995; Vaziri Bedchimol 1996; Vaziri, West et al.
1997).

b. Larésistance au processus d’apoptose

L’'une des caractéristiques des cellules sénescersieseur capacité a résister au
phénomene de mort programmée, également appeléoapofd-es mécanismes permettant de
comprendre le lien entre la sénescence des cedtlesir résistance a I'apoptose sont encore
mal connus. Une étude récente a émis I'hypothésm giéfaut de signalisation vers le noyau
dans les cellules sénescentes pourrait expliquerésistance (Roue, Pichereau et al. 2008).
En effet, ces auteurs ont constaté une forte dinoinwde la transduction des signaux p38 et
Erk %2 au sein des cellules sénescentes lorsquideceieres sont soumises a un stress de type
H,0O, ou staurosporine (inhibiteur de la PKC et induct#apoptose respectivement). Cette
résistance des cellules a I'apoptose pourrait guph 'accumulation de cellules sénescentes

in vivo (Dimri, Lee et al. 1995).
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c. Les modifications morphologiques

Le vieillissementin vitro des cellules humaines est caractérisé par desfioatidins
morphologiques importantes. En sénescence, la tdéds cellules ainsi que celle de leur
noyau, va fortement augmenter. Les cellules vonaledgent adopter une forme
caractéristique des cellules sénesceimesitro, & savoir étalée et irrégulieréglre 17).
Différentes études ont permis de déterminer legigi&s morphologiques retrouvées au
sein des cellules sénescentes : un rapport nugtépltasmique diminué (Sherwood, Rush et
al. 1988), une augmentation de la taille et du meme lysosomes (Robbins, Levine et al.
1970; Brunk 1973), un allongement des mitochondaiesi qu’une déstructuration de leur
enveloppe (Robbins, Levine et al. 1970; Goldsteid Korczack 1981). Enfin, on constate

une désorganisation massive de leur cytosquelaiteluisant a une certaine rigidité,
probablement responsable de leur diminution de li®Wang 1985).

Figure 11 : Clichés de fibroblastes jeunes et sémests

(a) Les cellules sont en phase de prolifératiopatsédent une morphologie caractéristique : tadtiuite,
contours réguliers, noyaux démarqués. (b) A I'iseetes cellules sénescentes sont caractérisém gaalement
de leur cytoplasme, des contours cellulaires tréguliers. (d’aprés Shay and Wright 2000)
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d. Les modifications métaboliques

La sénescence ne correspond pas a un arrét cameglédnctions métaboliques de la cellule.
Au contraire, celle-ci reste viable durant de loegypériodes. De plus, elle présente une
activité de synthese et de dégradation des macémumes (ARN et protéines), malgré une
diminution de ces taux par rapport a ceux trouvassddes cellules réplicatives (Campisi
2000). Il a également été constaté, dans certgipsstcellulaires, une augmentation de
l'activité de certaines protéases impliquées dandéigradation des protéines de la matrice
extracellulaire (collagénase, stromelysine), mgele@ment une réduction de I'expression des
inhibiteurs de ces mémes protéases. La sénescarxecdllules s’accompagne d’une
diminution d’expression de différentes protéinegmtymes impliquées dans la synthése, la
structure et la réparation de 'ADN. De nombreuxieg voient également leur expression
perturbée, parmi lesquels nombre de facteurs dissemce, de cytokines ou encore de
régulateurs du cycle cellulaire (Cristofalo, Ph#liet al. 1989; Cristofalo and Tresini 1998;
Cristofalo, Volker et al. 1998). Enfin, l'activiteéinormale de lap-galactosidase est
généralement considérée comme un marqueur de ségesEn effet, dans de nombreux
types cellulaires, |18-galactosidase (hydrolase lysosomale) voit sorvieetaugmentée pour
des pH inhabituels. Active pour un pH de 4 dans deltules en prolifération, |$-
galactosidase devient détectable a un pH de 6dimsellules sénescentes (Dimri, Lee et al.
1995). La modification de l'activité de cette enzym été reliée a une augmentation de la
densité lysosomale, elle-méme due a un accroissestnembmbre de processus d’autophagie
(Gerland, Peyrol et al. 2003).

[1l.2.La voie « télomeres dépendante »

En 1973, le concept de régulation de I'horloge tigtee par la réduction progressive
de I’ADN télomérique fut proposé par Olovnikov (Ofokov 1973). Partant des observations
réalisées par Hayflick selon lesquelles I'age dungoin détermine la capacité proliférative
des cellules et que celles-ci, méme soumises &amgelation, conservent une « mémoire »

du nombre de divisions qu’elles ont effectué, Ol&wria émis, a partir du mécanisme de
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réplication de I'ADN, I'hypothese que la sénesceoeitulaire découlait d’'une perte excessive
de I'ADN télomérique. En effet, a chaque divisidbADN polymérase qui permet de
répliqguer 'ADN, se voit dans l'incapacité de dupler, de facon intégrale, les séquences
télomériques 3’ terminales présentes aux extrérdiggsdoubles brins d’ADN. Ainsi, la taille
des télomeéres se voit réduite a chaque divisionvifen 50 a 150 paires de bases (pdb). A
partir d’une taille critique d’environ 6kb, un télene est considéré par la cellule comme une
source d’instabilité qui va étre a I'origine d’uigrsal conduisant a la sénescence de la cellule
(Wright and Shay 2001). Les télomeres ayant atteunttaille critique, sont reconnus comme
des cassures de I’ADN et vont activer les systemea®paration de 'ADN. La mise en ceuvre
de ce mécanisme conduit & une augmentation devitactde p53 (Vaziri and Benchimol
1996) ayant pour conséquence une accumulation derotgine p2Y“™ qui inhibe les
complexes CdK/cyclines et provoque un arrét duecgellulaire.

Ainsi, p53 joue un role central dans le devenir dafules. Son activation conduit la
cellule vers I'une des deux voies terminales, laeséence ou I'apoptose. p53 est un des
principaux suppresseurs de tumeurs et son inhib@mtribue a 'immortalisation de certains
types cellulaires ainsi qu’'un accroissant de labgité chromosomique. Les télomeres,
formés par des répétitions de séquences TTAGG qtragines spécifiques, assurent la
stabilité des extrémités chromosomiques. La pratog de la capacité proliférative au-dela
de la limite de Hayflick, va entrainer une érosextessive des télomeres. Les extrémités
chromosomiques n’étant plus protégées du fait daille réduite des télomeéres (Karlseder,
Smogorzewska et al. 2002), en résulte une forteabilgé génomique qui participe au
processus de tumorisation ou de déclenchement detacellulaire (Collins 2000). Dans
certains types cellulaires comme les cellules geaitas, certaines cellules souches ainsi que
des cellules tumorales ou immortalisées, I'érosdms motifs télomeériques (répétitions
TTAGG) est compensée par la présence d’'une trgtasé inverse spécifique, la télomérase
(Cong, Wright et al. 2002). Celle-ci va assurer signthése de novo des répétitions
télomériques sur les téloméres préexistants, mmenteainsi leur longueur au cours des

divisions.
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111.3.La voie p16™**

a. Locus INKAA/ARF (CDKN2A)

La protéine p18¥** est issue du locus INK4A/ARF, présent en posig2l. Ce
locus est tout a fait particulier car il contierust genes codant pour deux protéines dont la
fonction est différente, bien que ceux-ci aienbdexons en commun. Le premier variant issu
de ce locus est généré a partir des exans2let 3, et correspond a gi8*. Le second
variant, p14~F est formé des exon$12 et 3. En outre, le cadre de lecture de’‘Blpour
Alternative open Reading Frame) est différent delicde p16 conduisant a une absence
d’homologie entre les deux protéines. Il faut égmet noter que ce locus se trouve
frequemment inhibé dans de nombreux types de canchez I'Homme, dou sa
dénomination de MTS1 pour Major Tumor-Suppressocuso L'épissage alternatif de ce
locus permet d’obtenir deux protéines possédarramoteur ainsi qu’un exon 1 propres a
chacungFigure 12)(Bodenez, Darrouzet et al. 2006).

Transcrit B Transcrit o

@
|
=

T e e
¥

Dégradation Entrée en
protéasomale phase S

Figure 12 : Schéma du locus du géne CDKN2A (9g2He ces produits et de leur implication dans la rédation du cycle cellulaire.

Les protéines issues des transcrits alternatifdodus CDKN2A vont agir tous deux sur l'arrét du leyc
cellulaire mais en touchant deux voies bien digtisicLe locus CDKN2A est en mesure de produire delres
variants (p12 et pA® mais leur production reste trés minoritaire (P1@u localisée dans certains organes (p12
dans le pancréas).
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Les deux molécules décrites précédemment vontvenar dans deux voies séparees.
De par son action sur la protéine de dégradatioMRIBMDM?2), p14™~F participe aux
phénomenes de sénescence réplicative et/ou d'amopt@ la stabilisation de p53 et
linduction de p2%"™% De son coté, pI&“** intervient directement au niveau de certains
acteurs du cycle cellulaire. En effet, p16 est bégpd’inhiber les CdK4 et 6 et ainsi bloquer
les complexes CdK/cycline formés a partir de cesnidees. Une fois le complexe
CdKl/cycline inhibé, le complexe protéiqgue Rb/E2Fpmait plus étre phosphorylé. Ceci va
avoir pour conséquence I'impossibilité pour lawelld’entrer en phase S, et donc un blocage
du cycle cellulaire en phase G1.

La complexité de la régulation de pl6 est due aatare méme du locus INK4. En
effet, les trois génes présents sur ce locus {H115"“® et p18¥<**) possédent chacun un
promoteur indépendant permettant une régulation penigante de chacun d’entre eux.
Cependant, leur regroupement sous un méme locusepégalement une régulation globale
et/ou coordonnée grace a des événements de remedélaomatinien (Barreau, Paillard et al.
2005; Barreau, Paillard et al. 2006y(re 13. Plusieurs études ont permis de déterminer des
sites de fixation de facteurs de transcription @nés sur le promoteur de g16%. Ainsi les
sites Ets, boite E, sites de Spl, site de RHAtetd® ITSE ont été identifiés, indicant que la

transcription de p16 est sujette a de multiplesanixede controle.

HDACs

Cdcé
e’ é@ @ silencing ‘

overload % ,, m
é&eéé@ : @@@ mq@ @W}—
S

ORC TFs (?)

RD INK4/ARF INK4/ARF locus

Figure 13 : Modéle mécanistique de l'inhibition duocus INK4/ARF par Cdc6

La présence d'une forte concentration de Cdc6 peunduire a un recrutement des histones déacétylases
(HDAC) 1 & 2. La désacétylation de la chromatinecemduire a une condensation de cette derniérefsoug
d’hétérochromatine, et a une inhibition du locuKMARF. (d’aprés Gonzalez and Serrano 2006)
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b. Meécanismes d’activation de la voie p16

La voie p18"“** est une voie complexe, capable de bloquer la pssipn du cycle
cellulaire et de faire passer la cellule dans uhase d'arrét prolifératif similaire a la
sénescence. Au contraire, son inhibition est a8so@ de nombreux événements de
dérégulation du cycle cellulaire. En effet, les atigns ou délétions de cet inhibiteur de
cyclines dépendante des kinases, sont associéeméltiples types de cancers (Sharpless and
DePinho 1999), en patrticulier les mélanomes. Néamsndés raisons reliant la perturbation
géneétique de pl6 et la prédisposition a ce typeadeer restent mal définies. De plus, la voie
pl6 est également une voie de réponse au strégkicel(Wang, Chen et al.). La régulation
de I'expression de la protéine pl6 peut se faiedx niveaux : transcriptionnel et post-

traductionnel.

Réqulations transcriptionnelles :

Divers éléments régulateurs sont retrouvés au nideapromoteur de pl6. Un site
Ets-binding, positionné entre -124 et -85, a éaniifie. Il permet la liaison des facteurs de
transcription Ets %2 (Lim, Park et al. 2011), conmusnme des cibles de la voie de
signalisation Ras-Raf-MEK et pouvant étre activés phosphorylation via une activité
MAPK. Leur fixation sur le promoteur de pl6 entealine hypo-méthylation de ce dernier,
aboutissant & une régulation positive de p16 et dwonarrét prolifératif. On peut également
noter que les protéines de la famille 1d, notamnie+it qui posséde une structure type hélice-
boucle-hélice, vont pouvoir inhiber I'activité desEz, empéchant de ce fait la transcription
de pl6.

Le promoteur de p16 peut aussi étre régulé paoie RAS/Raf/MEK/MAPK (Erk)
(Malumbres, Perez De Castro et al. 2000). Les preséfaisant parties de la famille des
MAPK (Erk, JUNK, p38) interviennent dans des phéeoers de réponse au stress et
d’inhibition de la croissance cellulaire. Erk 2 @amment été impliqué dans l'activation de
pl6 conduisant a une inhibition de la croissanckulage (Wen-Sheng 2003). Ainsi
'activation de Erk Y2, en présence d’'un niveawélde ROS intracellulaire, conduit a un
passage des cellules en sénescence (Kim and Wd#). 2brk %2 n’active pas de facon
directe p18"** mais agit par I'intermédiaire de Bmi-1, protéine groupe polycombs,
régulant de fagon négative la transcription de [EtB.%2 vient réprimer 'activité de Bmi-1 en
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empéchant ce dernier de se fixer a la chromatinengitant ainsi la dé-répression de pl6
(Korochkina, Barreau et al. 2006).

Il a également été démontré la présence d'une rétimatrice riche en GC sur le
promoteur pl6 contenant de potentielles CG-box hlapade fixer des facteurs de
transcription de type Sp (1-2-3). Enfin, le factdunB a également été décrit pour réguler de
facon positive la production dARNm pl16 (Passegug Wagner 2000). En effet, en se fixant
sur des éléments régulateurs du promoteur, Jurdhtrainer I'expression de la protéine p16

conduisant a un blocage du cycle cellulaire.

Réqulations post-transcriptionnelles :

La région 3-UTR de 'ARNm de p16, constituée d’'usteucture en tige-boucle, peut
étre la cible de la protéine régulatrice RBP (RN&dihg Protein), aussi appelée AUFL.
Cette derniére, en se fixant sur cet ARN entratndéstabilisation conduisamt, fine, a une
diminution du niveau d’expression de la protéine.pABF1 a été présenté comme pouvant
étre impliqué dans la régulation de la sénesceWang, Martindale et al. 2005) avec I'aide
de HuR (Hu RNA Binding Protein) (Chang, Yi et alUne autre étude a également permis de
déterminer I'implication de certains miRNA dansrégulation négative de pl16. miR24-2 est
apparu comme un candidat intéressant pour ce tgpeégulation du fait de sa capacité
d’interaction avec la région 3'-UTR de I'ARN pl6efie étude a démontré que la régulation
via miR24-2 ne conduisait pas a une dégradatio’ARN de pl6 mais plutbt a une
inhibition de sa traduction (blocage de l'initiatiet/ou de I'élongation) en protéine. En effet,
une forte réduction de la quantité de protéine gdt6observée alors que le niveau d’ARNmM
est resté inchangé (Lal, Kim et al. 2008).

67



lll. La sénescence réplicative

Régulation
transcriptionnelle

oo Régulation
transcription post-transcriptionnelle

traduction

Figure 14 : Schéma des différents mécanismes de uigtion de la voie p18**
De nombreux facteurs sont en mesure d’'intervenisda régulation de la voie d’expression de pl@isaau

transcriptionnel ou post-transcriptionnel.

Un grand nombre de facteurs Cis et Trans est dosceptible de réguler de facon
positive ou négative I'expression de P184*, et ce, grace a divers mécanismes. La régulation

de p16 est donc complexe et sous le contrble daslg voies métaboliques.
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[11.4.Induction de la sénescence par un stress

Le mécanisme de sénescence réplicative peut égatléire activé par un stress. On
parle alors de SIPS pour sénescence induite préénagmt par le stress (Toussaint, Medrano
et al. 2000). Ce stress peut étre de type et deengariés. Il peut étre chronique en placant
les cellules dans un environnement contenant trogydéne (hyperoxie), ou aigu grace a
'addition d’agents oxydants (peroxyde d’hydrogemext-butylhydroperoxide, UV...) au
milieu de culture. Ces différents stress aboutissaums aux mémes types de modifications

morphologiques et métaboliques que celles obseluéede la sénescence réplicative.

a. Maodification du taux d’'oxygene dans les cultures

En temps normal, la plupart des cellules sont \adin vitro dans un incubateur
saturé en humidité avec un taux d’oxygene de 198pe@dant, pour des cellules comme les
myoblastes, une pression partielle en oxygenefpibte (3-5%) correspond a des conditions
physiologiques plus proches de celles obsenméegivo dans le muscle. La culture des
myoblastes dans ce type de conditions, va avoir pauséquence d’augmenter leur vitesse de
croissance ainsi que de favoriser la formationldees (nombre et taille) lorsque les cellules
sont ensemencées a basse densité (Chakravarthyge®arg et al. 2001). De plus, des
cellules musculaires ainsi que des fibroblastesivésl avec des concentrations basses en
oxygene (3 a 5%), voient leur capacité prolifemtaugmentée de facon significative (40 a
50%) dans différentes études (Chakravarthy, Spdnggret al. 2001; Csete, Walikonis et al.
2001). Inversement, la croissance des cellules génet progressivement stoppée avec
'augmentation de la pression partielle en oxyg@wadin, Fisher et al. 1984).

b. Addition de substances oxydantes au milieu de @ltu

Différentes substances peuvent étre utiliséesdafisoumettre des cellules a des stress
oxydants. Deux d'entre elles sont particulieremeobnues pour entrainer une SIPS, le
peroxyde d’hydrogéne @@,) et le tert-butylhydroperoxide (t-BHP).
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Peroxyde d’hydrogéne :

Le stress induit par le peroxyde d’hydrogéne pedtaéner différents phénotypes en
fonction de la concentration utilisée, du tempsxp@sition ainsi que du type de cellules
traitées. Au cours de leur étude, Bladier & al. déterminé que des concentrations de 50 a
100uM appliquées pendant 24h sur des cultures de fiastdd humains, conduisent a un
phénomene de SIPS alors que des concentratior30d& 80@M déclenchent un mécanisme
d’apoptose (Bladier, Wolvetang et al. 1997). Desitéments plus courts mais a des
concentrations plus élevées ont également ététsl@mmme pouvant induire une SIPS. Ce
type de traitement induit un arrét provisoire deyathése d’ADN ainsi qu’'a une réduction de
la production de protéines (Mocali, Caldini et1895).

Tert-butylhydroperoxyde :

Le t-BHP est un hydroperoxyde utilisé comme soudeeradicaux libres. Cette
substance est capable de mimer l'effet toxique atgdes gras peroxydés en formant des
radicaux de type ROO Comme le peroxyde d’hydrogéne, le t-BHP est clapdiengendrer
un arrét prolifératif des cellules. Ainsi, une séde plusieurs traitements auB0 sur des
fibroblastes en culture méne a un arrét proliféiqii s’accompagne d’une augmentation de
l'activité [B-galactosidase dans les cellules, marquant leusagasdans un état d'arrét

prolifératif similaire a la sénescence (Dumont, &ogt al. 2001).
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V. Le stress oxydatif

IV.1.Généralités sur le stress oxydatif

D’'un point de vue cellulaire, le stress oxydatit engendré par la présence de
molécules réactives dérivées de I'oxygene : lesaadk libres. La présence de ces molécules
particulierement nocives pour l'organisme et domurples cellules, va conduire a une
détérioration des différentes molécules (protéihpsles, sucres et méme ADN). Les cellules
humaines étant anaérobies, les radicaux libres s@acumuler tout au long de leur vie
proliférative, ce phénomeéne étant probablement plasggué encore dans des conditions de
culturein vitro classiques (p9= 20%). Certaines hypothéses vont jusqu’a considsure les
phénomenes de vieillissement cellulaire et de sémee réplicative, sont imputables a
I'accumulation de radicaux libres toxiques au skia cellules.

Il existe différents dérivés oxydants formés aipakt I'O, (Figure 15. lls ont tous
comme caractéristique commune de posséder un nodiBlectrons impair. De fagon
physiologique, ces dérivés sont formés au nivealadehaine respiratoire présente sur la
membrane mitochondriale. Cette chaine de trangpéctron peut laisser fuir une certaine
proportion d’électrons qui vont pouvoir venir réduien partie des molécules d’oxygene.
Ainsi, 2 a 4% de l'oxygéne va subir une réductioonimélectronique conduisant a la

formation du radical superoxyde<O

+ e + e (+2H%) + e +e (+ HY)
o, —— 0, ——> H,0,—> *'OH + (OH) —> H,0
Dioxygéne Superoxyde d’iiﬁ%ﬁe Hydroxyle Eau

Figure 15 : Radicaux libres dérivés de I'oxygéne
Schéma des différentes étapes de formation de Bepartir du dioxygéne et des intermédiaires réddé
'oxygéne.

Le peroxyde d’hydrogéne est un intermédiaire ingodrtde cette chaine. Cette
molécule ne fait pas partie de la famille des mabc libres puisque ne possédant pas
d’électrons libres (état réduit). Malgré tout, iagit d’'un élément toxique du fait de sa
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capacité a former le radical hydroxy@H en présence de cations métalliques tels qgtieoe
Cu’. L’hydroxyle est un élément particulierement dé&ét pour de nombreux types de
molécules. Il peut, par exemple, réagir avec lesebade 'ADN en s’additionnant sur les
doubles liaisons (Cadet, Delatour et al. 1999),snéalement réagir avec les acides gras
polyinsaturés des phospholipides et des phospr®pest initiant des chaines de
peroxydations lipidiques. De plus, le radical hydidexest capable d’interagir avec les acides
aminés et de perturber la fonction enzymatiqueett&ines enzymes.

Les especes réactives de l'oxygéne (peroxyde ddggire, radicaux libres
superoxydes et hydroxyles) sont produites de fagocrue lors d'une dérégulation du
métabolisme de I'oxygéne (stress oxydant). Cesocespeont responsables, d’'une maniere
directe ou indirecte, de nombreux dommages oxydaii niveau moléculaire (acides
nucléiques, lipides, protéines...), pouvant affecmnsidérablement les mécanismes
cellulaires. En additionnant certaines substanoemte le peroxyde d’hydrogéene ou le tert-
butylhydroperoxide aux milieux de culture des ceylil est possible de créer des conditions

de stress oxydant permettant d’analyser les phémesmoléculaires qui y sont associés.

IV.2.Stress oxydatif et voies moléculaires

De nombreuses voies de signalisation sont connu@sleur sensibilité face au stress
oxydatif. C’est notamment le cas de la voie des MWiRase ainsi que de la voie de
transduction régulée par N€B. La plupart des effets redox vont passer parvoess de
facon plus ou moins directe.

Les signaux extracellulaires comme les cytokines, facteurs de croissance ou les
ROS, vont entrainer des changements au niveau disles par lintermédiaire de
mécanismes complexes mettant en jeu des transmssdm signaux allant de la membrane
plasmique jusqu’au noyau ou I'expression des geoesra étre modifiée (Karin and Hunter
1995; Karin, Liu et al. 1997). Les cellules eucaegopossedent pour la plupart, des cascades
moléculaires de kinases capables d'activer des MA&3¢€s (Mitogen Associated Protein
Kinase) {igurel§. Des cellules soumises a des stress environnamennportants comme
ceux induits par les ROS, les UV ou la chaleurt stors en mesure d’activer plusieurs de ces
voies MAPK.
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Stimulus Facteurs de Cytokines, stress TGF-B Stress oxydatif,
croissance cellulaire, céramides choc osmotique

# : v ‘ |
GTP f R +» Racl
3 ase i -ElS ac \

5 | I { Rho
MAPK?* | PKC i Src GCK MLK PAK/ \ 772  TABI1

i LR 2 . v v v
MAPK* Mos Raf Tpl2 ||MEKK3 MEKKI1/2 MUK || 722 | TAK | | 227

= — ; .

v Y L 2 v v v
MAPK? MEK1 MEK2 [MKK? MKK4 lMKK3 MKK6 ;MEKS!
N T 1 T S

N | 2 v v
MAPK ERK1 ERK2 | JNK p38 ERKS |

v I G S G ”

Facteurs de c-Myc  Sapl Elkl  c-Jun ATF2  MAX MEFZ!
transcription '

Figure 16 : Schéma récapitulatif des différentesascades de MAPK

Les cascades de MAPK sont des voies complexes pbéua activées par différents stimuli et interagitre
elles. Elles peuvent activer un grand nombre detas de transcription (liste non exhaustive). (Rme revue
Yoon, Yun et al. 2002)

Quatre sous-familles de MAPK ont été identifiéemowe jouant un role fondamental
dans le systéme des cellules eucaryotes : ERK, SN/ p38 et BMK1 (ERK5). Les voies
régulées par ces différents acteurs, sont connwesme posseédant des passerelles
d’activation via le stress oxydatif. Ces différenteoies étant a la fois impliquées dans
différents mécanismes et en relation plus ou méinsites les unes avec les autres, il est

relativement compliqué de définir les fonctionsdfigues de chacune d’entre elles.

- Voie de signalisation ERK :

Le stress oxydatif est bien connu pour étre unvaidur de la voie ERK dans
différents types cellulaires comme les cardiomyesytes hépatocytes, les lymphocytes T, les
astrocytes, les fibroblastes ainsi que les celldiemuscle lisse, épithéliales ou pleurales. Les
acteurs de cette voie, ERK1 (44 kDa) et ERK2 (42)kBont activés par les facteurs MEK
1/2 (MAP/ERK Kinase). MEK1 et 2 sont eux-mémes\gdipar les protéines RAF (RAF1,
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A-RAF, B-RAF) qui font suite a la protéine RAS dats cascade de signalisation,
I'intervention de cette derniére n’étant pas indigable. L'activité des protéines ERK peut
étre réegulée de maniéere indirecte. En effet, lautadtbn des molécules régulant les protéines
MEK, placées en amont de ERK, est capable d’entraiee modifications d’activité de ERK
(Lee, Choi et al. 2005; Lee, Kim et al. 2006). @ers intermédiaires des ROS sont également
connus pour leur capacité d’activation du réceptelWlEGF, conduisant a l'activation des
acteurs de la voie RAF/MEK/ERK, et jouant ainsirGle sur les mécanismes de prolifération
des cellules ainsi que sur leur viabilité (Braumséhhausen-Denker et al. 1989; Gamou and
Shimizu 1995; Goldkorn, Balaban et al. 1998; Zhuand Schnellmann 2004). L’activation
de ce type de récepteurs n’est pas la seule voiegaelle la voie de signalisation ERK peut
étre activée. Les ROS sont également capablesv#acertaines Src kinase (Tapscott, Davis
et al. 1988; Lee and Esselman 2002), ces dernagmast un role sur I'activation de RAS et
donc potentiellement sur I'activation de la voieKER.a protéine Src va également étre en
mesure d’activer la voie ERK en I'absence du fackAS (Cho, Thienes et al. 2005). Enfin,
le peroxyde d’hydrogéne peut aussi conduire a dixincalcique dans différents types
cellulaires (Choi and Myer 1990; Howe, LaHair et aD02), ayant pour conséquence
I'activation de différentes voies moléculaires dantoie ERK (Atherfold, Norris et al. 1999).
De nombreuses molécules sont donc susceptibla® d8pliquées dans la régulation
de la voie ERK lors d’'un stress oxydatif, parmigiaslles certaines possedent un réle central
dans le métabolisme de la cellule comme RAS, PLEKG. L'ensemble des acteurs influant
sur la voie ERK va ainsi contribuer a la régulata®la survie des cellules lors d’'un stress

oxydant.

- Voie de signalisation JNK :

La voie JNK emprunte le méme type de cascade des&ique celle observée dans la
voie ERK, celle-ci aboutissant a I'activation deKINlun-N-terminal Kinase). Tout comme la
voie ERK, elle fait intervenir plusieurs acteurs ecoenMKK4/7 (MAPKK4/7), MEKK1/4,
Rac ou encore ASK1 (Apoptosis Signal-regulating asm 1). L'activation de cette voie
moléculaire peut se faire via les récepteurs TNI(@r Necrosis Factor) et FAS (Karmann,
Min et al. 1996; Batra, Charizanis et al. 2010).voé&e JNK peut étre activée par une grande

variété d’agents de stress cellulaire comme unesitipo aux UV, a des métaux lourds ou
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aux radiations, ainsi que par certaines droguessdROS. Il existe plusieurs cibles en aval de
la voie JNK : Jun, ATF-2, Elk2, Nrf2, p53...

Dans le cas d’'un stress oxydatif, les molécules MEKt ASK1 vont étre activées
(figure 17. La modulation du niveau d’ASK1 va se faire diegwent en fonction du statut
redox de la cellule par I'intermédiaire de la tikdoxine. Cette derniére est un inhibiteur
d’ASK1. Le niveau redox de la cellule peut entrainee inactivation de la thiorédoxine,
notamment en présence de ROS. L'inhibition de lerdédoxine va ainsi permettre
'activation d’ASK1, conduisant la cellule vers Vaie apoptotique (Saitoh, Nishitoh et al.
1998; Yoon, Yun et al. 2002).

Stress
[ serum-withdrawal / TNF-ocT

Trx
— | Trx

Apoptosis / Stress Responsg

Figure 17 : Modéle de mécanisme d’apoptose induitgar le stress et médiée par I'activation d’ASK1 eifionction du stress oxydatif

(d’aprées Saitoh, Nishitoh et al. 1998)

De la méme facon, I'activation de la voie de sigraion JNK via les récepteurs TNF
peut aussi étre modulée par le niveau de ROS (KigriBanerjee et al. 1994; Liu 2003). En
effet, l'inhibition d’espéces réactives comme lasoas superoxydes ou les peroxydes
lipidiques, va conduire a une activation de la \IlNK (Shrivastava and Aggarwal 1999).

La voie JNK semble particulierement importante pl@sr mécanismes touchant a la
mort cellulaire. Ainsi, l'inhibition de JNK par degeptides spécifiques, bloque la mort
cellulaire en réponse a une ischémie. La déléti?vsH’l est également capable de protéger
les cellules d’'une mort cellulaire en réponse astmess oxydant. Dans certains types
cellulaires, JNK a été décrit comme possédant dgxrigtés anti-apoptotiques. Le peroxyde

d’hydrogene est ainsi capable d’'induire une malfulzere par apoptose des cardiomyocytes,
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et leur sensibilité a cet agent a été décrite conmversement proportionnelle a la présence
de MEKK1 dans les cellules. Or, JNK, via un promot®RE, est capable d'activer
'expression de MEKK1, augmentant ainsi les cagacile protection des cardiomyocytes
(Minamino, Yujiri et al. 1999).

- Voie de signalisation p38 :

p38 MAPK peut étre phosphorylée et activee a la fiar MKK3 et MKK6. De la
méme facon que les MAPKKSs des voies JNK et ERK, KK 6 phosphorylent une MAPK,
en l'occurrence, p38. Dans la cascade de signalisdlKK3 et 6 sont directement en aval
de la kinase MLK3 elle-méme activée par les petitedéines G Racl et cdc42 (Teramoto,
Coso et al. 1996). Différents facteurs de croissaonat comme les récepteurs de la famille
des TNF sont connus pour activer cette voie mosdeul

Différentes espéeces réactives, comme le peroximit8chieke, Briviba et al. 1999),
'oxyde nitrique (Lander 1996; Lander, Jacovinaakt 1996), le peroxyde d’hydrogene
(Guyton, Liu et al. 1996) ou encore I'ion superogydlotz, Pellieux et al. 1999; Zhuang,
Demirs et al. 2000; Cheng, Chan et al. 2001), petugetiver la voie p38. Le mécanisme
d’activation de la voie est trés similaire a cebbiservé pour la voie JNK, les deux voies
empruntant en partie les mémes acteurs moléculaires

Le facteur RAS est également capable d’activepla p38 par I'intermédiaire de Rho
de la méme facon que lorsqu’il se fixe au récepiediF (Modur, Zimmerman et al. 1996;
Teramoto, Coso et al. 1996; Ichijo, Nishida etl@B7). Tout comme la voie JNK, la voie p38
semble donc posséder un rble important dans 8imoin de 'apoptose des cellules en réponse
a un stress oxydatif.

L’équipe de Mufioz-Canoves a également mis en égalem rdle important de p38
dans la régulation de différents facteurs impligdéss la régulation de la différenciation
musculaire ainsi que dans des phénomenes d'inflalmmafaisant intervenir les
macrophages. Les capacités de p38 a modifier ligetde facteurs comme MyoD (Lluis,
Ballestar et al. 2005), \dB (Baeza-Raja and Munoz-Canoves 2004) ou l'expoassie
différents genes impliqués dans la différenciafiblois, Perdiguero et al. 2006), en font un

acteur majeur de 'homéostasie du muscle.
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- Voie de signalisation BMK1 (ERK5) :

La voie BMK1 est la derniere voie MAPK a avoir &écouverte. Tout comme les
trois autres voies MAPK, la voie BMK1 est activées| de stress cellulaire (Kamata, Honda
et al. 2005) ainsi que par certains récepteurslésugux protéines G (Marinissen, Chiariello
et al. 1999) et certains récepteurs de facteursrdissance comme le NGF (Kamakura,
Moriguchi et al. 1999) et 'EGF (Kato, Tapping dt 4998; Kamakura, Moriguchi et al.
1999). Différentes études ont émis I'hypothése d’Gle de BMK1 dans la prolifération
(Kato, Tapping et al. 1998), la différenciation y@aaugh, Ham et al. 2001) et la survie des
cellules (Cavanaugh, Ham et al. 2001). L'activatitenBMK1 peut se faire par le peroxyde
d’hydrogéne dans de nombreux types cellulaires (Kiosuhara et al. 1996). Cette activation
peut nécessiter la présence du facteur Src pouaimertypes cellulaires. En général,
'activation redox de la voie BMK1 va conduire a wifet anti-apoptotique (Suzaki,
Yoshizumi et al. 2002).
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V.1l. Généralités et symptomatologie

a. Geénéralités

L’expansion de séquences répétées au niveau gémeraif a l'origine de diverses
pathologies. Ces répétitions peuvent se situeffé@reints endroits du génome. On peut ainsi
les retrouver au niveau de la région codante demegcomme dans le cas de la Chorée de
Huntington ou de la Dystrophie Musculaire Oculoghgee. Ces mutations conduisent a la
production de protéines anormales (contenant dgsansions de polyglutamine ou
polyalanine) qui vont se retrouver sous forme dggts protéiques perturbant le métabolisme
cellulaire (Orr and Zoghbi 2007). Les expansionsélguences répétées peuvent également se
retrouver dans des régions non-codantes comme ldares de l'ataxie de Friedrich ou le
syndrome du X-fragile. En effet, I'ataxie de Frietrprésente des expansions (GAAans la
partie 5’UTR du géne FXN alors que le syndrome ddrayile est caractérisé par des
expansions (CGG)dans le premier intron du géne FMR1. Dans cesitsitos, la mutation
conduit a un blocage de la transcription et donoé&diminution ou perte de la protéine cible.
Cependant, certaines expansions de séquencese®séét situées dans d'autres régions,
non-codantes, et n’induisent pas un blocage derdasdtription. Ainsi, la dystrophie
Myotonique de type 1 dont la mutation (expansiorirgdets CTG) se situe dans la région
3'UTR du géne de la DMPK, fait partie d’'une nouedihmille de maladie a gain-de-fonction
des ARNSs, parmi lesquelles on retrouve égalemeryistrophie Myotonique de type 2
(DM2) qui se caractérise quant a elle, par une sipa de répétitions CCTG dans l'intron 1
du gene ZN9 (Zinc Finger Protein 9) (Ranum, Rasemwss$ al. 1998; Ricker 1999).

La dystrophie myotonique de type | (DM1) ou maladiéeSteinert, fut décrite pour la
premiére fois au début du 26iécle (1909) par Steinert et par Batten et GBatten and
Gibb 1909). Il s'agit d'une pathologie multisystémé a transmission autosomique
dominante de pénétrance complete et dont I'expressst variable selon les patients. Avec
une prévalence de 1/800@lle représente I'une des pathologies neuromasesl les plus
fréequentes chez I'adulte (Harper 2001). Il est @égaint a noter que cette prévalence est trés

hétérogéne en fonction des régions, allant de 1580 Europe a 1/56@lans la région du
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Lac Saint-Jean au Québec. Le nombre élevé de matensein de cette région est due a un
effet fondateur (immigration d’'un patient DM1 au X\siécle dans cette région, isolement
géographique pendant deux siécles et forte ngtéitathieu, De Braekeleer et al. 1990).

La DML1 est caractérisée par une atteinte multisyspge et par une grande variabilité
inter- et intra-familiale des symptomes et de I'&de leur apparition. Les principaux
symptdémes sont retrouvés au niveau des systémesulass, endocriniens et nerveux
(tableau 1.

Organes Principales atteintes
Muscle lisse Esophage, colon, utérus (autres tepossibles)
Muscle squelettique Dystrophie, myotonie
Ceeur Défauts de conduction en particulier des arrétdiaques,
arythmie auriculaire, cardiomyopathie
PoOUMONS Pneumonie fréquente due aux atteintes de I'oesopghada

diaphragme, hypoventilation alvéolaire

. Hypersomnie, atteintes mentales (sévere danshaefor
Systéme nerveux central

congénitale et Iégere dans la forme adulte)

Atrophie des testicules, diabéte, (cliniquemenialde),

Systéme endocrinien perturbation de I’hormone de croissance (parfaisjlautres

fonctions de I'hypophyse

Cataracte, dégénérescence de la rétine, ptosistdnp

Yeux oculaire, faiblesse des muscles extra-oculaire
Croissance excessive des os du crane, élargissee®ninus,
Squelette . A . . e
q atteinte de la méchoire et du palais, scolioseyrd#ition des
pieds
Peau Calvitie précoce, épithélium calcifiant

Tableau 1 : Atteinte multisystémique observée chdes personnes atteintes de DM1

(d’aprés Harper 2001)
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Forme tardive Forme adulte

Forme congénitale

Figure 18 : Variation de I'apparence faciale d'undamille atteinte de DM1.

La grand-mere a une cataracte depuis I'age de d@tama pas de symptdme musculaire. La mére reepiait
pas de symptomes avant la naissance de son fisaEinsuite développé une faiblesse modérée dedesulu
visage, un affaissement des paupiéres et une ctaBon enfant est atteint de la forme congéniiaés sa
naissance, il présentait une faiblesse importaesenauscles faciaux ainsi qu’une faiblesse de lehoiée Photo
issue de (d’aprés Harper 2001).

b. Les différentes formes de DM1

La DM1 est scindée en quatre formes plus ou moissndies classées selon I'age
d’apparition des symptomes : la forme congénitieprme juvénile, la forme adulte et la

forme tardive dite bénignédigure 19.

- La forme bénigne: Sous cette forme, la pathologie est considénéante bénigne et les

personnes atteintes ne présentent que peu de syegthes premiers signes cliniques

tels que la cataracte et la calvitie chez I'homniapparaissent que vers I'age de 50 ans.

Ces deux symptomes étant particulierement répacites les personnes méme saines, |l
est difficile de les associer a la pathologie DMiception faite lors d’'une étude

génétique dans le cadre d’une famille DM1.

- La forme adulte : Cette forme de la pathologie est caractériséeupa apparition des

premiers symptomes entre 30 et 40 ans, mais aveccartaine variabilité puisque
certains d’entre eux peuvent parfois apparaitrdaléis de I'adolescence. Les principaux
symptémes sont la myotonie (difficulté de relaxatan muscle aprés une contraction

volontaire), la dystrophie (dégénérescence et dagld des muscles), un défaut de

conduction cardiaque (90% des cas), une catarh@@@4 des patients apres 40 ans), des

troubles endocriniens (résistance a l'insulineygtdgonadisme) et neurologiques (hyper

85



V. La Dystrophie Myotonique type |

somnolence, dépression, ralentissement intellgct@as symptomes et leurs séverités

varient énormément d’une personne a l'autre, méanmsem d'une famille.

- La forme juvénile : Cette forme entraine I'apparition de symptémes kenfance, aux

alentours de 8 a 10 ans. Les patients souffrens ale faiblesses musculaires et de
troubles cognitifs et comportementaux conduisatesdifficultés scolaires ainsi que des
difficultés d’insertion au niveau social. Elle esiuvent présentée comme une forme
précoce de la forme adulte de la maladie. CependanDM1 étant une pathologie

évolutive, les symptdomes observés chez un aduéiseptant la forme juvénile seront

beaucoup plus sévéres que ceux retrouvés dangria fmulte.

- La forme congénitale (cDM1): Cette derniére correspond a la forme la plusrségt

est caractérisée par une hypotonie généraliséaa@daance. Des troubles de succion, de
déglutition ainsi qu'une détresse respiratoire mn@e sont diagnostiqués des la
naissance. La sévérité de cette forme conduit déiakté a la naissance dans 20% des
cas. Les enfants survivants présentent un retardhpsoteur et mental ainsi qu’'une

espérance de vie réduite.

c. Mutation et mécanismes moléculaires

Le locus contenant la mutation responsable de lal DM découverte en 1992, par
Harley et ces collaborateurs (Harley, Brook etl8P2). Ce locus se situe sur le chromosome
19, entre les régions 19q13.2 et 19g13.3. La natatdnduisant a la pathologie correspond a
une expansion de trinucléotides CTG dans la parti@nscrite mais non traduite (3S’'UTR : 3’
UnTranslated Region) du gene codant pour la DMP¥stiphia Myotonica Protein Kinase)
(figure 19.
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DMPK

Figure 19 : Schéma du locus du géne de la DMPK (198.2-3) et de la mutation conduisant & la DM1.
Les géenes DMWD (Dystrophia Myotonica containing WEpeat motif) et Six 5 (Sine oculis homeobox
homolog 5) encadrent le géne de la DMPK.

C’est le nombre de répétitions de trinucléotide$Gjui va déterminer la présence ou
non de la pathologietgbleau 2. Dans le cas d’un individu sain, le nombre deétiépns
varie de 5 a 37. Au-dela de 50 répétitions CTQGlela est considérée comme pathologique
(Brook, McCurrach et al. 1992; Fu, Pizzuti et &92; Mahadevan, Tsilfidis et al. 1992).
Globalement, la taille de I'expansion CTG va déiean la sévérité de la pathologie et |l
existe une corrélation entre la taille de I'expansia sévérité des symptémes mais également

I'age d’apparition de ces derniers (Modoni, Silviest al. 2004).

Nombre de répétitions Formes de la pathologie
0<(CTG) <37 Individu sain
50 < (CTG) <150 Forme tardive bénigne
150 < 5CTG) < 1500 Forme adulte / juvénile
(CTG), > 1500 Forme congénitale

Tableau 2 : Corrélation entre la taille de I'expan#on et la forme clinique de la pathologie
La sévérité ainsi que la précocité d'apparition ggsiptdmes sont proportionnelles a la taille dgsgngions
CTG.

Les expansions CTG supérieures a 50 répétitiorseptént une forte instabilité, et ce
dans les lignées somatiques et germinales. Cedtabitité est a I'origine de 'augmentation
du nombre de répétitions au cours des geénérationscessives (instabilité

intergénérationnelle), ainsi qu’a un mosaicismeainet inter-tissulaire au sein d’'un méme
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patient (instabilité somatique). L’instabilité ingénérationnelle est responsable du
phénomene d’anticipation des symptomes retrouvé dawe famille de patients DM1 et a
pour conséquence une arrivée plus précoce de kdimahinsi qu’une aggravation notable de
la sévérité des symptbmes de géenération en gémergdiarper, Harley et al. 1992; Harper
2001).

Un modéle murin a permis de confirmer les obsemwatiréalisées chez les patients
concernant I'instabilité des expansions CTG. Cedtwtut généré a partir de I'insertion d'un
fragment génomique de 45 kb contenant le géne deM&®K humaine présentant 55
répétitions CTG. (Gourdon, Radvanyi et al. 1997%).effet, la taille de la mutation augmente
progressivement au cours des générations, et gérmaerété observé un saut de 500 CTG au
cours d'une seule génération (Gomes-Pereira, Feiryal. 2007). L'instabilité de ces
séquences répétées et I'augmentation de la tadll€edpansion, résulterait probablement
d’'une combinaison de multiples facteurs, a savoiriglissement » de I’ADN polymérase
lors de la réplication de 'ADN et une défaillande systéme « mismatch repair » (MMR) de
réparation de 'ADN (Foiry, Dong et al. 2006).

d. Conséquences de la mutation

Les mécanismes conduisant de la mutation a l'indactes symptémes pathologiques
sont complexes. Différentes hypotheses ont étéogems et étudiées afin d’expliquer et de

mieux comprendre les effets en Cis et en Trangtte mutation.

- Haplo-insuffisance de la DMPK et des genes voi@tifet Cis)

Il a été démontré que la présence des répétitidita hez des patients DM1 entraine
une perturbation dans I'expression de la protéiMPR avec une diminution d’environ 50%
de la quantité de protéine DMPK au sein des tisdftectés (Fu, Friedman et al. 1993;
Furling, Lam le et al. 2003). Cette diminution r’'gms le fait d’'une perturbation de la
transcription de l'allele mutée, mais résulte d'défaut de localisation sub-cellulaire de
'ARNmM contenant des expansions de répétitions CH.effet ces ARNm DMPK mutés
sont séquestrés au sein du noyau sous forme datgrégcléaires également appelés foci
(Taneja, McCurrach et al. 1995; Davis, McCurraclaletl997), que I'on peut visualiser par
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hybridationin situ via une sonde fluorescente contenant des rép&it@AG (technique de
FISH) figure 20.

La protéine DMPK est une sérine-thréonine prot&inase dont les substrats endogenes
sont encore mal connus mais on peut citer la larAil@ (Barreau, Dutertre et al. 2006), le
Phospholemman (Mounsey, John et al. 2000), un geepgtansmembranaire ayant un role
dans le transport des ions Na et le volume celkii@ounsey, Mistry et al. 2000), ou encore
la Myosine phosphatase (MYPT1) (Muranyi, Zhang kt 2001). La DMPK possede
€galement des co-activateurs, les membres de lidgatas Rho (petites GTPase) (Shimizu,
Wang et al. 2000) ainsi gqu’un partenaire, HSPB2/NMKBn membre de la famille des Heat
Shock Protein (HSP) (Barreau, Watrin et al. 2006) pourrait avoir un role dans la
prévention du stress oxydatif. Lors d’'une études pcente (Forner, Furlan et al. 2010), deux
nouvelles HSPs, laxB-crystallin/HSPB5 et la HSP25/HSPB1, sont apparc@®mme des
partenaires potentiels de la DMPK. L'un des roleslal DMPK pourrait étre d’induire une
réorganisation du cytosquelette d’actine ainsi qu’phénomene pro-apoptotique de
« blebbing » de la membrane plasmique (formatiorbulées a la surface de la membrane
plasmique) (Jin, Shimizu et al. 2000). De plus, pestenaires potentiels de la DMPK
semblent suggérer un role de cette protéine darmshiEnomeénes de stress cellulaires.

La DMPK est exprimée de facon ubiquitaire avec exgression particulierement élevée
dans certains tissus tel que les muscles squelestidisses et cardiaques, le cortex cérébral et
le cervelet (Eriksson, Ansved et al. 2000). La dumion d’environ 50% de la quantité de
protéines DMPK, du fait de la séquestration nuctedies ARNm DMPK mutés (Taneja,
McCurrach et al. 1995), ne semble cependant pafisate pour expliquer latteinte
multisystémique observée dans la pathologie. Egt,dfinvalidation du genelmpk dans un
modéle souris, n'entraine que de Iégers troublesodduction cardiaque ainsi qu’une faible
dystrophie apparaissant tardivement, mais surtogblris DPMK hétérozygote ne présente
aucun phénotype (Jansen, Groenen et al. 1996; R8ddth et al. 1996).

En plus de la perturbation de I'expression de I'ARNDMPK, la mutation CTG
conduit a une modification locale de la structuneomatinienne. Cette perturbation entraine
notamment une altération de I'expression du géneaval SIX5(Sine oculis homeobox
homolog % (Thornton, Wymer et al. 1997; Alwazzan, Newmaletl999; Eriksson, Ansved
et al. 2000). Cependant, des souris déficientesSetb ne présentent pas de défauts
musculaires (Klesert, Cho et al. 2000; Sarkar, Apptan et al. 2000) suggérant un role

mineur de cette dérégulation dans la maladie.
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- Gain de fonction des ARN mutés

En 2001, un modéle de souris exprimant le gene DM&idain contenant plus de 300
répétitions CTG, a permis de constater le dévelmgpe d’anomalies similaires a celles
observées dans la DM1 (Seznec, Agbulut et al. 20Qk)e myotonie, une myopathie, un
retard de croissance, une posture anormale ou eengw atrophie musculaire progressive
(Vignaud, Ferry et al. 2010). Par ailleurs, I'impde la présence des répétitions CTG sur la
fonte musculaire a également été mis en évidenos da modeéele murin exprimant 960
répétitions CTG interrompues dans le contexte é®oh 15 du géne DMPK (Orengo,
Chambon et al. 2008). Un modele de souris, contemag expansion de 250 CTG dans la
région 3'UTR du géne de l'actine squelettique huredHSA-LR), fut également développé.
Tout comme les modéles précédents, ces sourisdupent certains phénotypes observés
chez les patients DM1 comme une myotonie, une nitji@aainsi que des inclusions
ribonucléaires formées a partir des ARNm HSA-LR (iMzadi, Logigian et al. 2000; Kanadia,
Shin et al. 2006; Wheeler, Lueck et al. 2007). ssiltats suggérent un réle prépondérant
des ARN mutés contenant les répétitions danstleofmie, la localisation de la mutation ne
semblant pas déterminer le phénotype observé.

Le réle de I'effet Cis fut encore minimisé suitéaadécouverte d'une autre pathologie
présentant un phénotype similaire a celui de la DivHis avec des atteintes musculaires
proximales. Celle-ci fut appelée Dystrophie myote de type 2 (DM2). Les patients DM2
ne posseédent pas de répétitions CTG au sein dulRkK. En revanche, ils possedent des
répétitions CCTG au niveau de l'intron 1 du geneBEBNCCHC-type zinc finger nucleic acid
binding protein), anciennement appelé ZNF9 (ZinggEr Protein 9) (Ranum, Rasmussen et
al. 1998; Ricker 1999). De la méme facon que dan®dPM1, les ARNs contenant les
expansions CCUG, issus de I'épissage des ARN psSagers mutés, vont se retrouver
séquestrés au sein du noyau sous forme de fodait.que des symptdmes similaires soient
obtenus avec une mutation située sur un géne ethuzmosome différents, a conforté
I'hypothése que la réduction du niveau de DMPK iajne I'effet Cis de la mutation CTG sur
les genes voisins, ne sont pas des facteurs déemtai dans I'apparition de la DM1 et

probablement dans celle de la DM2.

- Inclusions ribonucléaires des ARN mutés

Les cellules de patients DM1 sont caractériséesdparagrégats d’ARNm DMPK

mutés au sein de leurs noyaudigre 20. On retrouve ces foci majoritairement dans les
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cellules musculaires et neuronales des patientse{@da McCurrach et al. 1995; Jiang,
Mankodi et al. 2004). La présence de répétition&SGldormales entraine une perturbation du
transport des ARNm DMPK mutés vers le cytoplasmav(i® McCurrach et al. 1997). Les
expansions CUG forment des structures seconddakles de type « hairpin » (Napierala and
Krzyzosiak 1997). Ces formations d’ARN double bromt étre a I'origine de la séquestration
de molécules possédant une affinité particuliérer pmau type de structures. Le facteur
d’épissage MBNL1 (MuscleBlind-Like 1) a notammet# éécrit comme co-localisant avec
les foci d’ARN (CUG) (Miller, Urbinati et al. 2000). La séquestratioa MIBNL1 entraine
une perte de fonction de ce facteur d’épissageuisadt a une altération du meétabolisme et
de la maturation d’autres ARN pré-messagers. Onh meter que I'inhibition de MBNL1 par
ARN interférence réduit de fagon significativenlembre de foci nucléaires dans des cellules
DM1 (Smith, Byron et al. 2007), suggérant que feamation est dépendante, en partie, de la
présence de MBNL1 et de sa capacité de liaisonstuxtures secondaires formées par les
répétitions CUG (Miller, Urbinati et al. 2000; Dah®ng, Paul et al. 2005; Smith, Byron et
al. 2007).

Figure 20 : Agrégats nucléaires des ARNMPK mutés.

Mise en évidence d’agrégats d’ARN mutés DMPK dassnoyaux de myoblastes DM1 (b), de myotubes DM1
(c) et absence des foci dans les cellules cont(@edMarquage des ARN mutés DMPK par hybridatiorsitu
d’'une sonde CAG7 couplée a un fluorochrome rouge)d.es myotubes sont marqués grace a un marglege
la desmine (en vert). Coloration des noyaux au Hstec
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- Perturbation de I'épissage alternatif (effet Trans)

La perturbation de l'activité du facteur d’épissayBNL1 suite a I'expression
d’ARNm mutés contenant des expansions CUG, entnaiieedérégulation spécifique de la
maturation d’ARNm hétérologues et donc, des preiimésultantes. L’invalidation de
MBNL1 dans un modéle murin a confirmé le rble defaeteur dans la DM1 puisque ces
souris développent un phénotype DM1, avec notamrdestdéfauts d’épissage (Kanadia,
Johnstone et al. 2003; Matynia, Ng et al. 2010nsAi80% des défauts d’épissage présents
dans ce modéle sont retrouvés dans les souris HS&xprimant des expansions CUG qui
séquestrent MBNL1 dans les foci, ceci conduisanina perte de fonction de ce facteur
d’épissage (Osborne, Lin et al. 2009; Du, Clin@le2010). D’ailleurs, la surexpression de
MBNL1 dans le muscle de souris HSA-LR, permet deiger les défauts d’épissage et
d’abolir la myotonie (Kanadia, Shin et al. 2006gcic confirmant le réle de la perte de
fonction de MBNL1 dans la physiopathologie de cettdadie. Cependant MBNL1 n’est pas
le seul facteur dérégulé par I'expression des ARNés L'activité de CUGBP1 (CELF1),
autre facteur d’épissage faisant partie de la fan@ELF, est également altérée dans les
cellules DM1. Contrairement a MBNL1, CUGBPL1 ne caliise pas avec les foci nucléaires,
et ce, malgré sa capacité de liaison aux répéti®to& simple brin (Timchenko, Cai et al.
2001). En revanche, I'expression d’ARN mutés induite stabilisation de la protéine
CUGBP1 suite a une hyperphosphorylation via unavaoin anormale de la PKC
(Kuyumcu-Martinez, Wang et al. 2007; Wang, KuyunMartinez et al. 2009). Ceci a pour
conséquence un gain de fonction de la protéine CRIGHont I'activité d’épissage est

antagoniste a celle de MBNL1 pour de nombreux ARMNdulés dans la DM1.

Dans différentes pathologies, les perturbationséessage conduisent a I'apparition
d’ARN anormaux entrainant la formation de protéinea fonctionnelles comme dans le cas
du syndrome du X fragile (Sellier, Rau et al. 20if) encore I'ataxie spinocérébelleuse 8
(Daughters, Tuttle et al. 2009). Dans le cas dBMH, la conséquence de la modification des
activités de MBNL1 et CELF1 aboutit plutét a I'eegsion d’'un profil d’épissage foetal dans
un tissu adulte (Lin, Miller et al. 2006; Kalsot¥iao et al. 2008). Cet effet transdominant est
relativement bien caractérisé et une quinzaine dARé-messagers, comme ceux codant
pour le récepteur a 'insuline ou le canal chlanat, été décrits comme présentant des défauts
de maturation chez les patients atteints de DM1ligBh Timchenko et al. 1998; Savkur,
Philips et al. 2001; Sergeant, Sablonniere et@12Buj-Bello, Furling et al. 2002; Charlet,
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Savkur et al. 2002; Kimura, Nakamori et al. 2008 peut toutefois noter que ce type de
dérégulation peut aussi étre observé lors du psosede régénération. Cependant, dans la
DM1, on retrouve ces modifications dans des tisguse régénérant pas comme le muscle
cardiaque (Philips, Timchenko et al. 1998; WanggerClet al. 2011) et contrairement a
d’autres dystrophies musculaires, on n’observedeasegénération massive dans le muscle
DM1 (Thornell, Lindstom et al. 2009). Ainsi, I'hygeese est que ces isoformes feoetales ne
permettraient pas d’assurer les fonctions requdsess les tissus adultes (Osborne and
Thornton 2006; Ranum and Cooper 2006). Dans certas, il est possible de faire un lien
direct entre le défaut de maturation et le symptéohservé chez les patients. C’est
notamment le cas pour le défaut d’épissage toudeapté-ARNmM du canal chlore muscle
spécifique, qui conduit a la myotonie (Savkur, Pkilet al. 2001; Charlet, Savkur et al.
2002), de celui de la Troponine T cardiaque, susidepde provoquer des défauts de la
conduction cardiaque (Philips, Timchenko et al. 2998 encore de celui du récepteur a
I'insuline qui pourrait étre associé a la résiseaad’insuline des patients (Savkur, Philips et
al. 2001). Plus récemment, la dérégulation de 3%gge de I'exon 11 de BIN1 a pu étre
associée au phénotype de faiblesse musculairev@bgans la DM1 (Fugier, Klein et al.
2011). BIN1 est une protéine impliquée dans la &drom et la maintenance des tubules-T,
structures membranaires au sein du muscle qui ibaett au processus
d’excitation/contraction. Cette étude a identif@lssage anormal de I'exon 11 de BIN1 chez
les patients DM1 et mis en évidence une corrélagimne la proportion d’isoforme de BIN1
anormalement maturée et la sévérité de la pathalagi perte de fonction de MBNL1 dans
les cellules DM1 est responsable de I'exclusioiedeon 11 de BIN1 et a pour conséquence
la modification de son activité. En effet, I'exon, Epécifique du tissu musculaire, code pour
un domaine de liaison aux phospho-inositides PISBn exclusion va conduire a une
modification des propriétés de BIN1 et une désosgdimn des tubules T qui seraient
associés a la perte progressive de force cheatenis DM1.

D’autres molécules ont été suspectées de pertlesemécanismes d’épissage de
certains ARNm dans le cadre de la DM1. La protgué8 a ainsi pu étre isolée par
chromatographie d’affinité a I'aide de répétitioBslG pures (Laurent, Sureau et al. 2011).
p68 fait partie de la famille des RNA hélicasessgalant un motif DEAD. Elle est impliquée
dans différents aspects du métabolisme des ARN @fantranscription, la traduction ainsi
gue la prise en charge, I'export et la dégradaties ARNm (Fuller-Pace 2006; Janknecht
2010).
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- Mécanismes additionnels

Les génes situés au niveau du locus DM1 peuveet téainscrits dans les deux
directions (sens et antisens) (Cho, Thienes &04l5), mais le nombre de transcrits sens de
'ARN DMPK est plus élevé que le nombre de trarisaintisens (He, Vogelstein et al. 2008;
Batra, Charizanis et al. 2010). La transcriptiotisems du gene codant pourDdMPK mutée
va donc conduire a la formation d’ARN possédantelgsnsions CAG. Les mécanismes de
régulation de ce type de transcription ainsi qumdact de la présence des répétitions au
niveau du transcrit inverse reste a étre défini.ddeurs, il a également été montré que les
répétitions CTG, tout comme les répétitions CAGuvaoent étre traduites en protéines
constituées de séquences homopolymériques de typalgones, polyglutamines ou
polyleucine (Zu, Gibbens et al. 2010), ces dersiétant susceptibles de former des agrégats
protéigues et d’entrainer une toxicité cellulai@ma, Kino et al. 2005; Klein, Ebihara et al.
2008).

Différentes études récentes ont mis en évidencepeigrbations de I'expression de
microARN dans des tissus de patients DM1. Ainsirb8lni et al. ont observé des
dérégulations de certains miRNA (diminution de n2i#b,c et miR-33 et augmentation de
miR-1 et miR-335) dans des muscles de patients Daildisi qu’'une modification de la
localisation subcellulaire des miRNA 1, 133b et 2B6rbellini, Greco et al. 2011). Bien que
miR-1 ait été montré comme ayant un role potewnldgls les processus de différenciation des
cellules musculaires et d’excitabilité des cellutasdiaques (Latronico and Condorelli 2010),
et que miR-29b et ¢ pourraient avoir un role daasdphie musculaire (Hirose, Nakazato et
al. 2008; Murton, Constantin et al. 2008), les daldtions de miRNA n’ont pu étre
rattachées a un phénotype retrouvé chez les patehtl. En outre, ces résultats sont
différents de ceux observés par Gambardella edag une augmentation de miR-206 et pas
de changement du taux de miR-1. Enfin, une dernéduee a montré une réduction de
I'expression de miR-1 dans le tissu cardiaque dd¢igmts DM1, mais surtout un nouveau réle
de la protéine MBNL1 sur la maturation de miR-1{Rareyermuth et al. 2011). MBNL1 est
capable de se fixer sur le précurseur de miR-Tegttrér en compétition avec LIN28, une
protéine liant TARN et régulant I'expression dertaegns miRNA. En présence de MBNL1,
l'urydilation du pré-miR-1 par LIN28 est impossiblpermettant la maturation de miR-1.
Dans des cellules DM1, la présence des expansioi@ & conduire a une séquestration de
MBNLL1. Le facteur LIN28 va alors se fixer sur leepniR-1, empéchant sa maturation. Les

conséqguences de I'absence de miR-1 vont étre greemiation de ses cibles comme le canal
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calcique Cavl,2 dont I'expression est augmentés tamissu cardiaque des patients DM1.
Cette altération pourrait participer aux défautscdeduction cardiaque et/ou aux arythmies
présentent chez les patients DM1.

- Inhibition de la toxicité des ARN mutés

L’expression des ARN DMPK mutés comportant les tiipds CUG apparait comme
un élément central, voir causal, dans le dévelogpeme cette pathologie. La destruction des
ARNmM DMPK dans des myoblastes DM1 a I'aide d’ARNisens ou de ribozymes, permet
de restaurer partiellement les défauts de difféation, d’'épissage et de capture de glucose,
observés initialement dans ces cellules (Furlingud2t et al. 2003; Langlois, Lee et al.
2003). Plus recemment, le ciblage direct des expassCUG a l'aide d’oligonucléotides
CAG antisens modifiés de type morpholinos (Wheesahczak et al. 2009) et 2’0Omethyl
phosphorotioates (Mulders, van den Broek et al.9200u des U7 snRNA (small nuclear
RNA) modifiés, couplés a de petites séquences d’ARtisens (CAG)(Francois, Klein et al.
2011), s’est révelé étre une nouvelle approche @gamt l'inhibition de la toxicité des
ARNmM mutants. Ces stratégies ont permis d’obtenivitro, mais égalemenn vivo, une
correction des défauts d’'épissage, mais surtowt,aloolition de la myotonie dans la souris
HSA-LR. Bien que les mécanismes d’action soienbenenal définis, ce type d’approches
semble étre en mesure de détruire et/ou inhibercéesplexes ARN-CUG/MBNL1 déja
formés, mais aussi d’empécher leur formation, &is®ntrevoir la perspective d’'une piste

thérapeutique pour la DM1.

V.2. Les différents modeles murins de DM1

Afin d'étudier les différents mécanismes physiop#igiques de la dystrophie
myotonique de type |, plusieurs modéles de sowagsgéniques ont été développés. Ces
modeles ont été obtenus par différentes stratagiesme l'inactivation de genes du locus
DM1 (Jansen, Groenen et al. 1996; Reddy, Smith &986; Klesert, Cho et al. 2000; Sarkar,
Appukuttan et al. 2000), I'introduction dans le gémodes souris du locus DM1 humain
contenant 300 CTG et dont I'expansion est insta@eznec, Agbulut et al. 2001),

lintroduction du géne humain de I'actine squetpté contenant 250 triplets CTG dans la
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partie 3'UTR (Mankodi, Logigian et al. 2000), I'mduction de répétitions CTG dont
I'expression est conditionnelle et tissu-spécififMahadevan, Yadava et al. 2006; Kuyumcu-
Martinez, Wang et al. 2007; Wang, Kearney et al.72@rengo, Chambon et al. 2008),
linactivation de MBNL1 (Kanadia, Johnstone et 2003) ou la surexpression de CELF1
menant a une régulation anormale de I'épissageh@es, Sarma et al. 2010; Ward, Rimer et
al. 2010). Ces modeles animaux développent des phpEso différents, résumés dans le
tableau 3 et ont permis de valider notamment I'hypothesegdin de fonction des ARN-

CUGexp dans la physiopathologie DM1 ainsi que le e protéines dont I'activité est

dérégulée comme MBNL1.

Modéle de souris

Phénotypes quantifiables dans les tissus cibles

Référence

Hsa®

integration de 250

HSA
EpAJG0
expression

960 CTG

D300 et DMSXL

introduction
multisystemiques
d'expansions CTG
instables

DMPK-GFP{CTG)200

expresson
conditionnelle d'un
transcrit GFP fusionné &
la JUTR de la DMPK
contenant 200 CTG

Mbnl1 %43

inactivation du genes
MBHLY

IRECUGEP1

SUrexpresson
condifionnelle de
CUGBP1 (CELF1)

répétitions dans le géne

conditionnelle de I'exon
15 de la DMPK contenant|

muscle squelettique

myotonie, myopathie,
accumulation de foci,

sequestration de
MBNL1, défauts
d'épissage

myotonie, fonctions
moteur, atrophie du
muscle, myopathie,

accumulation de foci,

sequestration de
MBNL1, défauts
d'épissage

myctonie, myopathie,

accumulation de foci,

perte de force
muculaire, défauts

d'épissage

myotonie, myopathie,
défauts d'épissage

myotonie, myopathie,
défauts d'épissage

fonctions moteur,
myopathie, perte de

force musculaire,
défauts d'épissage

pas applicable

défauts de conduction
cardiaque,
cardionyopathie,
accumulaion de foci,
sequestration de
MBNL1, défauts
d'épissage

accumulation de foci,
defauts d'epissage

défauts de conduction
cardiaque

cardiomyopathie

défauts de conduction
cardiaque,
cardiomyopathie

pas applicable

non observe

accumulation de foci,
défauts d'épissage,
tauopathie

non observé

deficites de motivation

et d'apathie

non observe

autres

pas applicable

non observe

accumulation de foci,
defauts d'épissage

non observe

non observe

non observe

pas de faiblesse
musculaire, niveau de
CELF1 normaux

fuite du transgéne,

expression dans le
muscle squelettique, forte

mortalité du fait de
complications cardiaques

Epissages anormaux
limités, variabilité
interindividus, temps de
mise en place de
l'elevage éleve

pas de faiblesse
musculaire, pas de foci
d'ARN, séquence
répétées courtes, forte
mortalité

pas de faiblesse
musculaire, niveau de
CELF1 normaux

forte mortalite

Mankodi, A. et al. (2000)

Kuyumeu-Martinez, N.M. et al.

(2007)
Wang, G.S. et al, (2007)

Orengo, J.P. et al. (2008)

Seznec, H. et al. (2001)
Vignaud, A et al. (2010)

Gomes-Pereira,ld. et al. (2007)
Gourdon, G., et al. (2009)
Panaite, P.A. et al. (2008)

Mahadevan, M.S. et al. (2006)

Kanadia, R.N. et al. {2003}

Matynia, A. et al. (2010)

Koshelev, M. et al. (2010)

Ward, A. et dl. (2010)

Tableau 3 : Aspects moléculaires et physiopatholagies des différents modéles murins de DM1

(d’aprés Gomes-Pereira, Cooper et al. 2011)
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V.3. Dystrophie Myotonique de type 1 et cellules saslli

a. Seénescence prématurée des myoblastes dans la DM1

L’un des phénotypes majeurs dans la DM1 est ueenstmusculaire plus ou moins
sévere selon la taille des expansions CTG. L'aealys biopsies musculaires révéele une
importante modification de la taille des fibres rulaires avec une atrophie spécifique des
fiores de type |, une centralisation des noyauxjsiaique l'apparition de masses
sarcoplasmiques. Cependant, tres peu de regéemeestiambservée dans les muscles atteints
de patients DM1 alors que le nombre de celluledllgat présentes dans ces muscles est deux
fois plus élevé que celui retrouvé dans des mudalé non atteints ou d’individus sains
(Thornell, Lindstom et al. 2009jigure 21). Ce paradoxe entre une augmentation du nombre
de cellules satellites, un faible taux de régéim@magt une atrophie progressive du muscle
DM1, a conduit difféerentes équipes a s’intéresser @evenir des cellules satellites, et plus
particulierement a leur capacité proliférative. éffet, la maintenance de la masse musculaire
ainsi que sa réparation va étre dépendante adadtonombre de cellules satellites présentes

dans le muscle, mais également a leur capacité@iser.

*kk i
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Figure 21 : Comparaison entre la proportion de cellles satellites et leur taux de prolifération

(a) Le nombre de cellules satellites augmente denfaignificative dans les muscles distaux de p&i®ML1.

(b) Parallelement, cette augmentation n’est pasrapagnée d'une baisse significative de la taille tdélomeres
suggérant que celle-ci n'est pas associée a unverrplus important des cellules. (d’aprés Thorrghdstom

et al. 2009)
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Une étude du laboratoire a permis de mettre eneéei que les cellules satellites
provenant de patient souffrant de la forme DM1 émitgle avec de grandes expansions CTG
(>2000 répétitions), présentaient une capacitéifgrative réduite de 40% par rapport aux
cellules contréles (Furling, Coiffier et al. 200@)gure 22. Ces cellules satellites ont été
isolées a partir de biopsies musculaires puisv@ds dans des conditions identiques jusqu’a
atteindre leur limite de prolifération respectieette limite est considérée comme atteinte
lorsque les cellules stoppent leur prolifération gnésence de mitogénes pendant trois
semaines. Elles entrent alors dans une phase tdiagéersible du cycle, la sénescence. Au
moment de leur arrét prolifératif, les myoblastestmles et DM1 présentent des phénotypes
similaires. On retrouve la morphologie typique deBules en sénescence : augmentation de
la taille du cytoplasme et étalement des cellutesis on note également la présence d’'une
activité p-galactosidase et une augmentation des niveauydli@e D1. De plus, la protéine
Rb est retrouvée sous sa forme hypo-phosphorylée lda deux types de cellules au moment
de leur arrét prolifératif. Ces différents résudtaguggérent que le mécanisme d’arrét
prolifératif des myoblastes DM1 est similaire autebservé dans les myoblastes contrdles en

sénescence, bien que cet arrét prolifératif sétq@re dans les myoblastes DM1.
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Figure 22 : Comparaison des caractéristigues des rojlastes controles et DM1

Malgré une diminution d’environ 40% de leur capagtoliférative par rapport aux cellules contr§a} les
myoblastes sénescents DM1 présentent le méme &/peotphologie que les myoblastes contréles (b)piDs,
la sénescence de ces deux types de cellules astér@ggée par une augmentation du taux de Cycli(®,kinsi
gu’une hypo-phosphorylation de pRb (d). (d’aprédifig, Coiffier et al. 2001; Bigot, Klein et al. 20)
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b. Implication de la voie téloméres dépendante ?

Dans certaines pathologies neuromusculaires coranmeybpathie de Duchenne, on
observein vivo, une succession de cycles de dégénérescencefrgtigmeconduisant a
I'épuisement de la capacité proliférative des ¢edliisatellites, et donc de celle des myoblastes
isolés en culture a partir de biopsies de ces ati€es cycles ont pour conséguence une
diminution de la taille des télomeres ces dermtieignant une taille critique, la conséquence
étant une activation de la voie p53 aboutissamt artét du cycle cellulaire. Afin de vérifier si
ce type de phénomeéne est responsable de I'arnélafuéd des myoblastes isolés de patients
DM1, la taille des télomeéres a été mesurée danselades contréles et DM1. De fagon
surprenante, il en est ressorti que les celluleslBMrrétaient avec des telomeéres plus longs
gue ceux des cellules contrdles (8,7kb pour lekilesl DM1 contre 7,4kb pour les cellules
contrles). Ce résultat suggere que les celluleslDibnt pas épuisé leur capacité
proliférative, et qu'un mécanisme indépendant desdee « télomérique » intervient dans

I'arrét précoce des cellules contenant des rémeésitCTG (Bigot, Klein et al. 2009).

c. Implication de la voie p16-INK4a

En 2007, Zhu & col. ont montré I'implication de vaie de stress pf&** dans la
sénescence des myoblastes humains (Zhu, Mouly. &08al7). L'expression de pl6 a été
qguantifiée dans les cellules controles et DM1. Weau similaire de pl6 a été mesuré dans
les deux types de cellules au moment de leur emggépective en phase de sénescence
indiquant que l'arrét précoce des myoblastes DMIsésement lié a une activation précoce
de la voie p18"*A. L'implication de pl16 a été confirmée suite & lmexpression de son
ligand naturel CdK4 dans les cellules DM1 (Bigoteid et al. 2009). En effet, les cellules
DM1 dont I'activité de pl6 est inhibée, retrouvemte capacité proliférative équivalente a
celle observée dans les cellules contrdles ne prmeant pas CdK4. A linverse, une
expression forcée de pt6*” dans des cellules en phase de prolifération expimtie
entraine un arrét précoce et irréversible. Cegdiffts résultats valident le r6le primordial de
l'inhibiteur p16 dans I'arrét prématuré des myot#asie patients DM1.

On peut a noter que I'expression de CdK4 dans ddlsles contrdles permet aussi

d’augmenter leur capacité proliférative, et queng®blastes contrdles ou DM1 surexprimant
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CdK4 entrent en sénescence avec une longueurameédds de 6 kb. Cette taille de télomeres
correspond a la taille critique décrite pour ldsdblastes humains, ces derniers pouvant étre
immortalisés par simple expression de la télomérmatrairement aux myoblastes humains
chez qui cette immortalisation nécessite, en plusgeutralisation de p16 (Zhu, Mouly et al.
2007). Malgré la surexpression de CdK4, les myoesaBDM1 effectuent moins de divisions

gue les contrdles, suggérant une perturbation déglalation des téloméres dans les cellules
DM1.

d. Augmentation de la perte télomérique

L’analyse de la taille des télomeéres au cours deidaproliférative des myoblastes
contréles et DM1, indique que la perte d’ADN télomae par division est augmentée de
60% dans les cellules DM1 en comparaison des esllobntroles (respectivement 172pdb
contre 108pdb). Afin de vérifier si cette perte@ssive pouvait avoir une incidence sur l'arrét
précoce des cellules DM1, la sous-unité catalytigeela télomérase (hTERT) a été re-
exprimée dans ces cellules, empéchant ainsi Iénodés télomeres. Malgré cela, les cellules
DM1 exprimant hTERT n’ont pas effectué plus de sliMis, minimisant ainsi I'implication
de la perte télomérique accélérée dans l'activgirécoce de la sénescence des cellules DM1
in vitro. De plus, cet excés de perte des télomeres, ait seconnue comme un signal de
cassure de I'ADN, ne perturbe pas I'expression Bl& guggérant que l'arrét prolifératif est
indépendant d’une taille critique des télomeéreg@BiKlein et al. 2009).

L’activation prématurée de pl6 dans les celluleslDdpparait donc comme la voie
responsable de l'arrét précoce de ces cellules.depé le mécanisme qui va conduire a

cette activation n’est pas connu.
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a b
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Figure 23 : Augmentation de la perte télomérique das les cellules DM1 et impact sur I'activation deal voie p53

(a) Les cellules DM1 présentent une augmentatignifiiative de la perte télomérique par rappont eellules
contréles. (b) Cette modification de perte téloadei n’entraine pas de surexpression de p53 darnzlletes
DM1 en sénescence. (d'apres Bigot, Klein et al.9200

V.4. DM1 et sensibilité au stress oxydatif

Les dommages résultants d’'un stress oxydatif, e@ti@pliqués dans différents
processus comme le vieillissement cellulaire (Marfiustad et al. 1996) ou des pathologies
neuro-dégénératives comme la maladie de ParkinSahapira 1995), le syndrome de
Down (Busciglio and Yankner 1995), la maladie dWdmmer (Markesbery 1997) ou encore
la sclérose latérale amyotrophique (Ferrante, Brostrad. 1997).

Des pathologies musculaires comme la dystrophieutaise de Duchenne (DMD) ou
la dystrophie musculaire de Becker (DMB), carast®s par une insuffisance en dystrophine,
présentent également une augmentation du niveastrdes oxydatif dans des modeles
animaux (Ragusa, Chow et al. 1997; Disatnik, Dhaetaal. 1998) ainsi que chez 'Homme
(Haycock, MacNeil et al. 1996), et ce, avant mérapplarition des signes de dystrophie
(Disatnik, Chamberlain et al. 2000).

L’hypothése d’'une sensibilité accrue au stress atidyadles cellules exprimant la
mutation DM1, fut proposée par Usuki et Ishiuraukisand Ishiura 1998). Dans leur étude,
ils ont comparé le comportement de cellules mugadanurines C2C12 exprimant le gene
DMPK humain avec 5 (MtPK ou 46 répétitions CTG (MtPg). lls ont constaté une
augmentation de la sensibilité a un stress oxydesicellules MtPlg par rapport aux cellules
MtPKs (Usuki and Ishiura 1998). De plus, une expositimigngée a un agent oxydant active
un mécanisme d’apoptose dans ces cellules tBohtrairement aux cellules MtRKCes

résultats suggerent une corrélation entre la présdiexpansion de répétitions CTG et une
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sensibilité accrue des cellules au stress oxyda& résultats furent confirmés par la méme
équipe sur des cellules sur-exprimant le gene DMBiKain avec 60 et 160 répétitions CTG
(Usuki, Takahashi et al. 2000). Ainsi, 'augmerdatidu nombre de répétitions CTG est
associée a une sensibilité accrue des celluleseas xydatif.

Par ailleurs, des études ont cherché a détermites parametres associés a la balance
oxydative, a savoir dommages oxydatifs sur les omaotécules et niveaux des défenses anti-
oxydantes, étaient altérés chez les patients DMgtude réalisée par |hara et ses
collaborateurs conclut a une augmentation desaasitbres, des peroxydes lipidiques ainsi
gu’'a une diminution des antioxydants dans des éitloas sanguins de patients atteints de
DM1 (lhara, Mori et al. 1995). En revanche, uneraudtude, réalisée par Rodriguez et
Tarnopolsky, montre que les concentrations de 8@K8ihydroxy-2’-deoxyguanosine) dans
'urine des patients DM1 ne sont pas significatieatndifférentes de celles retrouvées chez
les individus sains (Rodriguez and Tarnopolsky 20@&fin, un travail plus exhaustif de
Toscano et ses collaborateurs sur des échantsdimmguins d’individus controles, de patients
DM1 et de patients souffrant d’autres types de glathes myotoniques, montre que les
niveaux de Super Oxyde Dismutase (SOD), de maltetigde (MDA), de vitamine E, de
radicaux hydroxyle (OH) ainsi que le statut glotes antioxydants, sont augmentés chez les
patients DM1 (Toscano, Messina et al. 2005). Cssltas renforcent I'hypothése d’un réle

potentiel du stress oxydatif dans la physiopathelog de la DM1.
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Déterminer les mécanismes impliqués dans l'activain précoce de la voie pl6 dans la
Dystrophie Myotonique de type 1.

La capacité proliférative des cellules satellites déterminante dans les phénomenes
de croissance, de réparation et de régénérationfibles musculaires. Contrairement a
d’autres pathologies neuromusculaires comme larByte Musculaire de Duchenne, pour
laquelle on constate un épuisement de la capacitiéféoative de ces cellules suite a un
nombre excessif de cycles de dégénérescence/régénates fibres, la DM1 est caractérisée
par une réduction de la capacité proliférative deltules satellites en I'absence de signes
évidents de régénération. Le modéle de culturesgires de cellules satellites isolées a partir
de biopsies d’individus sains et porteurs de laathorh, a permis de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans cet arrét réplicatif ptéré. La voie de stress cellulaire
conduisant & l'activation du facteur Pi8* est apparue comme responsable de larrét
prolifératif précoce observé dans les myoblastesl DMais les mécanismes de régulation de
la voie p16 sont nombreux et peuvent se faire aanhiveau transcriptionnel qu’au niveau
post-transcriptionnel. Le mécanisme conduisant aauggmentation prématurée de pl6, et
donc a une réduction de la capacité proliférative atlules DM1, n’est pas encore identifié.
Parallélement, différentes études ont permis deodémer une sensibilité accrue au stress chez
les patients DM1, celle-ci étant dépendante deaildetdes expansions CTG (Usuki and
Ishiura 1998; Usuki, Takahashi et al. 2000; ToscMmessina et al. 2005).

Partant de ces observations et sachant que lapddiepouvait étre activée lors de
différents types de stress, nous avons émis I'ings®t d’'une implication du stress oxydatif
dans l'activation précoce de la voie pl16 dans lgshiastes DM1 et dans la réduction de leur
capacité proliférative.

Le but de la premiére partie de cette étude esbdBrmer la différence de sensibilité
des cellules DM1 face au stress oxydatif et dera@ter I'impact et le r6le de celui-ci dans
l'arrét prolifératif précoce des cellules, ainsiegies voies moléculaires impliquées dans la
régulation de pl6. Pour cela, le comportement debhagtes contrbles et DM1, a été étudié
dans différentes conditions permettant une modiioades niveaux de stress oxydatif. Le
second objectif de cette étude est de détermirsetidas existant entre le stress oxydatif,
'activation précoce de pl6 et les voies molécakirmpliquées dans sa régulation, et
'expression de répétitions CTG. Dans ce but, unétede myoblastes DM1 inductible a été
développé et caractérisé. Nous avons ensuite [nirdgdrtaines des conséquences directes de
'expression des répétitions CTG. Enfin, le traise objectif de ces travaux est de vérifier

impact de I'expression des répétitions CTG aunsBun organisme vivant.
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Culture cellulaire

Les cellules satellites contrdles et DM1 ont étééiss a partir de biopsies musculaires
comme décrit précédemment (Bigot, Klein et al. 200#s explants ont été réalisés a partir
de biopsies de muscle. Les biopsies ont été disse@n morceaux de petite taille de facon
meécanique, dans du milieu F10 puis centrifugées @di culotter les explants. Ces derniers
sont ensuite repris dans une solution de sérunede foetal (SVF) pur. Les morceaux ainsi
obtenus ont ensuite été déposés dans des boitedtules sous forme de gouttes afin que les
explants soit en mesure d’adhérer a la surfaceadmite. Une fois les explants fixés, on
ajoute un milieu de culture (F10 SVF 20% + 5ug/mmtamycine) (Life Technologies). Des
myoblastes migrent alors hors de ces explantsd€esers sont alors éliminés, et les cellules
adhérentes peuvent étre récupérées par trypsin&iores considere alors a leur premiere
division. En cas de myogénicité faible, vérifiée ppmunocytochimie grace a un anticorps
dirigé contre la desmine, le tri des cellules myogees a été effectué a I'aide d’un kit MACS
(Milteny) permettant un isolement des cellules CD368s cellules ont ensuite été cultivées a
37°C dans une atmosphére humide contenant 5% de I@&Otaux d’oxygéne peut étre
modifié selon les besoins. En conditions standawddui-ci est de 19% (pourcentage
atmosphérique), et peut étre réduit a des taux demaptre 5 et 3%. En deca, les conditions
sont considérées comme hypoxiques. Les celluledlisgg sont cultivées dans un milieu de
prolifération F10 Ham (Life Technologies) suppléitéede 20% de SVF, contenarigdml
de Gentamycine. Dans le cas des cellules HEK 2B3mjlieu de prolifération correspond a
du DMEM supplémenté de 10% de SVF et de gentamytioesque les cellules atteignent
une confluence d’environ 80%, elles sont trypsingssgu’a ce qu’elles se décollent, puis
reprises dans du milieu de prolifération contenduntsérum afin d’inhiber I'activité de la
trypsine. Les cellules ainsi récupérées sont comspdéchaque passage afin de déterminer le
nombre de divisions effectuées, calculé selon denfite : Log(N/n)/Log2 , N représentant le
nombre de cellules comptées et n le nombre de eslkihsemencées au départ. La capacité
proliférative maximale des cellules est considécémme atteinte lorsque celles-ci ne se
divisent plus pendant une période de 3 semainaxil@u de prolifération. Elles sont alors
considérées en arrét prolifératif.

La collecte des cellules s’effectue par grattagesddu PBS 1X froid. Elles sont
ensuite récupérées puis centrifugées 5 minute€g. 2% culot obtenu est ensuite mis a sec

pour étre congelé immédiatement a I'aide de cathoeget stocké a -80°C.
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Traitements des cellules

Stress oxydatif — peroxyde d’hydrogene :

L’induction du stress oxydatif dans les cellulet réalisée par addition de peroxyde
d’hydrogéne HO, (Sigma) au milieu de culture. Le traitement efatié dans du milieu F10
privé de sérum a des concentrations variables@iendant une heure a 37°C. Les cellules
sont ensuite rincées une fois au PBS 1X puis répken milieu de prolifération (F10
20%SVF) pendant 48 heures.

Transfection des cellules :

La transfection de plasmides dans les celluleefésttuée grace a la Lipofectamine
2000 (Life Technologies). Les cellules sont ense@es@n plaque 6 puits a environ 70% de
confluence. Le lendemain, elles sont mises en coragec un mélange de plasmide
(4pg/puit) et de Lipofectamine (10ul/puit) et d’YEM (Life Technologies), dans un milieu
sans antibiotique pendant 5 heures. Le milieu astitee remplacé, les cellules pouvant

ensuite étre traitées, récupérées ou fixées sedolpesoins apres 24 ou 48 heures.

Transduction des cellules par lentivirus :

La transduction des cellules par les différentsitens utilisés au cours de cette étude
a été réalisée selon un protocole strict. Les leallgont ensemencées selon les besoins en
puits de 15 ou 35 mm de diamétre au jour JO a wwdluence d’environ 70% (soit
respectivement 20000 et 100000 cellules). Le lemilen20ul de lentivirus pSin-960CTG
inductibles, & une concentration de 4,6X¥§/ml, sont dilués dans un volume minimum de
milieu F10 10% sérum sans antibiotiques, suppléésepar 8g/ml de polybréne (Sigma)
(200ul pour les puits de 15mm, 500 ul pour lesspdiét 35mm). Apres élimination de I'ancien
milieu, ce mélange est réparti sur les celluleBesei étant replacées a 37°C pendant 5 a 6
heures. Ce temps d’incubation terminé, on rajoieoQ 1,5ml de milieu F10 20% SVF selon
la taille des puits. Aprés une nuit a 37°C, ce euilest éliminé puis remplacé par du milieu
frais. Apres quelques jours de récupération, unidee transduction est réalisée selon le

méme protocole.

110



Matériels et méthodes

Induction par la doxycycline :

Les cellules transduites ou transfectées par lsnpte contenant les grandes
répétitions CTG (pSin-960CTG inductible), doiveriteésoumises a un traitement a la
doxycycline (Dox) afin d’induire la production d’AR960CTG. La Dox est donc ajoutée

directement au milieu de culture des cellules aaomeentration finale de 4pug/ml de milieu.

Extraction d’ARN

Les extractions des ARN ont été réalisées a I'dide kit d’extraction Trizol Reagent
(Life Technologies).

Les culots cellulaires sont repris dans 1ml dedlriReagent et laissés a température
ambiante (TP) pendant 5 minutes (dissociation detaprotéines). 2Q0 de chloroforme
sont ensuite ajoutés. Le mélange est alors forteatgtit pendant 30 secondes, laissé au repos
3 minutes puis centrifugé 15 minutes a 120009 et @Ctransfére ensuite dans un nouveau
tube la phase aqueuse a laquelle on ajoutgls@0propan-2-ol (isopropanol). Aprés avoir été
agité, le mélange est laissé a TP pendant 10 nsinutis centrifugé 10 minutes a 120009 et
4°C. Le surnageant est ensuite éliminé et le aiRN obtenu est lavé une ou deux fois a
I'éthanol 75%. Le culot est ensuite séché a I'dim d’éliminé toute trace d’éthanol, repris
dans 2@l d’eau RNase free puis chauffé pendant 10 minatds-60°C. Les ARN sont

ensuite dosés grace a un Nanodrop et conserv€S@. -8

RT-PCR

La transcription inverse des ARN en ADNc est réaigrace a un kit MLV (Life
Technologies). Elle est effectuée sugld’ARN, a I'aide d’amorces aléatoires et d’amorces
oligo dT a 37°C pendant 1 heure.

L’expression de difféerents ARN a ensuite été mesyng PCR selon les conditions

suivantes :
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p 16NK4A .
primer sens : 5 TGGAGCCTTCGGCTGACTGGCTGGC 3’
primer anti-sens : 5 CTACGAAAGCGGGGTGGGTTGT 3

31 cycles, TM = 62°C

SERCA1L:
primer sens : 5 ATCTTCAAGCTCCGGGCCCT 3
primer anti-sens : 5° CAGCTCTGCCTGAAGATGTG 3
30 cycles, TM =55°C

GAPDH :
primer sens : 5 AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGG 3’

primer anti-sens : 5 TGACAAGCTTCCCGTTCTCAGCC 3
21 cycles, TM = 60°C

B2M .
primer sens : 5 CTCTCTTTCTGGCCTGGAGG 3

primer anti-sens : 5 TGCTGGATGACGTGAGTAAACC 3
25 cycles, TM = 60°C

Les différents amorces de PCR ont toutes été @woafin d’amplifier des séquences
spécifiques basées sur les informations de la «dtide Data Bank» de NCBI.

Les réactions de PCR ont été realisées a I'aide niglange préétablit (ReddyMix
Master, Thermoscientific) contenant les dNTP, g TANA polymérase ainsi qu’un produit
de dépbt, dans un volume deuPS es produits de PCR sont déposés sur gel d’'agatéo
TBE 1X. La quantification des produits PCR est @fiée a I'aide du logiciel Quantity One
(Biorad).
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RT-gPCR miRNA-24

L’analyse des miRNA a été effectuée a l'aide d’ubh de transcription inverse
miScript (Qiagen), d'oligonucléotides et de préeurs spécifiques miScript (Qiagen) ainsi
gue du kit PCR miScript Sybr green (Qiagen). Le®RR0ONt réalisées grace a un Lightcycler
480 (Roche) dans les conditions suivantes : 15n84°&, suivies par 50 cycles de 15sec. a
94°C, 20sec. a 55°C et 20 sec. a 72°C. Le snRNAdbGtilisé comme standard. Les données
recueillies ont été analysées grace au logicielalise du Lightcycler 480 et par la méthode
2ACt.

Extraction protéigue

Les protéines ont été extraites a partir des cutethilaires a l'aide d’'un tampon
d’extraction RIPA (NaCl 150mM, Hepes pH 7,4 50mM, 1B#-40, 0,5% Sodium
Déoxycholate, 0,1% SDS, EDTA 5 mM, Inhibiteurs deot@ases, Inhibiteurs de
phosphatases) puis soniquées, placées 5 minute0°& 16 centrifugées 5 minutes a
12000rpm. Une fois les surnageants récupérés, legipes totales sont dosées par une

technique de BCA (Bicinchoninic Acid) a I'aide d’lit (Pierce) et sont conserves a -20°C.

Western blot

On additionne un volume de tampon Leammli 2X (glgt&2%, SDS 5%, Tris
140mM, Bleu de Bromophéndd;mercaptoethanol 10%) aux extraits protéiques.elasits
sont bouillis pendant 5 minutes avant dépodts sur dge polyacrylamide 4-12% (Life
Technologies). La migration est effectuée a 180Vidpat une heure environ, puis les
protéines sont transférées sur membranes de ritdose ou PVDF (1h, 100V, TP ou O/N,
30V, 4°C). Aprés un ringage a l'eau, l'efficacité ttansfert est vérifiée par coloration des
protéines au rouge Ponceau. Les membranes sontesBspuilibrées dans le TBS 1X. Les
types de blocage des sites aspécifiques et lestimmsdde marquage varient en fonction des

anticorps utilisés :
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Anticorps, Marque, Type Conditions de blocage Dilution Ac I*"
p16™“** (Epitomics)
] TBS-tween 1% BSA 1/1060
Rabbit
Phospho-p38 (AbCAM)
] TBS-tween 3% BSA 1/1060
Rabbit
Phospho-Erk1/2 (AbCAM) _
TBS-tween 4% lait 1/1060
Mouse
Phospho-PKC (Cell Signaling)
_ TBS-tween 5% BSA 1/1060
Rabbit
AUF1 (Upstate) ,
_ TBS-tween 5% lait 1/1060
Rabbit
[-tubuline (Sigma) _
TBS-tween 5% lait 1/2060
Mouse

La révélation des marquages est effectuée graces kit ECL Western Pico (Pierce) ou
immobilion (Millipore). La visualisation ainsi qua quantification des signaux est effectuée

grace un transilluminateur G:box (Ozyme) et sonciegde mesure (Genetools, Ozyme).

RNA-FISH

La technique de FISH (Fluorescerinesitu hybridization) est basée sur I'hybridation
d'une séquence d’ARN spécifique marquée au Cy3usarséquence cible. Elle permet de
marquer de facon spécifique les agrégats d’ARN amit les expansions CTG
caractéristiques de la DM1.

Le protocole est basé sur celui établit par Tae¢jal. (Taneja, McCurrach et al.
1995). Aprés une fixation des cellules par une soiude paraformaldéhyde 4% (PFA), les
membranes cellulaires sont perméabilisées parahétha 70%. Le marquage des cellules est
fait grace a un tampon d’hybridation constitué @8o4de formamide, 2X SSC, 0,2%BSA,
contenant la sonde PNA au 1/180Ce marquage est effectué dans une chambre humide
saturée en formamide a 37°C pendant 90 minutessAplusieurs rincages au PBS-tween

0.1%, les noyaux sont marqués au Hoechst et ledlEgrsont montées sur lame.
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Quantification des ROS : technigue DCF

Principe

On charge les cellules avec un dérivé réduit etybcéle la fluorescéine le 2 ', 7'-
dichlorofluorescéine (DCF). Ce composé est nonréscent jusqu’a ce que son groupe
acétate soit retiré par des estérases intrace#alat que I'oxydation se produise au sein de la
cellule figures 1 et 2 Le clivage des groupes lipophiles donne naissanaine forme
chargée de la sonde qui est imperméante. L'oxydat® la sonde peut étre détectée en
suivant l'augmentation de fluorescence avec unnoytee en flux, un fluorimétre, un lecteur

de microplaques, ou un microscope a fluorescemcatigsant des sources d'excitation et des
filtres appropriés pour la fluorescéine (FITC).
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Figure 1 : Structure du H2DCFDA (a), carboxy-H2DCFDA (b), chloromethyl-H2DCFDA (c¢), H2DCF désacétylé (d) et du
produit oxydé et désacétylé de DCF (e).
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Protocole

Les cellules sont mises en culture sur des lamehegerre de 18 mm recouvertes de
gélatine. Chaque lamelle fut ensuite placée danguits propre contenant 20 uM de DCF-
AM (solution stock -20 °C, 10 mM dans DMSO) diluéngd du NPS pré-chauffé (37 °C). Le
chargement des cellules est effectué durant 3Can3in °C. Apres le chargement, les cellules
sont rincées 2 fois avec du NPS préchauffé ne nantepas DCF et incubées 15 min pour
permettre une désestérification compléte du DCFds le cytosol.

Acquisition

Aprés chargement et désestérification, les lameled placées dans une chambre
expérimentale (Warner Instruments) dans laquelles dlorment le fond. La chambre est
placée sur la platine d’'un microscope inversé (QlysnX70) relié a systéme d’acquisition en
fluorescence. Les parametres suivants ont étéadiliTemps d’exposition: 20 ms/ Longueur
d’'onde pour excitation: 492-495 nm/ Longueur d’ongeur émission: 517-527 nm/

Acquisition en mode time-lapse (10 acquisitionsa@sués 10 secondes par cellules)

Analyse
L’augmentation de fluorescence mesurée au coutsrdps, est exprimée en fonction

de FO (fluorescence initiale, mesurée au débuhdgue enregistrement) et soustraite du bruit
de fond selon la formule suivantaF=(F-FBF)/((FO-FBF)-1), ou F est la fluorescence
mesurée dans une cellule a I'instant t, FO edut@déscence mesurée dans la méme cellule au
début de la séquence d’acquisition et FBF la flscgace liée au bruit de fond mesurée dans
une zone ou il n'y avait de cellule. La relation flieorescence au cours du temps est
approximée a l'aide d’'une régression linéaire. katp ainsi calculée est utilisée comme le

taux d’oxydation normalisé du DCF au cours du temps

Contrble positif

Afin de créer des contrbles positifs, I'activitéydative a été stimulée grace au tert-
butyl-hydroperoxyde (t-BHP) a une concentratioraliinde 100mM, permettant de mesurer la
guantité de ROS en présence de cet activateur quesila capacité de récupération des

cellules apres ce stress induit.
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Clonage

La création du plasmide contenant la séquence de&fflitions CTG sous contrble d'un
promoteur inductible a la doxycycline, a été rdéamisa partir de deux constructions
préexistantes. La premiere, appelée DT960, noussa@ermis de récupérer la séquence des
960 répétitions CTG (développée par le Dr Coop€ges repétitions de triplets CTG sont
interrompues par de courtes séquences CTCGA tbege80 répétitions afin de faciliter la
réplication de ces séquences par les bactériegsAfigestion enzymatique et purification sur
gel d’agarose grace au kit QIAquick Gel Extracti@iagen), cette séquence a été placée dans
un second vecteur. Cette seconde construction, TIMRBarde, Zanta-Boussif et al. 2006),
permet la production de lentivirus, mais égalentenplacer notre séquence d’intérét sous le
contr6le d’un promoteur inductible par la doxycylih@ construction a été effectuée grace a
différentes enzymes de restriction et de ligatiNew England Biolabs). Elle a été ensuite
clonée au sein de bactéries compétentes STBL2 {lefshnologies) a haute-fidélité ayant
subi un choc thermique (42°C puis 4°C) suivit d'yme&-culture a 32°C dans un milieu
enrichi (Life Technologies). Les bactéries sontu@esétalées sur gélose LB agar contenant
de I'ampicilline (Life Technologies) et placées 2°G sur la nuit. Les différentes colonies
sont récoltes et mises en culture. Les plasmidemnabtaprés extraction d’ADN sont testées
par differents enzymes de restriction. Les colomiest le plasmide présente un profil de
digestion correct ont été réamplifiées par maxitces desquelles sont extraits les ADN
plasmidiques a l'aide d’'un kit NucleoBond® Xtra M& (Macherey Nagel). Aprés dosage
au nanodrop de la production de plasmide, le pudildigestion de ce plasmide a, une
nouvelle fois, été vérifie. Une fois ces vérificats effectuées, la production de lentivirus a pu

étre réalisée via une collaboration.

Immunofluorescence sur coupes musculaires

- Réalisation des coupes :

Les coupes musculaires ont été réalisées a parflildalis Antérieurs (TA) prélevés
apres sacrifice des souris injectées par I'AAV-dt9680e fois le prélevement effectué, les
muscles sont montés sur liege puis congelés darisdpentane refroidit a I'azote. Les

coupes sont réalisées au cryostat a une tempéidw24°C a une épaisseur de 10um. Les
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coupes de muscles sont placées sur lame, séchéebate pendant 1 heure puis stockées a -
80°C.

- Marguage des coupes :

Apres décongélation, les sections de muscle safiésé€ sous hotte pendant 30
minutes, puis fixées grace a une solution de Parafldehyde 4% (PFA 4%) pendant 15
minutes a température de paillasse (TP). Les lanessensuite rincées deux fois au PBS 1X
puis incubées 1 heure dans une solution de blo¢BB& 1X tween 0,1%, BSA 3%).
L’anticorps primaire, dilué dans la solution dedage, est ensuite placé sur les coupes de
muscles pendant 1 heure a TP ou sur la nuit (OANa Les lames sont ensuite rincées 3 fois
5 minutes avec du PBS-tween 0,1% (PBS-T). L’anfis@econdaire est alors mis en contact
avec les coupes pendant 1 heure a TP puis égalemeét3 fois 5 minutes au PBS-T. On
marque ensuite les noyaux a l'aide d’une solutiomdechst (0,4ug/ul) pendant 10 minutes.
Les lames sont ensuite montées avec un milieu deag@i®Prolong Gold (Life Technologies).

Les anticorps primaires utilisés sont un anti-MgesNéo-natale a 1/5@&t un anti-
laminine (Dako) & 1/300 Les anticorps secondaires utilisés sont un g@i-de lapin et un

anti-lgG de souris couplés a un alexafluor488 (ttéfehnologies) a une dilution de 1/500
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I. Myoblastes DM1 et sensibilité au stress oxydatif

.  Myoblastes DM1 & sensibilité au stress oxydatif

Les résultats obtenus préecédemment dans le laberatoi montré d’'une part, que les
myoblastes isolés de patients DM1 atteints de lendocongénitale, avaient une capacité
proliférative réduite par rapport a des myoblassedes d’individus non-atteints du méme
age, et d’autre part que I'expression prématurééadieur pl6 était responsable de l'arrét
prolifératif précoce des myoblastes DM1 congénitayant de grandes répétitions CTG
(Bigot, Klein et al. 2009). En effet, I'inhibitiode I'activité de p16 suite & la surexpression de
son ligand naturel CdK4 dans les myoblastes DMImpe d’augmenter leur capacité
proliférative a un niveau équivalent a celui ddtutes controles.

Dans un premier temps, nous Nous sommes intéraggéaécanismes impliqués dans
I'activation précoce de la voie p16 dans les mystiels DM1. Cette voie étant connue pour
étre activée lors de stress, nous avons cherchéeindner si le niveau de stress ou la
sensibilité au stress était différent entre detules contrles et DM1. Nous nous sommes
particulierement intéressés a la composante oxyaldti stress. En effet, dans des conditions
de cultures dites classiques, les cellules sonms®ms a une atmosphere contenant 19%
d’oxygéne, soit un taux bien plus élevé que cadtrouvé au sein d’'un tissu comme le muscle
(~3%). Ainsi, nous avons évalué I'impact de la cosgnte oxydative de I'environnement sur
le comportement des myoblastes en cultivant lelsilesl soit & 19% d’oxygene, soit a 5%

d’oxygeéne.

I.1. La capacité proliférative des cellules DM1 est niéduen

fonction de I'environnement oxydatif.

La capacité proliférative des myoblastes DM1 posséda grandes expansions CTG,
est réduite par rapport a celle observée danslkdes contrdles. De plus, il a été montré que
les cellules exprimant la mutation DM1 étaient phgmsibles au stress oxydatif (Usuki and
Ishiura 1998; Usuki, Takahashi et al. 2000). Nousna cherché a vérifier si des conditions
de culture plus ou moins oxydantes, pouvaient nerdifa capacité proliférative des
myoblastes DM1. Ainsi des myoblastes contrbles MtLzontenant plus de 2000 CTG, ont

été cultivés dans difféerentes conditions: soit & l&oxygene (conditions de culture dites
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classiques), soit a 3% d’oxygene (conditions phygsgjiojues et moins oxydantes que les
conditions classiques).

A 19% d’oxygene, les myoblastes contréles sont ldagade réaliser 52 divisions
avant de rentrer en sénescence et de stopper lelifégation. Comme observé dans des
études précédentes, les cellules DM1 voient lepaa& proliférative fortement réduite
puisqu’elles ne sont en mesure que d'effectuer i2Bidns. Les résultats obtenus dans la
figure 1montrent que dans les conditions de culture a ®ydéne, la capacité proliférative
des myoblastes DM1 est augmentée de 29% en corspardes mémes cellules cultivées
dans des conditions classiques. Parallelemengpacité proliférative des cellules contrbles

n‘augmente que de 9%.
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Figure 1 : Capacité proliférative en fonction des enditions de culture
Les cellules contrdles (cont.) placées a 3%,d@sentent une augmentation de leur capacitéfgnative de
9% alors que les cellules DM1 voient leur capagitéggresser de 29% dans des conditions similaires.

La réduction de la pression partielle d’oxygenesdienmilieu de culture, modifie de
maniére plus significative la capacité prolifératibes myoblastes DM1 que celle des cellules
contrbles (29% vs. 9% respectivement). Ce réssliggere que les cellules DM1 ont une
sensibilité accrue par rapport aux cellules coasrdéface aux conditions oxydantes de
'environnement. Cependant, on constate que cedittmms moins oxydantes ne permettent
pas aux myoblastes DM1 de récupérer une capaaliéépative équivalente a celle observée

dans les cellules controles.
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[.2. Les cellules DM1 ont un niveau basal de ROS anormal

Deux études ont montrées une corrélation entr@iéssion de répétitions CTG, leur
taille et la sensibilité des cellules face au stregydatif (Usuki and Ishiura 1998; Usuki,
Takahashi et al. 2000). Nos résultats indiquent lgueapacité proliférative des myoblastes
DM1 ayant une grande expansion CTG, est augmeonitggule les cellules sont cultivées a un
taux faible d’oxygéne. Afin de déterminer si lageace des répétitions pathologiques (> 2000
CTG) peut altérer le statut redox des cellules DM1Iniveau de ROS intracellulaires a été
mesuré dans ces cellules ainsi que dans les cetoletroles. La production basale de ROS
intracellulaires a été mesurée en « time-lapséeega une technique de fluorescence au DCF
(dichlorofluoresceine).

L’analyse de la variation d’intensité de fluores@ntdans les cellules DM1 et
contrbéles montre que le niveau basal de produ®0& est significativement plus élevé dans
les cellules DM1 que dans les cellules contrélescaine augmentation de 57%gqre 23.

Afin de vérifier si cette altération était spécifement retrouvée dans les myoblastes DM1
ayant de larges expansions CTG, le méme type d'exype a été renouvelé dans deux autres
lignées de myoblastes DM1 ayant plus de 2000 ta@ld G ainsi que deux autres cultures de
myoblastes controles. L’analyse des trois lignées rdyoblastes DM1 montre une
augmentation significative de la production bas#eROS intracellulaires par rapport aux
trois populations contrledfigure 28. Ces expériences permettent de conclure que les
cellules DM1 ayant de grandes répétitions CTG smamhctérisées par une augmentation

significative de leur niveau de production de RO®tat basal.
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Figure 2 : Comparaison de la production basale ehduite de ROS dans les myoblastes contrbles et DM1.

(a) Comparaison de la production de ROS d’une pdioul contrdle avec une population DM1. (b) Régsita
globaux obtenus grace a la comparaison de 3 pagngatie chaque type. Le niveau de production de ROS
apparait plus élevé dans les cellules DM1.
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Ces observations indiguent une relation entre léatimm DM1, un niveau accru de
ROS intracellulaires et une sensibilité particdiédes myoblastes DM1 face au stress
oxydatif. Les ROS étant connus pour participer a@ctivation de différentes voies de
signalisation, nous nous sommes intéressés awudtatut redox dans I'activation de p16 et

I'arrét prolifératif précoce des cellules DM1.

[.3. Activation précoce de la voie p16 et environneroggdatif

Dans un travail précédent, nous avons montré careét’ prolifératif précoce des
cellules DM1 était d0 a l'activation prématuréepdés. L'activation de la voie pl6 pouvant
étre induite par différents stress, et notammertasnde stress oxydatif, nous avons examiné
le lien entre le niveau oxydatif de nos conditidiesculture et I'activation de la voie p16. Pour
cela, nous avons déterminé les niveaux d’ARNm™§%® par RT-PCR au cours de la vie

réplicative des myoblastes controles et DM1 cuéisva 19% et 3% d’oxygenEi¢ure 3.
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Figure 3 : Quantification des taux d’ARNm p16“** par RT-PCR

Les cellules DM1 cultivées a 3% d@résentent une diminution du niveau d’ARNm pl6t@rement aux
cellules contrdles pour lesquelles le niveau denEl8arie pas en fonction de la PO
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La quantification des signaux obtenus sur gel d@g@a montre que les niveaux
d’ARNm p16 augmentaient au cours de la vie prdiifi€e des cellules DM1 et contréles.
Nous pouvons constater d'une part qu'a 19%,d18s niveaux d’ARN p16 sont déja plus
élevés dans les cellules DM1 a 18 divisions ques dies cellules contrdles a 23 divisions, et
d’autre part, que les niveaux d’ARNmM p16 mesurgsdes cellules controles, varient peu en
fonction du taux d’oxygene auquel les cellules ssmimises. A l'inverse, on observe une
diminution d’environ 50% du taux d’ARNmM p16 dans lkeellules DM1 cultivées a 3% O
comparativement a celles poussant a 19%. De paugyrhentation de I'expression de pl6
dans les cellules DM1 cultivées a 3% d’'@pparait plus tardivement au cours de leur vie
proliférative mais, en sénescence, ces cellulesguent un niveau de p16 équivalent a celui
observé dans les cellules sénescentes poussaatRQuatmosphérique.

L’augmentation tardive de pl16 dans les cellules Dddltivées a 3% coincide avec
'augmentation de la capacité proliférative de celules. Dans le cas des cellules contréles,
les conditions de culture a 3% d’oxygene sembleairgeu d’'impact sur I'expression de p16
et ne conduisent qu'a une faible augmentation dealgacité proliférative des cellules.
L’ensemble de ces observations suggere une caorélahtre la présence de la mutation
(CTG)exp le stress oxydatif et I'activation précoce de pbbconduit a I'arrét prématuré des
myoblastes DM1. La suite de cette étude va donsistam a déterminer la nature de ce lien.
Nous nous sommes tout d’abord intéressé a évdeftatide 'augmentation basale de ROS

sur deux régulateurs de p16, AUF1 et miR-24.

I.4. AUF1 : un facteur de régulation de p16 ?

Il a été montré que les protéines de la famille AWYRU-rich factor ou hnRNP-D)
étaient capables de réguler I'expression protéagipl6 (Wang, Martindale et al. 2005). En
effet, les membres de cette famille de RNA bindirgtein sont capables de se fixer a des
régions riches en séquences répétées AU (GratambsBeewer 2010). Or, ce type de
séquence est retrouvé dans la région 3’ non triaste 'ARN pl6. Cette fixation a pour
conséguence une dégradation de I'ARN et donc, imedtion de la quantité de protéines
pl6 synthétisées. La famille des protéines AUFIreqstésentée par quatre isoformes : p37,
p40, p42 et p45. Lisoforme p37 est apparue comarticolierement importante dans la
régulation de pl6 (Sarkar, Xi et al. 2003). En séarce, la quantité de protéines AUF1

127



|. Myoblastes DM1 et sensibilité au stress oxydatif

diminue, ce qui conduit a une stabilisation des ARPNL6 et une augmentation du niveau
protéique de pl16. Nous avons donc envisageé I'hgsetll’'une modification de ’'homéostasie
des isoformes AUF1 dans les cellules DM1 suite&dérégulation du mécanisme d’épissage
alternatif, pouvant conduire a une régulation aradende p16. Nous avons verifié par western
blot les niveaux d’expression des isoformes d’AUfahs les cellules DM1 et contrdles en

début et fin de vie proliférativdigure 4).
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Figure 4 : Western blot AUF1 sur des cellules confiles et DM1 jeunes et sénescentes
Les deux types de cellules présentent le mémel mredic une diminution globale des différentes isokes
d’AUF1 entre les cellules jeunes (Y) et sénescef8gs

La comparaison des profils d’expression des isoésrmrd’AUF1 n'a pas mis en
evidence de modifications significatives entre defiules contrbles et DM1. Dans ces deux
types de cellules, nous avons constaté une diromgiobale des différentes isoformes au
cours de la vie proliférative. L'isoforme p37 cdd@atsée comme ayant laffinité la plus
importante pour I'ARN p16, possede un niveau édaitadans les cellules contréles et DM1.
Ces observations ne semblent donc pas accrédiwgrothese d’'une dérégulation d’AUF1

dans les myoblastes DM1 pouvant induire une exigregsecoce des protéines p16.

[.5. Une régulation de la traduction de p16 par miR-24 ?

Dans le cadre d’'une perturbation des mécanismesgigation post-transcriptionnelle
de p16 dans les myoblastes DM1, nous nous somnagenggnt intéressés a une régulation de
la traduction de 'ARN p18*** par le microRNA miR-24. En effet, il a été mongrée miR-

24 eétait capable de se fixer sur les ARNm de pl@iehiber le processus d’initiation et

d’élongation de la traduction (Lal, Kim et al. 200&’élévation du niveau de protéines
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p1eNK* 3 été associée a la réduction de miR-24 dansbiesblastes humains. Deux études
récentes ayant montré une altération de certaiffiNm$ dans les tissus de patients DM1
(Perbellini, Greco et al. 2011; Rau, Freyermuttalet2011), il nous a paru intéressant de
vérifier si miR-24 était également perturbé darssng/oblastes DM1. L'expression de miR-

24 a été mesurée par gPCR (en collaboration avedéekRque Rau et Nicolas Charlet,

IGBMC, Strasbourg) au cours de la vie prolifératiles cellules contréles et DM1 cultivées a
19 % et 3% d’oxygene.
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Figure 5 : Quantification par gPCR de miR-24 au cous de la prolifération des cellules

La quantité de miR-24 augmente dans les cellulearts de leur vie proliférative. Les cellules DigrEsentent
un niveau plus élevé que les cellules contrblesstiass oxydatif subit par les cellules DM1 senibileiencer la
production de miR-24 (b) contrairement a son eftetles cellules contrdles (a). Normalisation paRSA U6.

La figure 5 montre que, contrairement aux résultats de Lal, (Kan et al. 2008)
obtenus sur des cultures de fibroblastes humamsadx de miR-24 dans les myoblastes
contrbles et DM1 augmente au cours de la vie gmalifve. De plus, il y a une différence
d’expression de miR-24 entre les cellules contr@edDM1, ces dernieres présentant un
niveau plus important quel que soit les conditidasculture. L’augmentation de miR-24 ne
parait pas compatible avec une augmentation deudentijé de protéines pl6 et il parait
difficile de proposer que miR-24 soit un facteurjena de régulation de pl6 dans les
myoblastes humains. On peut toutefois noter unaniy®us élevé de miR-24 dans les cellules
DM1 cultivées a 19% d’oxygéne que dans celles pa@ 3% d’'@ mais cette différence
d’expression de miR-24 n’est pas retrouvée dansdisles contrdles. Bien que I'expression
de miR-24 paraisse étre régulée de facon diff@akattians les myoblastes contrdles et DM1
en fonction du statut redox, ces résultats ne ctario pas I'hypothése d’'une régulation du
niveau protéigue de p16 par miR-24 dans notre neatilulaire.
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[.6. Lien entre stress oxydatif et activation de p1l6.

La réduction du stress oxydatif dans les cultur&®ad’'O,, a permis de mettre en
evidence des corrélations entre les niveaux de R@&ijvation de pl6 et la sénescence
précoce des myoblastes DM1. Cependant, ce systeémeude perfectible a certains égards.
Ainsi, on induit des stress oxydatifs répétés aqabasortie des cellules de I'incubateur a 3%
O, lors des passages, des observations et des trateemén de continuer notre étude, nous
avons utilisé I'approche opposée qui consiste anstiwe les cellules cultivées dans des
conditions classiques a un stress induit via I'addide substances réactives, notamment le
peroxyde d’hydrogéne @@,). Ce type d’approche nous permet également de affrasmchir
d’un certain nombre de difficultés techniques, temitnous permettant de comparer les effets

d’un stress oxydatif sur des cellules DM1 et coeisol

a. Conditions d’induction d'un stress oxydatif paHgO,

Dans un premier temps, nous avons déterminé lesdiesperoxyde d’hydrogene sub-
toxiques pour les myoblastes humains. Différenmsditions d’induction du stress ont été
testées en faisant varier le temps de mise en aomtes cellules avec le peroxyde
d’hydrogéne, la concentration de celui-ci et lefiertaissé entre I'induction et la récupération
des cellules. Nous avons constaté qu’une expoditam longue (supérieure a 6 heures) au
peroxyde d’hydrogéne était toxique pour la celllde.méme, des doses delH supérieures
a 200uM ont pour conséquence une mort massivepeterales myoblastes. Nous sommes
ainsi parvenus a définir des conditions précisestdess sub-toxique nous permettant un
maintien en vie des cellules. Ainsi, afin de cangr les résultats obtenus précédemment,
nous avons soumis des cultures de myoblastes temted DM1 possédant un nombre de
divisions équivalent a la moitié de leur capacitéliférative respective, a 100 et 200uM de
peroxyde d’hydrogene pendant une heure. Puisgledes ont été rincées et incubées dans le

milieu de prolifération avant d’étre récoltées 48 tard.
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b. Activation de p16™** par un stress oxydatif

Apres avoir déterminé des doses de peroxyde d’lggar® sub-toxiques pour notre
modele cellulaire, nous avons évalué si ce typstrss était capable d’activer pl6. Plusieurs
études ont déja montrées que l'addition #DKdans le milieu de culture peut activer la voie
pl6 par différents mécanismes, I'expression degidfit susceptible d’étre régulée de facon
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle (Kemd Wong 2009; Guo, Ma et al. 2010;
Jenkins, Liu et al. 2011).

En premier lieu, nous avons vérifié, dans des nagibk controles et DM1, I'impact
d’'un stress induit par le peroxyde d’hydrogene I®mxpression de pl6. 48 heures aprés un
traitement au bD,, les cellules ont été récoltées, les ARN extetitéexpression de pl6 a été
analysée par RT-PCR semi-quantitatiVeg(re 6. Aprés normalisation a l'aide du gene
B2M, on constate que les niveaux d’ARNmM pl16 dasstdlules DM1 sont significativement
augmentés, de 4 et 6 fois respectivement aux asd90 et 200uM d’'kD,. A l'inverse, la
guantité de pl6 n‘augmente pas de maniére sigtificalans les cellules contréles. Ce
résultat montre que I'expression de pl16 peut éttieee par un stress oxydatif induit par le
H,O, dans le myoblastes DM1. De plus, ceci confirmdedgant la difference de sensibilité
des cellules DM1 face au stress oxydatif mise edegéce par les expériences de culture des

cellules dans des environnements plus ou moinsamtgdl.1 et 1.3).
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Figure 6 : Quantification des niveaux d’ARNm p16 pa RT-PCR dans les cellules contrbles et DM1 traitée au peroxyde
d’hydrogéne.

L'induction d’'un stress oxydatif augmente signifigament I'expression de p16 dans les cellules Dé&lle-ci
n‘augmentant pas de fagon significative dans l#ales contréles.
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Suite a ces résultats, nous avons veérifié par wediot que l'augmentation de

I'expression des ARNm de pl6 conduisait bien aaugmentation de la protéine pIgyre

7). Le niveau de la protéine pl6, suite a l'inductidum stress oxydatif par le peroxyde
d’hydrogéne, a été mesuré dans des extraits poeRicgalisés sur des échantillons de cellules
traitées parallelement a celles utilisées pouelgsactions d’ARN. Nous avons observé qu'a
100uM, le niveau de la protéine pl6 augmentait @ 8lans les myoblastes DM1, ce qui
correle avec 'augmentation observée en ARNm. Ezanehe, une augmentation plus faible
(40%) est également observée dans les cellulesobesit alors que seule une augmentation
non significative avait été mesurée en RT-PCR. &@ori étonnante, le niveau de protéines
pl6 augmente de maniére similaire dans les celbdagdles et DM1 aprés un traitement a
200uM. Il semblerait que la dose de 200uM Ak bien que sub-toxique au niveau
cellulaire, soit trop élevée et altéere de manieom-spécifigue ou a un niveau post-
transcriptionnel I'expression des protéines pl6pebeant, la grande variabilité observée

entre les différents western blots, empéche tomtelasion définitive des résultats obtenus.
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Figure 7 : Pourcentage d’augmentation des niveauxedprotéines p16*** par western blot dans les cellules contrdles et DMtraitées
au peroxyde d’hydrogene.

L'expression de la protéine p16 augmente dansdas types cellulaires lors d’un stress oxydatif.
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1.7. Régulation post-transcriptionnelle de P¥8* suite & un stress
oxydant

Comme expliqué precédemment (1.5), les facteursadamille AUF1 sont connus
pour intervenir dans la régulation de I'expresgienia protéine p16 (Wang, Martindale et al.
2005). De plus, une étude récente a également mévidence l'implication d’AUF1 dans
I'activation de pl6 lors d’'un stress provoqué paiperoxyde d’hydrogéne (Guo, Ma et al.
2010). Nous avons donc évalué si ce facteur poéatdérégulé dans les myoblastes DM1
lors d'un traitement au peroxyde d’hydrogene. Uraification du niveau d’expression des
protéines AUF1 ou du ratio des différentes isof@rdans les cellules DM1 par rapport aux
cellules contrdles, pourrait conduire a une modifan la stabilité de 'ARNm pl6,

expliquant ainsi les différences observées entsedesix types de cellules suite & un stress

oxydant.
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Figure 8 : Répartition des différentes isoformes AUF1 aprés un traitement au HO,
Quantification des différentes isoformes d’AUF1llig¥e aprés intégration des signaux obtenus paemweblot
et normalisés par rapport affetubuline.

L’analyse d’AUF1 par western blotfigure 8 montre que, contrairement aux
observations effectuées par I'équipe de Guo, lgetreent au peroxyde d’hydrogene ne
modifie pas l'expression des différentes isoformttAUF1 dans les cellules DM1 et
contrbles. De méme, nous n'avons pas constatérigion importante de la quantité globale

de protéines AUF1 entre les cellules contrélesiiD
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1.8. Régulation transcriptionnelle de la voie gi6*

L’hypothése d’une régulation post-transcription@ele pl16 via des facteurs tels que
miR-24 ou AUF1 n’ayant été poursuivie, nous avonsrché a déterminer quelles voies de
signalisation pouvaient étre impliquées dans Reation précoce de pl6 dans les myoblastes
DML1. A I'aide de notre modeéle d’induction de strgss HO,, nous avons examiné plusieurs
voies de signalisation connues pour réguler pl6usNoous sommes particulierement
intéressés aux MAPKinases incluant des acteursamlaiées tels que PKC, Raf/Ras, Mek Y4,
Erk ¥, car l'activation de cette voie va conduirgirgzhibition d’'un régulateur négatif de la
transcription de pl16 : Bmi-1. La voie p38 a égaletrété étudiée, celle-ci étant également
connue pour activer la voie p16 (voir Introductioi3.b Mécanismes d’activation de la voie
pl6, figure 14).

a. Protéine Kinase C

L’activation de la transcription de pt6* suite & un stress de type oxydatif, peut
faire intervenir différentes MAPKinases. Il est pie d’analyser l'activité des différents
acteurs de cette voie par western blot a 'aidentttarps spécifiques car les MAPKinases
sont phosphorylées sous leur forme active. Dangremier temps, nNous nous sommes
intéressés a la protéine Kinase C (PKC). En pluysaderoir jouer un réle dans I'expression de
pl6 sous certaines conditions, certains membrds f@ille des PKC ont été décrits comme
étant anormalement régulés dans les tissus denfzabdM1l. Récemment, I'équipe de Cooper
a proposeé gqu’une activation anormale de la PKGQd8ponsable de I'hyper-phosphorylation
de CUGBPL. Il a aussi démontré que l'inhibition @& KC améliorait le phénotype cardiaque
observé dans un modéle de souris DM1 (Kuyumcu-kezti Wang et al. 2007; Wang,
Kuyumcu-Martinez et al. 2009). En se basant sumrésgltats, nous avons émis I'hypothése
gu’une sur-activation de PKC pourrait avoir commgearcussions une régulation anormale de
la cascade de signalisation et une activationadgliession de pl6. Le niveau d’activation de
PKC a été mesuré par western blot dans des celtolesdles et DM1 traitées ou non au

peroxyde d’hydrogendigure 9.
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Figure 9 : Quantification du niveau de protéines PIC phosphorylées
Les western blots réalisés a partir des cellulegrétes et DM1 traitées au,8,, ne révélent pas d’activation
anormale dans les cellules DM1.

On constate une augmentation de la quantité déipest PKC phosphorylées dans les
cellules contrbles traitées avec 200uM #: De facon étonnante, aucune augmentation de
la quantité de PKC activées n'a été observée dansiyoblastes DM1 non traités par rapport
aux cellules contréles, ou traités au peroxyde dfbgene. Ce résultat indique que
I'activation de la voie p16 pourrait se faire sad un autre acteur de cette voie moléculaire,

Soit via une voie indépendante.

b. Limplication de Erk 1/2

Notre modele de myoblastes DM1 n’ayant pas révélgp#r-phosphorylation de
PKC, que ce soit a I'état basal ou aprés un tratgnau HO,, nous avons évalué I'état
d’activation des autres acteurs de la voie des MARKsi, il a été montré que Erk
(Extracellular signal-Regulated Kinase) pouvaiteé&ctivé par un traitement au peroxyde
d’hydrogene (Guyton, Liu et al. 1996; Abe, Karthiaagé 1998) et d’autre part, que son
activité participe a la régulation de I'expressampl6 (Wen-Sheng 2003). Plus réecemment,
une étude a mis en évidence, dans des astrocyegouarelation entre le stress oxydatif, la
cascade de signalisation Erk et I'activation de (Kifh and Wong 2009). Nous avons mesuré
I'activation des MAPK Erk 1 et 2 par western blonddes myoblastes contréles et DM1 lors
d’un traitement au peroxyde d’hydrogefigire 10.

On constate tout d’abord que sans traitement,Veani basal de phosphorylation de
Erk 1 et 2 est plus élevé dans les myoblastes Dildans les cellules contrdles. Aprés un
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traitement a 100uM, l'activité Erk 1 et 2 est aughdée dans le myoblastes DM1 alors qu’elle
ne varie pas dans les cellules controles. Aindiae de Erkl observé dans les cellules DM1
est jusqu’a 5 fois supérieur a celui retrouvé dasscellules contrbles traitées de la méme
maniere. Cette augmentation de phosphorylationrllel et 2, est toujours nettement visible
dans les myoblastes DM1 a 200uM et une faible antatien de ces deux protéines est
observée dans les cellules controles a cette dOeatrairement aux résultats obtenus
concernant les PKC, les MAPKinases Erk 1 et 2 apgsent comme pouvant jouer un réle
dans la signalisation résultante d’'un stress oxydatk 1/2 apparait comme un candidat
intéressant et pourrait étre impliqué dans les méoges d’activation précoce de pl6 au cours

de la sénescence des myoblastes DM1.
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Figure 10 : Quantification du niveau de protéines Ek1 et Erk2 phosphorylées

Les myoblastes DM1 présentent un niveau basal atipes Erk activées plus élevé que les cellulesrgies.
48 heures aprés traitement, les cellules DM1 saesniés un stress oxydatif sont caractérisées parfarte
augmentation de la proportion de protéines Erk2 m@tosphorylées et donc activées.
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c. p38

Suite aux résultats précédents montrant une aictivaes MAPKinases Erk 1/2 lors
d’un stress oxydant, nous avons examiné l'actiég38, facteur également connu pour étre
impliqué dans la transduction d’un signal lors datiress oxydatif (Dasari, Bartholomew et al.
2006). En 2003, I'équipe d’Ishikawa avait montrérale de la voie p38 dans les phénomenes
de sénescence provoqués par I'addition d’une dadsdéshale de peroxyde d’hydrogéne dans
des fibroblastes pulmonaires feetaux (WI-38) (Iwaddan et al. 2003). En 2010, une autre
étude a proposé p38 comme un modulateur de I'esipresle pl6 et de l'induction de la
sénescence suite a une exposition a la doxorubidemes des cellules endothéliales
progénitrices (Spallarossa, Altieri et al. 2010puN avons examiné le taux de protéines p38
phosphorylées par western blot dans des cellulesédes et DM1 soumises ou non, a un
stress oxydatif.

La figure 11montre que I'addition de 200uM de peroxyde d’hyggnee dans le milieu
de culture, entraine une augmentation du taux ogipes p38 actives (phosphorylées) dans
les myoblastes contrdle et DM1. Contrairement agsultats obtenus pour les protéines
Erk1/2, nous n’avons pas constaté de différeniggsfisatives entre les cellules contréles et
DM1.
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Figure 11 : Quantification par western blot de I'adivité de p38
Augmentation de taux de p38 phosphorylées a 200ad tes cellules contrdle et les DM1.

Malgré l'activation de la voie p38 lors d'un stressydatif, 'absence de différences
significatives entre les cellules controles et DBKclue I'intervention de cette voie dans la

perturbation de 'activité de p16.
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Il. Développement d’'un modele DM1 inductible

[I. Développement d’'un modéle DM1 inductible

Les myoblastes isolés de patients DM1 ayant la éocongénitale associée a de larges
expansions CTG, sont caractérisées par une capaolirative réduite, ainsi que par une
altération de leur capacité de différenciationeefusion. En plus de la rareté de ce matériel et
des contraintes de manipulation de ces culturesgimes (comme leur faible capacité
proliférative et leur faible myogénicité), il noast apparu important de développer un modele
nous permettant d’étudier les mécanismes moléeglairécocement altérés par la mutation
DM1. Nous avons donc développé un modeéle celluldgemyoblastes humains capables
d’exprimer des ARNSs pathologiques contenant undyreambre de répétitions CTG, sous le
contr6le d’'un promoteur inductible. De plus, ceeyge modéle permettrait d’établir un lien
direct entre I'expression des expansions CTG etliédrents évenements observés dans les
cellules issues des patients.

[1.1. Caractérisation du modele cellulaire DM1 inductible

a. Construction de I'outil

L’étude d’un modeéle cellulaire capable d’exprimes d&RNm contenant de grandes
expansions CUG, a débuté par la construction d’lasnpide nous permettanin fine,
d’obtenir un outil stable et inductible. Nous avdrasé notre outil sur un plasmide permettant
la production de lentivirus. Le vecteur lentiviabsseéde comme avantage de conduire a
l'intégration de notre transgene et de son promaeusein du génome de la cellule et ainsi
d’en assurer une expression stable au cours desoisi

Le plasmide receveur utilisé posséde un systemession inductible « tout-en-
un ». Les limites de ce type de construction viehrgg&néralement d’'une transcription du
transgene soit trop peu efficace apres inductioi,ti®p active sans induction, ce qui a pour
conséqguence, une production basale du transgenéléwge. Pour notre étude nous avons eu
accés a un plasmide lentiviral inductible déveloma& I'équipe d’Olivier Danos. Cette
construction a été caractérisée dans une étude quarmis de déterminer l'efficacité de
différents plasmides ainsi que les niveaux de ganss produits en absence ou en présence

d’'induction, en fonction des différents élémentgutateurs greffés sur les constructions
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(figure 12 (Barde, Zanta-Boussif et al. 2006). Nous avoiisétle plasmide TMPrtTA pour
sa capacité a produire de facon efficace le tramesgacorporé aprés induction par la
doxycycline (Dox), mais également car il est capal# limiter au maximum cette synthése
en absence d’induction. Constitué des difféeren&snéhts nécessaires a la formation de
particules virales, ce plasmide possede égalementétaments spécifiques comme un
promoteur phospho-glycérate kinase hPGK, un prommo@MV minimal régulé par la
tétracycline ainsi que le trans-activateur dépenddtla tétracycline rtTA2s-M2. La
combinaison de ces difféerents éléments permet upeession contrdolée du transgéne en

réponse a un apport de doxycycline au milieu deucail
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Figure 12 : Schéma représentatif du plasmide receueet de son efficacité

(a) Différents vecteurs lentiviraux possédant chagne combinaison différente d’éléments régulateums été

testées. (b) Les résultats de ces tests sont espédssous forme de diagramme : les barres grisesspondent
a la production de transgéne en absence d’indudties barres noires représentent le taux de trapsgeéduit

en présence d'inducteur. Les encadrements rougesspondent a la construction retenue pour notndeét
(Barde, Zanta-Boussif et al. 2006).

L’autre élément de notre construction est une sgrpide répétitions CTG. Celle-ci a
été obtenue de Tom Cooper qui a développé un pllesBi960 qui contenant la partie 3’
non transcrite du gene de la DMPK avec 960 répastiCTG. Ces derniéres sont séparées
toutes les 20 répétitions par une séquence CTCGrcdrporation de cette séquence dans le
vecteur lentiviral inductible devrait donc permettte réguler de facon précise I'expression
des expansions CTG et ainsi d’évaluer directementbnséquences de la formation des foci

dans les myoblastes.
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b. Tests préliminaires

Apres avoir réalisé la construction du plasmide sraxons vérifié sa fonctionnalité en
réalisant une transfection transitoire dans desulesl HEK 293T. En plus de notre
construction inductible, un plasmide exprimant deoh constitutive la GFP fut également
transfecté dans ce méme type de cellules afin diéevéde taux de transfection. L’'expression
de 'ARN-CUG a été induite par addition de doxydyel pendant 24 heures. Une autre
fraction de cellules n’a pas recu la doxycyclinm afe mesurer le niveau de fuites de notre
construction. Les cellules ont ensuite été fix@ess la présence ou non de foci au sein des

noyaux, a été vérifiée par FISHglure 13.

Figure 13 : Test de fonctionnalité du plasmide 9600G inductible

Des cellules HEK 293T ont été transfectées aveglasmide contréle exprimant la GFP afin de vérifeetaux
de transfection (a). La présence de foci (Cy3) desisellules transfectées par le plasmide 960CiH@dtible a
été vérifiée par FISH, sans traitement Dox (b) ptes un traitement de 24h de Dox (c). Les noyauxétd
marqués par le Hoechst.

L'utilisation du plasmide GFP nous a permis de mamgue notre méthode de
transfection (lipofectamine 2000) est efficace. éifet, les cellules positives pour la GFP
représentent environ 70 a 80% des cellules totéitpsre 139. Nous avons ensuite analysé
par FISH, les cellules transfectées par le vedentiviral contenant les répétitions CTG. En
absence d’induction par la doxycycline, seule wblé proportion des cellules contient des
foci, ceci confirmant l'efficacité du verrouillagéu systeme d’inductionfigure 130. A

inverse, l'induction par la doxycycline entraina production des ARNs contenant les

143



Il. Développement d’'un modele DM1 inductible

répétitions CUG et la formation d’agrégats nucksidans la majorité des celluldigyire
130.

La transfection transitoire de notre constructi@mgi ces cellules nous a permis de
confirmer son efficacité a la fois du point de vde l'expression du transgéne, mais

également du point de vue du verrouillage de efpeession en absence d’induction.

c. Caractérisation du modele inductible.

Apres avoir testé la fonctionnalité et I'efficacdé notre construction, nous avons fait
produire des vecteurs lentiviraux afin de pouveansduire efficacement les myoblastes
humains en vue d’obtenir une expression stableahsgéne. Nous avons réalisé différents
tests de transduction afin de définir les condgioptimales d’infection combinant une bonne
efficacité de transduction (70 a 80% de celluldsatgées) tout en limitant I'effet cytotoxique
de linfection. Une fois ces dernieres établiess deyoblastes controles furent transduits a
deux reprises afin de maximiser la proportion ddules ayant intégré la construction.
L’expression du transgene ARN-CUG a été vérifieeRi§H afin de montrer la capacité des

cellules a former des foci nucléaires.

Figure 14 : marquage des foci par FISH dans les miptastes 960CTG au cours de I'induction & la Doxyclioe

(a) apres 24h d'induction par la doxycycline, umepprtion importante des cellules transduites prése des
foci nucléaires (en rouge). (b) Au bout de 7 jadilsduction, seul un faible de nombre de myoblagtessedent
toujours des agrégats d’ARN-CUG.
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Nous avons tout d’abord recherché la présence oudwofoci dans les cellules
transduites. Quasiment aucun foci n’est détectdates ces cellules en absence d’induction.
Ces mémes cellules ont également été mises ennpeesie doxycycline (4pg/ml) pendant

des temps différents avant d’étre fixees.

Proportion de focis par noyau
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Figure 15 : Répartition du nombre de foci par noyauau cours du temps aprées induction des cellules tnaduites avec la construction
960 CTG inductible
On constate une augmentation du nombre de celtele®ntenant aucun foci au cours du temps.

La détection des agrégats par FISKdUre 149 montre la présence de foci apres 24
heures d’induction, et ce, dans 75% des cellulesc@mptabilisant le hombre de noyaux
possédant des foci, ainsi que le nombre de focinmg@ux, nous avons remarqué une
diminution globale de la proportion de cellulesgemétant des foci au cours du temfigufe
15). En effet, apres 48 heures d’induction, 50% ddislles possédent encore des foci et apres
72 heures, seuls 25% des cellules présentent teupbes agrégats. Malgré une induction
constante, on note une disparition progressivecdtgles capables de former des foci. Afin
de déterminer si les cellules non transduites avaigm avantage prolifératif permettant
d’expliquer ce résultat, nous avons verifié leyvazité de prolifération.
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Figure 16 : Prolifération des cellules transduite®u non avec ou sans doxycycline
Les cellules transduites par la construction 960Q@dBictible voient leur taux de prolifération dima#nlors de
I'ajout de la Dox contrairement aux cellules colesd

La figure 16montre que la doxycycline ne modifie pas la pévhtion des myoblastes
contrbles. La prolifération des cellules ayantgnées la construction 960CTG est Iégérement
ralentie apres 24h de culture en absence de ddkyeymmme indiqué par un nombre plus
faible de cellules a 48 et 72h et une absence deaaktulaire. En présence de doxycycline, la
prolifération est altérée dés 24h de traitemera@ies 48h, le nombre de cellules n'augmente
plus. Les nombreux débris cellulaires observéshadéas le milieu de culture des myoblastes
transduits et induits par la Dox, suggéerent qu'uocessus de mort cellulaire, plutét qu’un
arrét de la prolifération, est responsable derardition du nombre de cellules exprimant les
répétitions CUG aprés 72h. Une expérience prélimenaisant a caractériser la mort
cellulaire par FACS (a l'aide de marquage au 7- womictinomycine D) au cours de cette
cinétique n’a pas été concluante et doit étre reelée afin de confirmer cette hypothese.

Malgré ces limites, ce modele présente néanmosngilitage de pouvoir induire
'expression des répétitions CTG pathologiques ‘analyser les évenements précoces
entrainés par la présence des agrégats d’ARN-CUG.
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[1.2. Conséquences de I'expression des répétitions CTG

a. Répercutions sur le statut redox des cellules

La caractérisation des myoblastes exprimant lestitegns CTG inductibles, nous a
permis de définir une fenétre de temps de 24h a pi@t-induction pour I'étude des
altérations moléculaires induites par I'apparitida foci nucléaires d’ARN (CUG), Tout
d’abord, nous avons veérifié si la formation desi,fata I'induction de notre construction
contenant 960 CTG interrompus, entrainait une auatmtien de ROS intracellulaires
similaire a celle observée dans les myoblastes DMlquantité de ROS produite par les
cellules traitées a la Doxycycline a été mesuré&sah et 24h, par la technique par

fluorescence au DCF.
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Figure 17 : Quantification des ROS par fluorescencau DCF
Augmentation de la quantité de ROS dans les celkex@rimant les ARN contenant les répétitions CUG.

La figure 17 indique que l'addition de doxycycline dans des nigstes controles
induit une augmentation significative mais faibles d&®OS intracellulaires. Ce niveau est
comparable a celui retrouvé dans les cellules di#stes par la construction 960 CTG mais
non-traitées a la doxycycline. En revanche, ledulesl exprimant les ARN-960 CUG
montrent une augmentation significative d’envirofoi® de la quantité de ROS des 6 heures
de traitement a la doxycycline, et aprés 24h,Vyeau de ROS est augmenté de plus de 6 fois
par rapport aux mémes cellules non-induites.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus ageard/oblastes primaires isolés de
patients DM1 et suggerent que I'expression des ABNMenant de grandes expansions CTG,
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associee a la formation de foci, a pour conséqueamee augmentation des ROS
intracellulaires et contribue a la modificationstatut redox des myoblastes DM1.

b. Modulation de I'expression de 16"

Suite aux résultats indiquant que I'expression @N-CUG conduit a une
augmentation de la quantit¢ de ROS dans les myeblaswious avons vérifié si les
observations effectuées dans les myoblastes DNEnét@trouvées dans ce modele cellulaire

inductible. Dans un premier temps, nous avons eaxaniactivation de pl6 suite a
'expression des ARN-960CUG.

- pl6
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Ratio pl6 / GAPDH
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Figure 18 : Quantification de ’TARNm p16 par RT-PCR apres induction a la doxycycline
L'induction de la construction 960CTG par la Doxdait a une augmentation de ’TARNm p16.

Le taux dARNm pl6 dans les cellules transduites [@ lentivirus 960CTG
inductible, a tout d’'abord été vérifié par RT-PClRyyre 18. Nous avons observé une
augmentation de la quantité dARNm pl6 apres 24hrditcement a la doxycycline. Ce
résultat suggere une corrélation entre I'expressienla mutation DM1, conduisant a la
formation des agrégats nucléaires d’ARN-CUG, etdtession de p18“~.
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Figure 19 : Quantité de protéine p16 dans les celks 960CTG au cours d'une induction par la Doxycyaie
Le taux de protéines p16 est doublé 48h apresudtion d’expression des ARN-960CUG.

Nous avons ensuite mesuré la quantité de protghésetrouvées dans les cellules
transduites et induites par la Ddiig(re 19. L'analyse par western blot de la quantité de
protéines pl16 confirme I'augmentation des ARNm pigsurée par RT-PCR. Ainsi, apres
48h de traitement, la quantité de protéines pl6desblée par rapport aux cellules non
traitées. Ces résultats soutiennent donc I'hypethisn lien entre la présence d’ARN-CUG

pathologiques et une activation anormale de la pd&N<*.

c. Activation des MAPKinases

Afin de déterminer si les voies de signalisationrages pour réguler I'expression de
pl6 sont altérées par I'expression des ARN-CUGsramons mesuré l'activité de p38 et Erk

par western blot apres différents temps d’induction
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Figure 20 : Quantification par western blot de la jhosphorylation des MAPKinase Erk 1 et 2
On note un pic d’activation de la protéine Erk @wad’induction a la Doxycycline.
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Apres avoir observé une activation spécifigue deMidPKinase Erkl/2 dans les
myoblastes DM1 au niveau basal mais également aprésress oxydant, nous avons Vvérifié
si cette cascade de signalisation était égalentmta suite a I'expression des ARN-CUG
dans notre modele inductiblégure 20Q. Les niveaux de Erk 1 et 2 phosphorylés ont été
mesurés par western blot et un pic d’activité de Era été détecté de maniére transitoire

aprés 6h d’induction alors qu’aucune augmentatiarété observée pour Erk1.
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Figure 21 : Quantification par western blot du tauxde p38 phosphorylé aprés induction a la doxycycle
La présence d’ARN contenant des répétitions CUGaerd une augmentation de la forme active de p38sap

48h de traitement a la Dox.

L’activation de p38 a également été mesurée pareweblot suite a I'expression des
ARN-CUG dans notre modele inductiblgg(re 21). Le niveau de p38 phosphorylée ne varie
pas lors des premieres 24h de traitement. En réeanme augmentation d’environ 50% de la

guantité de p38 phosphorylé est observée apred’dttuction des ARN-CUG.

Les profils d’activité de Erk1/2 et de p38 mesudéss ce modele inductible de 960
répétitions CTG interrompues, ne sont pas idens@ueeux que nous avions observeé dans les
myoblastes DML isolés de patients DM1 soumis ouanan stress oxydatif. Cependant, nous
avons montré que l'expression des ARNm contenangrdedes répétitions CUG induit
rapidement, c’est a dire apres 6h de traitemerg, pneduction de ROS intracellulaires et
active précocement les MAPKinases Erk2, ces deuanpetres étant également modifiés
dans les myoblastes DM1 ayant une expression twingti d’ ARN-CUG. Ces expériences
nécessitent d’étre approfondies et complétées @dinconfirmer les résultats obtenus et
d’établir un lien entre les ARN-CUG, la productide ROS, l'activité accrue de Erk2 et

I'activation de p16 dans les deux modeles celletair
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[1.3. Utilisation de cet outil dans la mise en évidencerdle de p68
dans la modulation de l'activité de MBNLL1.

a. p68 estimpliqué dans la physiopathologie de la DM1

L’hélicase DDX5/p68 fut identifiée au cours d’'unecherche par chromatographie
d’'affinité sur des séquences d’ARN (CUgpiotinylées, de nouveaux facteurs impliques
dans la physiopathologie de la DM1. p68 est im@&udans différents aspects du
métabolisme des ARN, comme la transcription, l&emaent des ARN, leur export, leur
traduction ainsi que leur dégradation (Fuller-P2686; Janknecht 2010). En effet, cette
hélicase permet de séparer deux brins d’ARN comghéaires et ainsi de favoriser la fixation
de molécules a ces brins d’ARN. Elle est donc migscomme un candidat intéressant,
pouvant étre impliqué dans les mécanismes de szogitt de certaines protéines sur les
répétitions d’ARN CUG dans la DM1 (Laurent, Sureaal. 2011).

b. Role de p68 dans la fixation de MBNL1 aux réepéatis@CUG

Dans un premier temps, cette étude a permis ddéatensjue p68 colocalisait avec le
facteur Muscleblind 1 (MBNL1), mais également aves foci. Les différents résultats
obtenus ont ainsi suggéré que p68 facilitait derfagpécifique, la fixation de MBNL 1 sur les

répétitions CUGf{gure 22.
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Figure 22 : Augmentation de la fixation de MBNL1 su les répétitions CUG en présence de p68.

() L'ajout de p68 entraine une augmentation progamelle des capacités de fixation de MBNL1 sws le
répétitions d’ARN (CUGgs. (b) Le role de p68 dans I'activation de la firatide MBNL1 sur les séquences
d’ARN répétées est dépendant de ces mémes séquérmaent, Sureau et al. 2011)
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Or, ce facteur d'épissage a été décrit comme naicesa la formation des foci
nucléaires (Dansithong, Paul et al. 2005). Afin \déifier I'importance de p68 dans la
formation des agrégats nucléaires, des cellulesumhaises humaines furent transduites par la
construction 960-CTG inductible. 48 heures avaduation des répétitions (CUggp par la
doxycycline, les cellules ont été traitées ou nanges siRNA dirigés contre p68. kigure
23 permet de constater qu’apres seulement une heudraitggnent, environ 50% des cellules
non traitées par le siRNA p68 présentent des Erirevanche, le nombre de noyaux
comportant des agrégats fut significativement redans les cellules ou p68 fut inhibée,
principalement dans les temps précoces suivarduation par la Doxycycline (1, 3 et 6h).
Aprés 24 heures d’'induction, aucune différence iBaative n’est plus observable entre les
cellules traitées et non-traitées par le sSiRNA p68.
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Figure 23 : Réle de p68 dans la formation des agréts nucléaires
En absence de p68, on observe une diminution fisigtive de la proportion de cellules comportans ftzci au
cours des 6 premieres heures suivant I'inductiobederession des (CUGy, (Laurent, Sureau et al. 2011)

Ces résultats suggerent I'importance de p68 daraeraation des foci d’ARN, son
réle serait de faciliter la fixation de MBNL1 au¥aiences d’ARN CUG répétées, mais
également que cette interaction reste transitoire.

La construction inductible (CUGgy, a contribué a une meilleure compréhension des
mécanismes opérant dans les temps précoces denlatifmm des foci et les liens existant
entre ces foci, MBNL 1 et p68/DDX5. Cette étudeaadigalement permis de mettre en avant
limportance de p68 dans les phénomeénes d’épisségrmatif, et notamment la Troponine T
cardiaque (TNNT2).
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[1l. Expression de répétitions CTG interrompues dans lenuscle

[11.1.But et méthodes

En parallele du développement d’un nouveau modalalaire DM1 inductible, nous
avons incorporé la séquence de 960 répétitions @it&rompues dans un plasmide
permettant la production de vecteurs viraux de typ&V (Adeno-Associated Virus).
Contrairement aux vecteurs lentiviraux qui permittele transduire efficacement les
myoblastesin vitro, les vecteurs AAV permettent une trés bonne tnactsmh des fibres
musculairesn vivo. Cet outil va nous permettre d’étudiarvivo les mécanismes altérés par
les ARNs contenant de grandes répétitions CTG. dEpproche similaire a déja été
développée par I'équipe de Cooper qui a généré smeis transgénique permettant
'expression conditionnelle des répétitions 960 CTiderrompues (Kuyumcu-Martinez,
Wang et al. 2007; Wang, Kearney et al. 2007; Ore@@ambon et al. 2008). D’'un point de
vue moléculaire, ce modele a mis en évidence adton de foci nucléaires, la séquestration
de MBNLL1 ainsi qu’une dérégulation de CELF1 (CUGBPEtlune perturbation de I'épissage.
D'un point de vue histo-pathologique et physiologiguce modéle a présenté une
cardiomyopathie dilatée ainsi qu'une dégénéresceaquide du muscle. N'ayant pas acces a
ce modele, nous avons développé une approche dealgpe AAV permettant d’exprimer les
ARN-CUG dans un muscle de souris. Afin de caraspéret valider notre modéle, nous avons
injecté 1,2 x18" particules d’AAV2/1-CMV-960CT et AAV2/1-CMV-GFP da le tibialis
antérieur (TA) de souris wt et analysé la formatienfoci ainsi que les altérations d’épissage
spécifiqgue de la DM1. L'expression d’'un transgenkvd® par un vecteur AAV2 /1 dans un
muscle étant détectable deux semaines apres timjedu virus (Qiao, Koo et al. 2011), nous

avons analysé les muscles injectés entre 2 etri@ises.
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[11.2.Détection de foci nucléaires

Les coupes de muscles TAiljialis Anterion injectés avec la construction CMV-
960CTG, ont été hybridées avec une sonde de tyPpm@-CAG7 couplée au fluorochrome
Cy3 qui permet de détecter les agrégats d’ARN-CEGHISH.

FISH (CAG),
Hoechst

b FISH (CAG), MBNL1 Merged + Hoechst

Figure 24 : FISH anti-(CAG)7 et immunofluorescenceanti-MBNL1 sur des coupes de TA infectées

(a) Les noyaux des fibres musculaires infectéedgpannstruction AAV-CMV-960CTG présentent des fdbi
Les agrégats nucléaires d’ARN CUG colocalisent deefacteur d'épissage MBNL1 (Muscle Blind Like 1)
comme dans les cellules issues de patients DM1.

Comme illustré erfigure 243 on détecte la présence de foci dARN-CUG dans les
noyaux des fibres musculaires transduites par IBY-EMV-960CTG dés deux semaines
post-injection. Ces foci sont présents dans plusadenoitié des fibres musculaires. Cette
proportion de noyaux comportant des foci est ol&sesqu’a 4 semaines post-injection pour
ensuite diminuer entre 6 et 10 semaines. Ainsisrauons confirmé que notre construction
permet la production d’ARN-CUG et la formation @eifnucléaires dans le muscle de souris.
De plus, comme dans le tissu de patients DM1, des ' ARN-CUG colocalisent avec la

protéine MBNL1 détectée par immunofluorescerigrife 241).
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[11.3.Impact sur I'épissage alternatif

Nous avons ensuite voulu vérifier si I'expressiols @&kN-CUG produits par notre
construction, altérait I'épissage alternatif deanscrits spécifiqguement dérégulés dans la
DM1. En effet, la perte de fonction des protéineBNM1 séquestrées par les foci et/ou la
stabilisation de CUGBP1, induites par les ARN-CUsenduisent a une perturbation de
I'épissage alternatif de certains ARNm comme ClcBihl et SERCA/Apt2al. Ainsi, une
exclusion de I'exon 22 des transcrits SERCA/Apt2atlobservée dans le muscle de patients

DML1 ainsi que dans les modeles de souris HSA ou MBR.

Tps post-infection: 2 sem. 3 sem. 4 sem. 5 sem. 6 sem, Souris MBNL
Cont. KO

AAV-960CTG: + - + - + - + - + -
Figure 25 : Epissage alternatif de SERCA1/Apt2al
Les souris MBNL-KO présentent une exclusion quakite de I'exon 22 de SERCAL (partie droite) algue

les souris infectées par 'AAV-CMV-960CTG ne momireju’'une une faible exclusion de cet exon de 3 & 6
semaines post-infection (partie gauche).

AtpZal / SERCAL -

Atp2al / SERCAI - exon 22 -

L’'analyse par RT-PCR des transcrits SERCAifufe 25 montre que la forme
tronquée, sans exon 22, de SERCA1 est présenteiddmla 3™ semaine post-infection
dans les TA injectés et que cette isoforme tenibpackitre dés 1a®5° semaine. Au-deld, on
ne constate plus d'épissage de I'exon 22 (résutiasprésentés). Cependant, cette altération
est faible puisque dans les souris MBNL1 KO, lasiitietalité des transcrits SERCAL ne

contient pas d’exon 22, confirmant un retour vergpissage foetal.
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[1l.4.Régénération intensive

Apres avoir confirmé la présence de foci d’ARN-Clafasi qu’'une altération de la
maturation des ARN de SERCAL, nous avons examingukxle des souris injectées avec les
AAV-CMV-960CTG entre 2 et 10 semaines post-injattio

2 semaines 4 semaines 8 semaines

Laminine
Hoechst

MyoNN
Hoechst

Figure 26 : Immunofluorescence sur des coupes de sule de souris infectées par AAV-960CTG

Le marquage des fibres par un anticorps anti-Lamein(clichés supérieurs) permet de constater une
dégénérescence massive a partir de 4 semainesfemsion. Le marquage de la Myosine néo-natalengéta
visualisation d’'une régénération importante au saldr la quatrieme semaine (clichés inférieurs).

Les fibres ont été visualisées a I'aide d’'un immumarquage dirigé contre la laminine
et les noyaux sont identifiés avec un marquage @echst figure 26. On peut noter une
altération globale du muscle quatre semaines dpigstion, avec une variabilité importante
de la taille et de la forme des fibres (fibres eme@t de taille réduite), ainsi qu’'un nombre
important de noyaux en périphérie des fibres pougamespondre a des infiltrats de cellules
inflammatoires. De plus, une forte augmentatiommdgaux centraux apparait a partir de 4
semaines post-transduction. A des temps plus samiitamment & 8 semaines post-injection,
on constate une amélioration de la structure génétamuscle. Cependant, la proportion de
fibres centro-nucléées reste stable, a 60%, aws chutempsfigure 273.
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Figure 27 : Mesures des pourcentages de fibres cemnucléées et positives pour la Myosine néo-natadel cours du temps.

Au cours de la quatrieme semaine post-infectior;arstate une forte augmentation du nombre desfibeatro-
nucléées pouvant étre attribuée a un phénoménediyfieou de type dégénération/régénération (a) @jusin
pic d’expression de la myosine néo-natale (b) d¢érastique d’une régénération des fibres.

La présence de noyaux centraux dans les fibresutailes est généralement associée
au phénomene de régénération. Cependant, cheztiestpddM1, on constate également la
présence de noyaux centraux, mais ils ne sont Es®ci@s a un processus de
dégénération/régénération intense comme dans e&uystrophies musculaires. Afin de
définir I'impact physiologique de I'expression detre construction CMV-960CTG sur le
muscle, nous avons tout dabord examiné [limplmati dun processus de
dégénération/régénération dans le phénotype muscuwservé. Pour cela, nous avons
examiné la présence de myosine néo-natale (MyoNN)egt exprimée dans les fibres
nouvellement formées. De plus, cette expressiontragsitoire, ayant cours pendant une
semaine aprés le début de la phase de régénéiatidigure 27bpermet de constater qu’'un
phénomene massif de dégénérescence s’est proguattia de la troisieme semaine post-
injection puisqu’'un nombre important de fibres muates (prés de 80%) expriment la
myosine néo-natale. Les marquages réalisés ames fgus tardifs, montrent une diminution
du pourcentage de fibores MyoNN positives. Des ihjuieme semaine, le nombre de fibres
MyoNN positives a diminué de moitié pour ensuiteiatire moins de 10% a partir de f4'6

semainefigure 270.
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lll. Expression de répétitions CTG interrompuesdi@muscle

GFP
Hoechst

Figure 28 : Expression de la GFP dans les fibresfiectées par 'AAV-CMV-GEP

Deux exemples de coupes de muscles infectées pdr@AV-GFP, a 4 semaines post-infection.

Les fibres possedent une structure normale et ausyau central ni aucune infiltration de cellules
inflammatoires ne sont observés.

L’expression du transgéne, contenant I'expansionégétitions CTG conduisant a la
formation des foci nucléaires, va donc avoir poamsgquence une détérioration massive de
lintégrité des fibres musculaires. Afin de confemque le phénomene de régénération
observé dans les muscles infectés est bien dixpréssion de la construction AAV-CMV-
960CTG et non juste a l'infection virale, nous av@galement infecté des muscles a l'aide
d'un AAV-CMV-GFP. L'observation des coupes de mesclainsi traitées permet de
confirmer que, malgré I'expression de la GFP, Ibse§ musculaires ne présentent pas de
noyaux centraux. De plus, contrairement aux musofestés par 'AAV-CMV-960CTG, ils
ne présentent pas d'infiltrats et les fibres possédee structure normalégure 28. Ainsi,
'expression des répétitions 960 CTG interrompueBa@e une régéneération massive du
muscle, quatre semaines apres l'injection des AR¥tude des mécanismes précocement
altérés par I'expression d’ARN-CUG dans ce modéleyra donc étre réalisée vers 3
semaines, période au cours de laquelle on détexstefati, des défauts d'épissage et pas

d’altération majeure du muscle.
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La mutation a l'origine de la dystrophie myotoniqieetype 1, dystrophie musculaire
la plus fréguente chez I'adulte, est une expanderépétitions CTG dans la région 3'UTR du
géne de l[aDMPK. Les atteintes en résultant sont multi-systémiqgoess affectent plus
particulierement les muscles squelettiques et agudis, ainsi que le systeme nerveux central.
L’'un des principaux symptémes, en plus de la myietagst la dystrophie, caractérisée par un
affaiblissement progressif et une atrophie de wiffés muscles squelettiques. Plusieurs
travaux ont montré que l'expression de ces expassiGiG altérait le programme
myogénique et perturbait le comportement des eallghtellites qui assurent le maintien de la
masse musculaire et la régénération du muscle (Rnaal Mahadevan 2001; Amack,
Reagan et al. 2002; Amack and Mahadevan 2004;tieellelamel et al. 2009). Des travaux
du laboratoire ont également montré que la cappoitiférative des cellules satellites isolées
a partir de biopsies de patients DM1, est fortendeminuée par rapport a des cellules issues
d’individus sains (Furling, Coiffier et al. 2001;hdrnell, Lindstom et al. 2009). Plus
récemment, nous avons établi qu'une activationqmeédae la voie de stress Pi6" était
responsable de l'arrét prolifératif prématuré dekutes DM1 (Bigot, Klein et al. 2009). En
effet, I'inhibition de cette voie, a l'aide d’'uneirexpression de CdK4, le ligand naturel de
pl16, a permis aux cellules DM1 de récupérer unaatgpproliférative équivalente a celle des
cellules contrdles. Cependant, le ou les mécanisnodéculaires impliqués dans I'activation
précoce de cette voie, et donc dans l'arrét prémati@s myoblastes DM1, ne sont pas
connus. Au cours de cette étude, nous avons chardiénir les mécanismes impliqués dans
I'activation précoce de la voie de stress P18, suite & la présence de la mutation DM1.
Différents types de stress sont connus pour lepagié d’activation de cette voie g16”.

De plus, certaines études ont suggéré que l'exipresie la mutation DM1 pouvait mener a
une hyper-sensibilité des cellules DM1 face ausstrexydatif (Usuki and Ishiura 1998;
Toscano, Messina et al. 2005). Ces résultats nousamduit a tenter de définir les relations
entre la présence des répétitions CTG a l'origieeette pathologie, la sensibilité accrue au
stress des cellules DM1 et I'activation prématutéda voie p16.

Dans un premier temps, nous avons examiné la eifter de sensibilité au stress
oxydatif des myoblastes DM1 par rapport aux mydbRgontréles. Pour cela, nous avons
utilisé des cultures primaires de myoblastes cDptg&gentant environ 2000 répétitions CTG)
et contrbles que nous avons cultivé en conditionglantes : 3% (normoxie physiologique)
ou 19% d’oxygene. Les myoblastes DM1 cultivés sBsd’'oxygene ont vu leur capacité

proliférative augmenter de 29% par rapport a ceutives a 19% d'Q, alors que pour des
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cellules contrdles, 'augmentation de la capacitdifgrative se limite a 9%l .( figure 1. Ce
résultat suggere que les myoblastes DM1 sont glosilsles a un environnement oxydant que
les myoblastes contrbles, et que la composanteatixgdcontribue a I'arrét prématuré de ces
cellules. Cependant, méme dans un environnemennsmokydant (3% contre 19%
d’'oxygeéne), les cellules DM1 n'ont pas récupérée aapacité proliférative équivalente a
celle des cellules controles. Ce résultat peutétpdiqué par le fait que les cellules cultivées
a 3% d’oxygene sont sorties régulierement de lageiate pour les observations et passages.
Au cours de cette expérience, nous avons cherdmé@iter au maximum ces opérations.
Malgré tout, les manipulations d’entretien desunalé ont entrainées des passages réguliers
des cellules & des conditions atmosphériques (1@%ygene). Les différentes opérations
réalisées sur les cellules cultivées a 3% ,d'€nt donc été autant d’'épisodes de stress
oxydatif pour celles-ci. Du fait de leur sensildélplus importante face au stress, on ne peut
pas exclure que ces épisodes de stress répétéxatrbués a empécher les cellules DM1
d’atteindre leur capacité proliférative maximaleoulefois, cette hypothése n’est valable
gu’en admettant que le stress percgu par les celdM1 soit le seul responsable de leur perte
de capacité proliférative. Cependant, il est probaghle 'augmentation de sensibilité au stress
des cellules DM1 ne soit qu’un des facteurs quirdoume a I'arrét précoce de celles-ci.

Ces résultats nous ont poussé a examiner le nhasal de ROS afin de déterminer si
cette composante pouvait contribuer a la différedeesensibilité au stress oxydatif des
myoblastes DM1 qui fut observée indirectement bussuivi de la vie proliférative de ces
cellules. Ces mesures nous ont permis de mettrévatence un niveau basal de ROS
significativement plus élevé dans les cellules Dy dans les cellules contréles dans des
conditions classiques de culture (19%) .2 figure 2. Les deux types de myoblastes ayant
été cultivés dans des conditions similaires, catigmentation de ROS intracellulaires dans
les myoblastes DM1, est la conséquence d’une ptiotdumtrinseque de ROS en réponse a
un stress cellulaire induit par la mutation ou &uwapacité de régulation des ROS plus faible
en présence de la mutation. Dans les deux casniséquence de ces dérégulations est un
niveau basal de ROS plus élevé dans les cellule§, Puvant contribuer a la susceptibilité
accrue de ces cellules face a un stress oxydatifiaanel.

Parallelement, nous avons observé que 'augmentdeda capacité proliférative des
cellules DM1 cultivées a 3% d’oxygene, corrélaig@aune expression plus tardive des ARNm
p16M*** par rapport aux mémes cellules cultivées a 19%ydiéne (.3 figure 3. Ce

décalage n’a pas été observé dans les cellulesdEmsoumises aux mémes contraintes. De
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plus, il est apparu que le niveau dARNm pl16 dassdellules DM1 cultivées a 3% &0
était diminué de moitié par rapport aux cellulescpes a 19% d’Qet ce, jusqu’a leur entrée
en phase de sénescence. Ces résultats indiqueld gness oxydatif ou la sensibilité accrue
des myoblastes DM1 au stress oxydatif contribuéactivation de la voie pl6 dans ces

cellules, et donc a leur capacité proliférativeit@e.

Cependant, le ou les mécanismes moléculaires resplessde I'activation précoce de
la voie p16 conduisant a un arrét prématuré dégleglDM1, ne sont pas encore identifiés. Il
a été montré que I'expression de pl6 pouvait &gellée de maniéere transcriptionnelle ou
post-transcriptionnelle. Des régulations post-ttapsonnelles des ARNm pl6 par les
protéines de la famille AUF1 ainsi que par le mi&RN miR-24 ont ainsi été proposées au
cours de plusieurs études. L’isoforme p37 de AUFtéadécrite comme un régulateur de la
stabilité de TARNm pl16. En se fixant sur cet ARNp87 favorise sa dégradation. De la
méme facon, il a été montré que miR-24 possedecigait une importante affinité pour
FARNmM pl6. L'interaction de ce micro-RNA sur 'ARN16 conduit au blocage de la
traduction de la protéine p16. La dérégulation’égidsage alternatif de certains transcrits et
plus récemment, de I'expression de certains midié-Rayant été décrite dans la DM1
(Perbellini, Greco et al. 2011; Rau, Freyermuthalet2011), il nous a semblé intéressant
d’examiner le réle potentiel d’AUF1 et de miR-24 trégulation de p16 dans notre modele
cellulaire.

L’analyse de I'expression de miR-24 suggere quédalation de p16, observée dans
les myoblastes humains, est indépendante de [I'sktide ce micro-ARN. En effet,
'augmentation de miR-24 que nous avons mesuréartsale la vie proliférative de cellules
controles et DM1, ne corréle pas avec I'augmenmadidRN p16"“** responsable de I'arrét
prolifératif des cellulesi figure 5. De plus, la diminution du taux d’oxygene dans le
cultures de myoblastes DM1, entraine une réduatiotaux de miR-24 qui est difficilement
compatible avec la diminution de p16 observée darwas de figure.

En ce qui concerne AUF1, sa quantité globale dimaweours de la vie proliférative
des myoblastes et le profil d’expression des difiées isoformes d’AUF1 est similaire entre
les cellules contréles et DM1.4 figure 4. La régulation de I'épissage alternatif d’AUF-1,
qui pourrait conduire a un changement de ratio dd&rentes isoformes et plus
particulierement, a une diminution de l'isoforme7p3e semble pas modifiée dans les
myoblastes DM1, ces derniers présentant le méne dgpprofil que les cellules contrdles.

Par ailleurs, une étude récente de Guo & al., aim@aque l'induction de p16, suite a un stress

165



Discussion

oxydatif au peroxyde d’hydrogéne, était médiée e diminution d’AUF1 (Guo, Ma et al.
2010). Dans notre modele cellulaire, la quantitaléotd’AUF1 ainsi que la proportion des
différentes isoformes, ne varie pas de manierdfgigtive entre les cellules contrdles et DM1
apres un traitement au,®, (1.7 figure §. Ce résultat additionnel suggére que I'expression
prématurée de p1l6 dans les myoblastes DM1 n’esiapaanséquence d’'une dérégulation de

I'épissage d’AUF1.

Au vu des résultats concernant la régulation pastscriptionnelle de p16, nous nous
sommes focalisés sur les voies de signalisationwespour moduler la transcription de p16.
Nous nous sommes particulierement intéressés auss vaiisceptibles d’étre également
activées lors de stress oxydatif. C'est le casadeole p38 qui fait partie d’'une cascade de
signalisation faisant intervenir les molécules fdesilles MEK, MEKK et MKK. De plus, il a
été montré que l'activation de cette voie peut ipiggr au phénomene de sénescence
réplicative (lwasa, Han et al. 2003), mais égaldén@ema régulation de pl6 (Spallarossa,
Altieri et al. 2010). L'analyse de la forme phospliée, et donc active de p38, n'a révélée
aucune différence entre les myoblastes control&Vet au niveau basal. Une augmentation
de la fraction de protéines p38 phosphorylées estrabe dans les deux types de cellules
apres un traitement au peroxyde d’hydrogéne, maiare différence n'a été observée entre
les cellules DM1 et contrélesd.§.c figure 1), suggérant que la voie p38 n'est pas plus
activée par le stress oxydatif accru dans leslesllDM1, et donc ne participe probablement
pas a l'activation précoce de pl16 dans notre modéle

L’autre voie, celle des MAPK, fait intervenir diféntes kinases (PKC, Erk et Mek)
faisant partie d'une méme cascade d’activation nposivant étre activées de fagon
indépendante. L’activité de la PKC étant augmemi@@s I'induction des répétitions CTG
interrompues dans un modele murin (Wang, KuyumcutiNez et al. 2009), nous avons
mesuré son activité dans les myoblastes DM1 etr@est Cependant, aucune différence
significative du niveau de PKC phosphorylées n@aréesurée entre les myoblastes DM1 et
contrbles. De plus, aprés un traitement au peroxgitg/drogéne, on constate une
augmentation du taux de PKC actives uniquement tensellules contréles et pas dans les
cellules DM1 (.8.a figure 9. La présence de grandes répétitions CTG dansngeblastes
DM1 ne semble donc pas altérer I'activité de la PK@utefois, I'anticorps utilisé dans notre
étude détecte I'ensemble des différentes isoforieeBPKC et une analyse des isoformes de

facon séparée reste donc a étre réalisée pourmenfce résultat.
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Nous avons poursuivi notre analyse de la voie déd’Kinases en examinant les
facteurs Erk 1 et 2. De la méme facon que p38, HZkpeut étre activé lors d'un stress
oxydatif provoqué par une addition de peroxyde dibgéne (Guyton, Liu et al. 1996; Abe,
Kartha et al. 1998) et participe également a Ratton de p1l6 (Wen-Sheng 2003; Kim and
Wong 2009). Les résultats obtenus montrent queilesaux de base de Erk 1 et Erk 2, sont
respectivement 2 et 4 fois plus importants dansngsblastes DM1 par rapport aux cellules
contréles. De plus, dans les myoblastes contréde une faible activation de Erk 1 et 2 est
observée apres un traitement a 200uM.@H alors qu’une activation massive est constatée
des 100uM de peroxyde d’hydrogéne dans les celdMs (1.8.b figure 10. Ces résultats
indiguent d’'une part, une activité anormale de Hika I'état basal dans les myoblastes DM1,
et d’autre part, une sur-activation spécifique de H2 dans les cellules DM1 soumises a un
stress oxydatif. Cette voie apparait donc commecanelidate potentielle dans la régulation
anormale de pl6 dans les cellules DM1. Ainsi, ne@ns mis en évidence une corrélation
entre I'hyper-sensibilité des myoblastes DM1 fagestiess oxydatif et une activité anormale
de Erk 1/2. Cependant, le mécanisme impliqué dactvation précoce de pl6 lorsque les

myoblastes expriment des répétitions CTG pathol@ggaste a définir.

Dans ce but, nous avons développé un modéle deflyd@rmettant une expression
inductible d’ARN contenant un grand nombre de réipés CUG. Pour cette approche, nous
avons inséré une séquence de 960 triplets CTGomeus dans un plasmide permettant une
expression conditionnelle du transgéne en présama®xycycline, tout en ayant le moins de
fuites possibles en absence d’induction. Lors dealactérisation des myoblastes contrdles
ayant intégrés de maniére stable notre construgtimsque aucun foci nucléaires d’ARN-
CUGexp ne fut détecté par FISH en absence d’inolugiar la doxycycline, ceci confirmant
I'efficacité du verrouillage de du plasmide indbé#i. En revanche, 6 et 24 heures apres
'addition de doxycycline, ces foci sont visiblesndales noyaux de 70% des cellules
transduites avec le vecteur lentiviral contenantenobnstructionl(.1.c figure 143. Au-dela
de 48h, on constate une forte diminution du nont@eellules contenant des foci, celle-ci
étant probablement due a un effet cytotoxique dgpfession du transgene contenant les
expansions CTGII(1.c figure 15. Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées pou
expliquer cette augmentation de mort cellulaireest notamment possible que les cellules
aient intégré un nombre trop important de copiefal@gsgéne ou encore que l'expression de
la construction soit trop efficace. Dans les deas, on peut S’attendre a une expression

massive des ARN-(CUGg pouvant conduire a une séquestration trop imptetate
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différents facteurs ou encore une saturation dg#iee nucléaire par ces ARN entrainant une
perturbation de fonctions indispensables a la sutes cellules. Cependant, nous avons défini
une fenétre de temps de 48 heures apres le déltditfiment & la doxycycline, permettant
'étude des mécanismes précoces altérés par I'ssipre des ARN-CUGexp dans ce modele
cellulaire.

Afin de déterminer si I'augmentation du niveau bada ROS mesurée dans les
myoblastes DM1 était liée a I'expression de la mioma nous avons analysé ce parametre
dans ce nouveau modele avant et aprés inductioAlRlds (CUG),, Une augmentation de
300% du niveau de ROS est observeée des 6h d'imhat aprés 24h, ce niveau est multiplié
par 7 en comparaison des mémes cellules ayantréntégconstruction mais non induites
(I.2.a figure 17. Ce résultat permet donc d’établir un lien directre I'expression des ARN-
CUGexp et la modification du statut redox des ¢eilDM1. Cette augmentation brutale de
la quantité de ROS pourrait également expliquénieité du plasmide. En effet, la poursuite
de l'augmentation du niveau de ROS dans les csllptaurrait entrainer une saturation des
mécanismes permettant la régulation de ces mokcoés derniéres étant toxiques pour la
cellule a partir d’'une certaine quantité.

L’expression des répétitions CTG dans ce modéladtiole a également permis de
mettre en évidence une augmentation de I'expresdem ARNmM pl6 aprés 24 heures
d’'induction, celle-ci étant encore plus marquée éapd8 heuresll(2.b figure 18.
L’augmentation du niveau de protéines pl6 dansce#sles, n'est détectable qu'apres 48
heures de traitement a la doxycyclihie2(b figure 19. Ainsi, 'augmentation de I'expression
des ARNm p16 coincide avec la modification du stadéalox des cellules, induite par les
ARN-CUGexp et la formation des agrégats nucléai@=pendant, ces résultats ne suffisent
pas a déterminer si 'augmentation des ROS inti@degks est directement liée a la présence
des répétitions CUG ou si ces dernieres conduigante hypersensibilisation de la cellule
face au stress. Les observations réalisées damsheitions de culture a 3% d:@emblent
privilégier une hypersensibilisation des cellulegisrdes expériences complémentaires sont a
envisager afin d’éclaircir ce point. L'utilisatiofinhibiteurs des ROS ou encore, I'emploi
d’'incubateur a 3% d’O2 pourrait permettre de codsol cette hypothese, en supprimant
I'apport extérieur de molécules dérivées de I'oxyge

Suite aux résultats montrant une régulation difféedle de la voie des MAPKinases
entre des cultures primaires de myoblastes costegil®M1, nous avons également examiné

I'activation des voies p38 et Erk 1/2 dans ce mededluctible. Un pic transitoire d’activité
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de Erk 2 a été mesuré apres 6 heures d’indudii@c(figure 20, alors que seule une faible
augmentation de I'activité de p38 est mesurée at8dweures de traitement.2.c figure 2.
Ces résultats indiquent donc que I'expression dBNAUGexp a pour conséquence une
activité accrue des MAPKinases Erk dans les cellDil1.

L’ensemble de ces résultats n’est pas suffisant peétinir le mécanisme allant de
'expression des répétitions CTG a l'activation lde sénescence réplicative via la voie
p16Nk**  Cependant, ce modéle nous a permis de réduirehdenp d'investigation en
établissant un lien direct entre I'expression d’ARNGexp, la formation des agrégats et
I'activation de certains acteurs des voies MAPK@asnsi qu’avec une perturbation du statut
redox des cellules. L’étude des liens régissantiVation précoce de la voie p16 pourrait étre
complétée par l'utilisation de molécules inhibiescdes ROS. Il serait ainsi possible de
définir le role exact du statut redox de la celldéas ces mécanismes. D’autres acteurs de la
voie des MAPKinases restent également a étudiegmploi d’inhibiteurs spécifiques de
MEK et Erk devrait permettre de définir de facoBqise I'implication de ces molécules dans
I'expression de pl6 en cas de stress oxydatif etfoprésence des expansions CTG. Malgré
'activation de I'expression des ARNmM pl6 suite 'aduction des ARN 960 CUG
interrompus, nous n'avons pas pu mettre en éviddagghénomeénes de sénescence dans ce
modéle cellulaire du fait de la cytotoxicité deteetonstruction aprés 48 heures d’induction.

A l'instar de ce modele cellulaire, les fibres mulages infectées par des vecteurs
AAV-CMV-960CTG, ont également présenté des sigreesydotoxicité. Nous avons observé
la formation de foci dans une proportion importadéenoyaux entre 2 et 6 semaines post-
injection (1.2 figure 249. Ces résultats ont confirmé une expression deN-860CUG, la
formation d’agrégats ainsi que la capacité de cesiels a séquestrer MBNL1II(2 figure
240). De plus, au cours de cette méme période, noussawonstaté une modification de
I'épissage alternatif de 'ARN de Sercdll.8 figure 25. Cependant, I'analyse histologique
des muscles infectés a mis en évidence la préskendéférents signes caractéristiques d’une
régénération massive des fibres musculaires. Aingiartir de 4 semaines post-infection, la
proportion de fibres centro-nucléées est dramatimgun augmentée et on observe également
un pic d’expression de la Myosine néo-natale aecetéme périodell(.4 figure 27). Ces
éléments sont caractéristiques d’'un processus géndéation/régénération et ne sont pas
observés dans la dystrophie myotonique de typeekpkession du transgene contenant 960
répétitions CTG interrompues, présente donc unte fioxicité pour les fibores musculaires.
Cette toxicité exclue donc la possibilité d'obsenes effets des foci sur des temps longs mais

pourrait éventuellement servir a I'étude des eff@técoces de I'expression des grandes
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répétitions CUG et de la formation des focis. PHewas, le phénomene de régénération
massive observé dans les muscles injectés indigedegucellules satellites qui ne sont pas
infectées par les AAV-CMV-960CTG, sont capablescdenpenser cette dégénérescence.
Cependant, dans le modeéle conditionnel exprimatte ceonstruction 960CTG (Orengo,
Chambon et al. 2008), les cellules satellites exanit également les ARN-CUG, n’arrivent
pas a maintenir la masse musculaire qui s’atroggp&lement, suggérant une dysfonction ou
une altération du comportement ou devenir de dadezen présence des ARN-CUG.

Le comportement des cellules exprimant les ARN-((dgifliffere donc de celui des
cellules possédant la mutation DM1, et ce, qualgssse de fibres musculairgsvivo ou de
cellules isoléedn vitro. Certains points restent donc éclaircir concertegbnstruction 960-
CTG, notamment afin de définir les raisons de séciteé. En effet, malgré la présence et
'expression de grandes répétitions CTG dans l#aleg DM1 (parfois supérieures a 2000
triplets CTG), les phénomenes de type apoptotiqastent minoritaires. La présence des
interruptions entre les séquences de triplets CTi@raib &tre a I'origine de cette toxicité mais
également des différences d’activation des voiedPMihases observées. La manipulation de
séquences répétées sans interruption reste complaticulierement dans le cas de grandes
expansions. Néanmoins, il est envisageable detilime séquence plus courte de répétitions
CTG pures afin de vérifier si des effets cytotoxsudu méme type sont observés. La
présence d’'un promoteur fort de type CMV en amay expansions CTG, est également
susceptible de mener a un mécanisme d’apparitisricae différent de celui observé dans les
cellules DM1, en mesure d’expliquer les différenobtenues entre la mutation « native » et
le modéle d’expression des ARN-(CUG)exp. Afin ddiggaa ce probleme deux solutions
peuvent étre envisagées. La premiere consiste @laeen le promoteur CMV de la
construction inductible par un promoteur moins @eniant qui permettrait une expression

moins prononcee et limiterait les effets cytotoxsgu

D’un point de vue physiologique, I'activation préeode p16, et donc la réduction de
capacité proliférative des cellules satellites, ssisceptible d’entrainer d’importantes
perturbationsin vivo. La capacité des myoblastes a se répliquer, est dles points
fondamentaux des mécanismes d’homéostasie et deérégjen du muscle squelettique.
Cette diminution de capacité proliférative en pnége des répétitions CUG est donc
susceptible de réduire les possibilités de formagimsi que de régénération des muscles. Les

myoblastes provenant de biopsies de patients DMt également caractérisés par des
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défauts de leurs capacités de fusion/différenciatibre étude récente de Beaulieu D. & al. a
suggéré que la perturbation des mécanismes deedifi@tion observée dans les cellules
DM1, étaient le fait d'une production anormale aespaglandine E2 (PGE2). Au cours de
cette étude, il a été démontré que cet exceés d& @l notamment di a une augmentation
de l'activité de la cyclooxygénase 2 (Cox-2) (Bé&awl Thebault et al. 2012). Or, Cox-2 est
connue pour étre impliqguée dans certains mécaniseflasfs au stress oxydatif. En 2009,
Cox-2 fut notamment décrit comme pouvant étre stivee en présence de ROS
intracellulaires dans des cellules cancéreuses Ghemn et al. 2009). Les résultats obtenus au
cours de notre étude, démontrant une augmentat®ROS intracellulaires parallelement a
I'expression d’ARN (CUGs ainsi que dans des cellules issus de patients [pidrraient
donc permettre une meilleure compréhension des migdoas faisant intervenir le stress

oxydatif dans la DML1 et leurs répercussions stohationnalité du muscle squelettique.
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Figure 29 : Schéma récapitulatif du mécanisme d’'aét prolifératif précoce des myoblastes DM1
Différents aspects des conséquences de la préslmxcexpansions CTG restent a investiguer. En rouge,
expériences envisageables pour finaliser I'étude.
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Discussion

En résumé, les travaux réalisés au cours de dettie @ous ont permis de mettre en
évidence de nouvelles perturbations induites mARN-CUGexp et de préciser les acteurs
moléculaires impligués dans la sénescence préreate§ myoblastes DM1, ainsi que
d’éliminer certains candidats parmi les acteurs\dmsss de signalisation. Le schéma global
gue I'on peut proposer actuellement est que I'esgiom des répétitions CTG pathologiques
perturbe 'homéostasie et le statut redox des lesliDM1, et active de maniere anormale la
voie de signalisation des MAPKinases Erk1/2. Cemgkments participent a la susceptibilité
accrue des myoblastes DM1 au stress oxydatif &céiiation prématurée de pl6 dans ces

cellules qui est responsable de I'arrét répligatiicoce des myoblastes DM1.
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Conclusion et perspectives

L’'objectif de cette étude était de définir le ows lenécanismes induits par les
expansions de CTG dans l'activation prématuréeadeole de stress pi6*, qui a été
identifiée comme jouant un rdle clé dans l'arrétlif@ratif précoce des myoblastes DNflL
vitro. Les différentes analyses réalisées au cours tle éaide ont démontré I'impact du
stress oxydatif sur l'activation de cette voie aigee sur la sénescence des cellules. La
recherche des liens entre la présence des répstilidos, la sensibilité au stress oxydatif et
I'activation précoce de la voie pl16, nous a perdigentifié le facteur Erk %2, appartenant a
une cascade de MAPKinases, comme étant anormalesmtné dans les cellules DM1 a
I'état basal, mais également lors d’'un stress aifyda suite a I'induction d’ARN-960CUG
interrompus dans des myoblastes contrfles. Malgréokicité a moyen terme de la
construction inductible CMV-960 CTG, ce modele eeses intéressant pour analyser les
mécanismes altérés lors des temps précoces sligpdrition des agrégats dARN-CUG et
nous a notamment permis de conforter le role deBl-@RIG dans le changement du statut
redox des myoblastes DM1, mais également de vdlidgslication de p68 dans la fixation
de MBNL1 aux ARN-CUG.

L’analyse de la voie d'activation de pl6 reste @aliser a I'aide de ce modele
cellulaire DM1 inductible et des cultures primairde myoblastes DM1. L'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques des différents acteurs dgies MAPK comme le U0126 (inhibiteur
de Erk et Mek), devrait permettre d’'établir de faguus précise le schéma de I'activation
précoce de pl6. D’autres outils, également mis anephu cours de cette étude, devraient
faciliter 'analyse de la voie pl6. C’est notammémtcas d’'une construction permettant
I'expression du géne de la luciférase sous conttdlpromoteur minimal de p16. Une fois la
transduction des cellules effectuée, il sera posgial visualiser et de quantifier de fagon
directe l'activation de la transcritpion de pl16 slafifférentes conditions. Il est également
envisageable de combiner cette approche avec Ielmadéexpression induite de répétitions
CTG ou encore, avec I'addition de peroxyde d’hyérey L'emploi d’inhibiteurs du stress
oxydatif pourra aussi permettre de déterminer I'iotfmhu stress oxydatif sur I'activation des
MAPKinases et/ou de pl16.

Ces difféerentes approches devraient permettre &érirdle mécanisme moléculaire
d’activation prématurée de la voie de stress pl6 lpa expansions CTG, mécanisme

responsable de la sénescence précoce des myolddsies
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Large CTG Repeats Trigger p16-Dependent
Premature Senescence in Myotonic Dystrophy Type

1 Muscle Precursor Cells

Anne Bigot,*™ Arnaud F. Klein,*™ Erwan Gasnier,*"
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Gillian Butler-Browne,*t Vincent Mouly,*"
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A CIG repeat amplification is responsible for the
dominantly inherited neuromuscular disorder, myo-
tonic dystrophy type 1 (DM1), which is characterized
by progressive muscle wasting and weakness. The
expanded (CTG)n tract not only alters the myogenic
differentiation of the DM1 muscle precursor cells but
also reduces their proliferative capacity. In this re-
port, we show that these muscle precursor cells con-
taining large CTG expansion sequences have not ex-
hausted their proliferative capacity, but have entered
into premature senescence. We demonstrate that an
abnormal accumulation of p16 is responsible for this
defect because the abolition of p16 activity overcomes
early growth arrest and restores an extended prolif-
erative capacity. Our results suggest that the acceler-
ated telomere shortening measured in DM1 cells does
not contribute to the aberrant induction of p16. We
propose that a cellular stress related to the amplified
CTG repeat promotes premature senescence mediated
by a p16-dependent pathway in DM1 muscle precur-
sor cells. This mechanism is responsible for the re-
duced proliferative capacity of the DM1 muscle pre-
cursor cells and could participate in both the
impaired regeneration and atrophy observed in the
DM1 muscles containing large CTG expansions. (4m
J Patbol 2009, 174:000—000; DOI: 10.2353/ajpath.2009.080560)

Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is the most prevalent
form of adult neuromuscular disorder, characterized by
myotonia, muscle wasting, and weakness as well as other
multisystemic defects.” DM1 is an autosomal dominant

disease caused by the expansion of a CTG repeat in the
3’ untranslated region (3'UTR) of the DMPK gene.?®
Unaffected individuals have fewer than 38 CTG repeats
whereas DM1 patients have from 100 to several thousand
repeats in the most severe cases. In general, the size of
the expansion correlates with the age of onset and the
severity of the disease.®” An increasing amount of evi-
dence supports a RNA gain-of-function mechanism in
DM1 disease. The mutant transcripts containing the CUG
expansion fold into RNA hairpins that are not exported to
the cytoplasm but accumulate in the nuclei as discrete
foci. These mutant RNAs interfere with the activities of
proteins involved in RNA processing such as MBNL,
CUG-BP1, hnRNP H, leading to specific misregulated
splicing events.® As an example, the misregulation of
alternative splicing of the chloride channel CIC-1 mRNAs
found in DM1 patients has been directly linked to myoto-
nia, a characteristic feature of the disease.®

The CTG mutation is very unstable and its amplification
occurs both over generations and in somatic tissues.
Intergenerational instability of the expanded microsatel-
lite provides the molecular basis for the anticipation phe-
nomenon described in DM1 disease: the size of the CTG
expansion progressively increases in successive gener-
ations of DM1 families, and correlates with the severity of
the disease." After several generations, the patients often
develop the severe DM1 congenital form associated with
a large CTG expansion (>1000) and characterized by
delayed muscle maturation and atrophy. Somatic insta-
bility is also measured throughout the life of a DM1 pa-
tient with a gradual increase in the average repeat size.
Moreover, variable repeat sizes are detected in different
tissues of the same patient with the largest size being
found in the skeletal muscle.’®"" In a previous study, we
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have shown that the size of the CTG expansion increases
progressively at each cellular division during the prolifer-
ative lifespan of DM1 muscle precursor cells, also called
satellite cells in vivo or myoblasts in culture, indicating a
replication-dependent somatic instability of the ex-
panded microsatellite.’® In addition to myogenic differ-
entiation defects, we showed that the proliferative capac-
ity of the satellite cells isolated from congenital DM1
patients with large CTG repeats was significantly re-
duced as compared with age-matched controls.

The proliferative capacity of human satellite cells, like
the majority of human diploid somatic cells, is limited by
cellular senescence. One major mechanism implicated in
the replicative senescence of human cells is the progres-
sive erosion of their telomeres at each cell division. Once
a critically short telomere length is reached, replicative
senescence is triggered through a p53-dependent path-
way.'® The introduction of the catalytic subunit of the
telomerase (hTERT) gene into human fibroblasts is suffi-
cient to block telomere shortening and prevent replicative
senescence in these cells, and lead to their immortaliza-
tion." However, expression of hTERT is not sufficient to
confer immortality to several types of human cells includ-
ing satellite cells, indicating the existence of cell-type-
specific differences in the regulation of the proliferative
capacity.’”® The p16-dependent pathway has been
shown to provoke proliferative arrest before telomeres
reach their critical value, and inhibition of p16 in addition
to hTERT activity results in the immortalization of keratin-
ocytes, epithelial cells, and satellite cells.’®'” p16 is
up-regulated in response to several telomere-indepen-
dent stress mechanisms including DNA damage, onco-
genic signals, and oxidative stress,'® but has also been
proposed to be involved in response to telomere dam-
age.'® Recently several reports have indicated that an
increase in p16 expression in the brain, bone marrow,
and pancreas progenitor cells during aging contributes
to stem cell decline, senescence, and aging.®°

In this report, we have analyzed the premature growth
arrest of DM1 satellite cells carrying large CTG expan-
sions. Our results indicate that a mechanism of prema-
ture senescence limits the proliferative capacity of the
DM1 satellite cells. We demonstrate that the p16 pathway
is responsible for this premature growth arrest in re-
sponse to a CTG-related stress. In addition our results
indicate that the accelerated telomere shortening mea-
sured in DM1 cells is not involved in the early accumu-
lation of p16 but is rather a consequence of the cellular
stress induced by the CTG mutation.

Materials and Methods

Materials and Cell Culture

The human satellite cells were isolated from muscle bi-
opsies obtained from the Bank of Tissues for Research (a
partner in the European Union network EuroBioBank) in
accordance with European recommendations and
French legislation. Three DM1 fetuses (28-, 34-, and 37-
weeks old) showing clinical symptoms of the congenital

form with varus feet, arthrogryposis, muscular hypotro-
phy, and carrying more than 2000 CTG were included in
this study. Three individuals (2 fetuses of 29 and 37
weeks of age, and one 5-day-old infant) showing no sign
of neuromuscular disease were used as controls. The
muscle biopsies were finely minced and explants were
plated onto noncoated Petri dishes in drops of fetal calf
serum (Invitrogen, Carlsbad, CA). The cells were culti-
vated at 37°C in a humid atmosphere containing 5% CO..
Once mononucleated cells had migrated out from the
explants, growth medium consisting of Ham’s F10 me-
dium (Invitrogen) supplemented with 20% fetal calf se-
rum and 5 pg/ml gentamicin was added. At the time of
cell isolation, all cell populations were considered to be at
1 mean population doubling. Cell populations were
trypsinized when they reached 80% of confluence. At
each passage, the number of divisions was calculated
according to the formula: log (N/n)/log 2 where N is the
number of cells counted and n is the number of cells
initially plated. The cultures were considered to be in an
irreversible growth arrest when they failed to divide during 3
weeks in proliferative conditions. Viability was controlled by
trypan blue (Sigma, St. Louis, MO) exclusion. The myogenic
purity of the populations was monitored by immunocyto-
chemistry using desmin as a marker because it is only
expressed in myogenic cells. All cell populations used in
this study had a myogenic purity greater than 75%. For
5-aza-2'deoxycytidine experiment, cells were treated with
3 umol/L 5-aza-2'deoxycytidine (Sigma) for 7 days as de-
scribed by Darbro and colleagues.”

Cell Transduction

hTERT and Cdk4 cDNA were cloned into distinct pBABE
retroviral vectors containing, respectively, the puromycin
selection marker and a neomycin resistance gene. Trans-
duced cell cultures were submitted to selection in the
presence of puromycin (0.5 ng/ml) and/or neomycin (0.3
mg/ml) for 10 days.

Immunocytochemistry

For bromodeoxyuridine (BrdU) labeling, cell cultures
were grown for 72 hours in the presence of 10 ug/ml
BrdU and then fixed for 10 minutes with ethanol. Cells
that had incorporated BrdU were detected using the
monoclonal antibody Bu20a (DAKO, Glostrup, Denmark),
revealed by a specific secondary antibody directly cou-
pled to Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR).
DAPI (Calbiochem, San Diego, CA) was used to visualize
the nuclei. All images were digitalized using the Meta-
View image analysis system (Universal Imaging Corp.,
Downington, PA). To determine the percentage of posi-
tive cells, at least 500 cells were counted. The expression
of desmin was revealed using the antibody D33 (1/50,
DAKO) and specific antibody binding was revealed
with peroxidase (Vectastain; Vector Laboratories, Bur-
lingame, CA). SA-B-galactosidase activity was re-
vealed as described by Dimri and colleagues.??
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Telomere Length Analysis

Two pg of genomic DNA were digested with Hinf1 (Bio-
labs, Santa Ana, CA) to generate telomere restriction
fragments. The samples were resolved by electrophore-
sis in a 0.7% agarose gel that was hybridized to a 32P-
(TTAGGG), probe. The signal responses were revealed
using the Personal-Molecular-Imager (Bio-Rad, Hercules,
CA) and analyzed by a computer-assisted system using
National Institutes of Health (Bethesda, MD) Image 1.62
and ProFit software. The mean of telomere lengths was
determined from three independent gels.

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR)

Two ug of total RNA isolated using Trizol (Invitrogen)
were reverse-transcribed into cDNA according to the
manufacturer’s instructions. Equal amounts of the reverse
transcription products were subjected to PCR amplifica-
tion (ABGene, Rochester, NY). Amplification was initiated
by 4 minutes of denaturation at 94°C, followed by 20
(GAPDH) or 35 cycles (p16) of amplification. Each cycle
consists of 60 seconds at 94°C, 60 seconds at 55°C
(GAPDH), or 62°C (p16) and 60 seconds at 72°C. A final
step of extension was performed for 10 minutes at 72°C.
After amplification, 15 ul of each PCR reaction product were
separated on a 1% agarose gel containing ethidium bro-
mide. The following primers, synthesized by Sigma-Proligo
were used: GAPDH, forward, 5'-GATGACAAGCTTC-
CCGTTCTCAGCC-3"; GAPDH, reverse, 5'TGAAG-
GTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3'; p16, forward, 5'-
TGGAGCCTTCGGCTGACTGGCTGGC-3'; and p16,
reverse, 5'-CTACGAAAGCGGGGTGGGTTGT-3'.

Western Blotting

Thirty g of total protein extracts were separated by
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis. Proteins were transferred to nitrocellulose mem-
branes and incubated with different antibodies directed
against Rb (Pharmingen, San Diego, CA), p16 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), p53 (Santa Cruz
Biotechnology), cyclin D (Cell Signaling, Beverly, MA)
and Emerin (Novocastra, Newcastle, UK). Secondary an-
tibodies coupled to horseradish peroxidase were re-
vealed using the ECL kit (Pierce, Rockford, IL). The signal
was detected on film (Fuji Film, Fuji, Tokyo, Japan) and
quantified by densitometry.

Statistical Analysis

Prism software was used to calculate the statistical sig-
nificance and the SEM. Significance was tested by Stu-
dent’s unpaired t-test or Mann-Whitney test. For all
tests, the groups were considered statistically different
for P value <0.05 (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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Results

Premature Senescence of DM1 Satellite Cells

The proliferative capacity of satellite cells isolated from
muscles of three congenital DM1 patients with large CTG
repeats (>2000) was compared in vitro to that of satellite
cells isolated from three age-matched and nonaffected
individuals. The cells were grown under identical culture
conditions until they ceased to respond to mitogenic
stimuli for 3 weeks and entered into an irreversible cell-
cycle arrest. As shown in Figure 1A, the average prolif-
erative lifespan of the DM1 satellite cells was significantly
reduced by 40% as compared with that of control cells.
When they stopped dividing both DM1 and control sat-
ellite cells displayed a flattened and enlarged morphol-
ogy characteristic of senescent cells (Figure 1B). Senes-
cent-associated B-galactosidase activity was detected in
growth-arrested DM1 cells, as well as high levels of cyclin
D1, which is a reliable marker of replicative senescence
and was detected in both DM1 and control cells at the
end of their lifespan (Figure 1C). Analysis of the phos-
phorylation status of Rb showed that arrested DM1 and
control satellite cells contained only the hypophosphory-
lated form, in contrast to the proliferating cells at earlier
passages, which expressed in addition the hyperphos-
phorylated form essential to overcome the G, checkpoint
(Figure 1D). Cell-cycle fluorescence-activated cell sorting
analysis confirmed that the majority of DM1 and control cells
were arrested in G, (data not shown). These results indicate
that a mechanism similar to senescence is responsible for
the early proliferative growth arrest of DM1 satellite cells
because these cells expressed biomarkers usually ob-
served in senescent cells, although much earlier in their
replicative lifespan as compared with control cultures.

To evaluate if the premature growth arrest observed in
satellite cells isolated from DM1 patients was attributable
to an excessive proliferation in vivo before their isolation,
we measured the size of the telomeres in these cells.
Telomere length represents a predictive marker of the
regenerative capacity of the human satellite cells as
shown in Duchenne muscular dystrophy in which the
extensive proliferation of the satellite cells after continu-
ous cycles of degeneration and regeneration leads to
reduced telomere length.?® As shown in Figure 1E, DM1
satellite cells stop dividing with telomeres significantly
longer than those of control cells (respectively, 8.7 kb
versus 7.4 kb), indicating that telomeres of DM1 cells had
not reached their critical size and consequently that
these cells had not exhausted their proliferative capacity.
This confirms that a mechanism of premature senes-
cence alters and limits in vitro the replicative lifespan of
DM1 satellite cells carrying large CTG expansions.

p16 Triggers Premature Senescence in DM1 Cells

As demonstrated recently, the p16 cyclin-dependent ki-
nase inhibitor is a key regulator of the replicative senes-
cence of human satellite cells.’” To determine whether
the p16/Rb pathway is involved in the premature senes-
cence of DM1 cells in vitro, we have measured the ex-
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Figure 1. DM1 satellite cells stop dividing by a premature senescence pathway.
A: Mean of the population doubling level of DM1 and control satellite cells
isolated from muscles of three DM1 patients with large CTG repeats (>2000) and
three age-matched and nonaffected individuals, respectively. B: Immunocyto-
chemistry using anti-desmin antibody and revealed by peroxidase was per-
formed on senescent control and premature growth-arrested DM1 cells. Flat-
tened and enlarged morphologies are present in both arrested DM1 cells and
control senescent cells. Senescent-associated B-galactosidase activity (SA-R-Gal)
was observed on arrested DM1 cells. C: Western blot analyses of cyclin D in the
early (Y) and late (S) stages of their proliferative lifespan. The results were
normalized to the expression of the nuclear protein Emerin. Levels of cyclin D
were increased in both DM1- and control-arrested cells. D: Western blot analyses
of Rb in the early (Y) and late (S) stages of their proliferative lifespan. The
hyperphosphorylated form of Rb is absent in both controls and DM1-arrested
cells. E: Mean length of telomeric restriction fragments (TRFs) measured on DM1
and control satellite cells at proliferative arrest. DM1 satellite cells stop dividing
with longer telomeres than controls. (**£ < 0.01, **P < 0.001).

pression of p16 protein at the end of their lifespan. In
these experiments we found that a similar level of p16
was detected in both DM1 and control cultures once they
had entered proliferative arrest (Figure 2A). Moreover, it
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Figure 2. Premature growth arrest of DM1 satellite cells is dependent on the
p16 pathway. A: p16 levels in control and DM1 satellite cells at early (Y) and
late (S) stages in their proliferative lifespan were determined by Western blot.
Means of the pl6/Emerin ratio in control and DM1 senescent cells were
presented on the histogram. Control- and DMI-arrested cells present the
same level of expression of p16. B: Lifespan plots of control and DM1
populations transduced with or without Cdk4. Transduction of Cdk4 gene
allows to bypass the arrest observed in nontransduced cells.

should be noted that DM1 cells made significantly fewer
divisions than control cells (Figure 2B). The accumulated
p16 will bind Cdk4 thus inhibiting its activity and block
cell-cycle progression. To assess the role of p16 in DM1
premature senescence, we stably overexpressed Cdk4
to neutralize p16 activity. As seen in Figure 2B, DM1-
Cdk4 cells were able to bypass the premature growth
arrest observed in DM1 cells. Their lifespan was ex-
tended by 59% to 51 divisions, which is very close to the
52 divisions observed in control cells. In addition, over-
expression of p16 in young control cells resulted in a
premature proliferative arrest, as evidenced by absence
of BrdU incorporation after incubation for 72 hours (data
not shown). These results demonstrate that p16 is re-
sponsible for triggering in vitro the premature senescence
of DM1 satellite cells.

However, we also abolished p16 activity by overex-
pression of Cdk4 in control cells and observed that the
DM1-Cdk4 cells still make fewer divisions than the con-
trol-Cdk4 age-matched cells (51 versus 70 divisions, re-
spectively) before entering into replicative senescence
(Figure 2B). To assess if a residual activity of p16 could
be responsible for the proliferative arrest of the Cdk4-
overexpressing cells, RNA interference directed to p16
was induced in these cells, but no further expansion of
their lifespan was observed (data not shown). Measure-
ments of telomere lengths showed that DM1-Cdk4 and
control-Cdk4 satellite cells both stop growing with telo-
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Figure 3. Deregulation of the telomere homeostasis in DM1 satellite cells.
A: Mean length of telomeric DNA in bp lost per division in cultures of
control and DM1 satellite cells. DM1 cells lost more bp per division than
control cells. B: Western blot analyses of the level of p53 in control and
DM1 satellite cells at the end of their lifespan. Means of the p53/Emerin
ratio in control- and DM1-arrested cells are presented on the histogram.
(*P < 0.05).

mere lengths of 6.2 kb and 6.1 kb, respectively. These
values are almost identical to the 6 kb measured in se-
nescent human fibroblasts in which a telomere-depen-
dent senescence is induced by short telomeres. Both the
DM1- and control Cdk4-transduced cells stopped grow-
ing with short telomeres but the DM1-Cdk4 cells reached
this minimum value after fewer divisions than the control-
Cdk4 cells, suggesting that large CTG expansions may
interfere with the telomere homeostasis machinery in
DM1 cells.

CTG Repeat Expansion Alters Telomere
Homeostasis in DM1 Cells Independently from
p16 Induction

Telomere loss per division was calculated from measure-
ments made at several time points during the lifespan of
DM1 and control cells, and a significant 59% increase in
the amount of telomeric DNA lost per division was mea-
sured in DM1 satellite cell cultures (171.9 = 17 bp) as
compared with control cultures (108.1 = 10 bp) (Figure
3A). To determine whether or not the increase in the
amount of telomeric DNA lost per division in DM1 satellite
cells was a consequence of an increased cell death in
DM1 cultures, which would result in an increase in the
number of divisions made by the surviving cells and thus
in an increase in mean telomere shortening, we assessed
both cell death and proliferation in control and DM1 pop-
ulations. No significant difference was observed in the
number of proliferating cells, as demonstrated by BrdU
incorporation in the middle of their lifespan: 77 + 3% cells
in control populations versus 75 * 4% cells in DM1
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populations were BrdU-positive, indicating that both pop-
ulations have similar growth rates. Viability of the cells
was assessed by trypan blue exclusion, and only very
low levels of cell death were detected in both cultures
(8.7 £ 0.8% in control and 4.6 = 1% in DM1 cultures),
with no significant difference being observed between
them. These results confirm that the higher rate of telo-
mere loss in DM1 cells is not a consequence of an
increased cell death, which would result in an increase
number of divisions made by the surviving cells. To de-
termine whether a higher rate of telomere shortening may
induce elevated levels of p53 and thus participate to the
premature proliferative arrest, p53 protein levels were
measured by Western blot in DM1 cells presenting a
higher rate of telomere loss and control cells, both at the
end of their lifespan. A similar level of p53 was detected
in both cultures (Figure 3B), indicating that an elevation in
the level of expression of p53 is not triggered by in-
creased telomere loss.

The increased loss of telomeric DNA per division will
reduce the number of divisions that DM1 cells can make
before reaching telomere-driven senescence and ex-
plains why the critical telomere size of 6 kb is reached by
the DM1-Cdk4 cells after having made fewer divisions
than control-Cdk4 cells. To determine whether such an
accelerated telomere loss could act as a signal or could
be responsible for the premature senescence of the DM1
cells, we expressed the catalytic subunit of telomerase
hTERT because the activity of this enzyme should com-
pensate for the increased telomere erosion. As seen in
Figure 4A, DM1 cells expressing hTERT were not able to
make more divisions than DM1 cells before entering into
premature growth arrest suggesting that the higher rate
of telomere erosion may not contribute to the process of
premature senescence observed in vitro in DM1 satellite
cells. However, among these arrested cells, a clone of
proliferating cells emerged after 2 months of culture (Fig-
ure 4B), which overcame the arrested population (Figure
4B, lane S) and presented an abolition of p16 expression,
as demonstrated by the decline in the level of p16 de-
tected at two successive time points (Figure 4, B and C,
lanes 1 and 2) in culture. The promoter region of the p16
gene contains a 5'CpG island that has been found to
exhibit increased levels of methylation in various tumors
as well as in telomerase immortalized human keratino-
cytes.?! The abolition of p16 expression in this clone was
confirmed at the RNA level and a re-expression of p16
was measured when these cells were treated with
5-aza-2' deoxycytidine (Figure 4D, lane 2*). This result
indicates that methylation of the p16 promoter had oc-
curred in this DM1-hTERT clone, leading to its immortal-
ization because these cells have now made more than
200 divisions. Immortalization of the DM1 satellite cells
was also obtained by the dual overexpression of hTERT
and Cdk4, and these cells have been maintained for
more than 150 divisions (Figure 4E). Measurement of the
telomere lengths showed that the expression of hTERT in
DM1-Cdk4 satellite cells stabilized the telomere length to
~10 kb, a value similar to that observed in control hnTERT/
Cdk4-cells (Figure 4E, inset). We conclude that blocking
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Figure 4. Immortalization of DM1 satellite cells. A: Lifespan plots of DM1
satellite cells transduced with or without hTERT. hTERT-transduced cells
were not able to bypass the premature arrest observed in DM1 satellite cells.
B: Lifespan plot of a clone of cells (DM1A) that emerged from a DM1 satellite
cell population transduced with hTERT. DM1A cells were immortalized. C:
Western blot analyses of p16 in senescent DM1 cells (lane S), in the senes-
cent population with emerging DM1A cells (lane 1), and in the DM1A after
several divisions (lane 2). The two points (1 and 2) are also indicated on the
DMI1A lifespan curve shown above. D: Expression of p16 and GAPDH mRNA
analyzed by RT-PCR: negative control (lane —), senescent DM1 satellite cells
(lane S), DM1A (lane 2), DM1A treated with 5-aza-2'deoxycytidine (lane
2%). E: Lifespan plots of DM1 satellite cells transduced with or without Cdk4
and hTERT. Cdk4- and hTERT-transduced DM1 cells were immortalized.
Effect of hTERT on the telomere length is presented in the inset. hTERT
stabilized the telomere length of the cells ~10 kb.

both the p16 and the telomere pathways leads to the
immortalization of DM1 satellite cells.

Discussion

In this report, we provide new evidence that large CTG
expansions trigger in vitro a mechanism of premature
senescence through a p16-dependent pathway, which

reduces significantly the proliferative capacity of DM1
muscle precursor cells. Measurements of telomere
lengths at the end of their lifespan indicate that DM1 cells
had not exhausted their proliferative capacity confirming
that a premature growth arrest, independent from an
excessive in vivo turnover, occurred in satellite cells iso-
lated from DM1 biopsies. Analysis of several biomarkers
suggests that a mechanism similar to cellular senes-
cence is responsible for the premature and irreversible
cell-cycle arrest of DM1 muscle precursor cells contain-
ing large CTG expansions. Our data demonstrated that
the Rb regulator p16 triggers in vitro this premature se-
nescence because abolition of p16 activity in DM1 sat-
ellite cells reverses their precocious growth arrest and
restores their proliferative capacity.

The Rb regulator p16, appears to be an important cellular
sensor of stasis in response to various stresses such as
DNA damage, oxidative stress, and telomere dysfunc-
tion.'®24 Even if an alteration of the telomere homeosta-
sis, reflected by the accelerated telomere shortening, is
measured in DM1 cells, the re-introduction of telomerase
activity in these cells fails to extend their proliferative
lifespan. Although the higher rate of telomere loss in DM1
cells may not participate to the triggering of the signal for
p16 activation, as suggested by the absence of effect of
the transduction by telomerase, we cannot exclude that
other elements involved in telomere dysfunction could
interfere with the p16 pathway. The signaling involved in
the premature senescence of DM1 cells appears to be
independent from the telomere-driven senescence path-
way because i) the DM1 satellite cells stop dividing with
telomeres significantly longer than those of control cells;
ii) abolition of the dominant and irreversible p16 barrier in
DM1 satellite cells prevents their premature senescence
and extends their lifespan; and iii) the DM1 cells with
inactive p16 stop dividing and enter into senescence with
critically short telomeres of 6 kb through a telomere-
dependent mechanism, like the human fibroblasts.

However, the question as to how the CTG mutation
interferes with telomere homeostasis remains to be
solved. The expanded CTG repeat is unstable and we
have shown, in a previous study, that the size of the CTG
repeat increases during the lifespan of the DM1 satellite
cells.’® The amplified CTG expansion adopts several
unusual structures that disturb DNA metabolism and re-
quire the involvement of the DNA repair machinery.?®
Because proteins involved in the regulation of telomere
homeostasis could also participate to the DNA damage
response,®® the possibility that the large CTG expanded
repeats may participate to accelerated telomere shorten-
ing in DM1 cells, eg, by modifying activities or by titrating
such dual proteins, is still open. It should also be noted
that accelerated telomere shortening has been associ-
ated with higher oxidative stress.?”® Interestingly, in-
creased levels of free radicals and lipid peroxidation
have also been measured in DM1 patients suggesting
that oxidative stress could be involved in the disease
progression of DM1.2° In addition, the cellular suscepti-
bility to oxidative stress was positively correlated with the
number of CTG repeats.®° In the present study, a 59%
increase in the amount of telomeric DNA lost per division
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was measured in vitro in DM1 cells when compared with
control cells, although both control and DM1 cells were
grown under identical culture conditions. Although re-
sults observed in vitro cannot be directly applied to the in
vivo situation in adult DM1 patients, an increased suscep-
tibility to reactive oxygen species of DM1 cells carrying
large CTG as well as the potential implication of oxidative
stress in the increased telomere loss measured in DM1
cells deserve further investigation.

Our study has revealed a new and novel feature of the
DM1 mutation: the large CTG and/or CUG expansions
trigger in vitro stress-signaling events, which are respon-
sible for the early activation of p16 and subsequently, the
premature senescence of DM1 satellite cells. Numerous
noxious stresses including reactive oxygen species and
DNA-damaging stimuli have been reported to induce p16
both in vitro and in vivo, and the induction of p16 in
response to various stresses is a slow process that takes
several weeks.'® Interestingly, an inappropriate activa-
tion of PKCs by a large CUG repeat RNA that causes
hyperphosphorylation and stabilization of CUGBP1 was
demonstrated in DM1.3" PKCs are stress-sensing ki-
nases that can also be activated by several types of
physiological and oxidative stresses®*3® suggesting a
potential role for the nuclear aggregates of mutant mRNA
with CUG expansions as a primary event in this stress-
signaling cascade. The pathway involved in the abnormal
activation of p16 in DM1 satellite cells has not yet been
defined, however the consequences for these muscle
precursors cells result in vitro in their premature senes-
cence and replicative arrest. Recently, p16 was shown to
contribute to the decline in the number of stem cells
during aging and consequently, to the reduced tissue
regenerative capacities.®*~3¢ We propose that expanded
CTG repeats may also interfere and activate the p16
senescence pathway in muscle precursor cells in vivo.
Interestingly, a premature senescence has also been
observed in satellite cells isolated from severely DM1-
affected adults (unpublished data). The physiological
role of the myogenic precursor cells is to maintain the
muscle mass and repair skeletal muscle. After injury or
damage, the quiescent satellite cells located under the
basal lamina of muscle fibers are activated, proliferate,
differentiate, and fuse to form newly regenerated fibers or
be incorporated into growing fibers. A proliferation step is
required to amplify the number of myogenic precursor
cells that will regenerate the damaged fibers and a de-
crease in their number attributable to a reduced prolifer-
ative capacity could limit both the regenerative capacity
and the nuclear turnover of muscle fibers in DM1. If
confirmed in vivo, the premature senescence of the DM1
satellite cells would most probably result in the slowing
down or alteration of the regenerative process or the
maintenance of muscle mass because the differentiation
program of senescent myogenic precursor cells is defec-
tive as characterized by impaired myogenesis and down-
regulation of the myogenic regulatory factors.®” Interest-
ingly, it was suggested that abnormal regeneration could
be involved in the myopathic appearance of the muscle
fibers in DM1.38 More recently, a report suggests that in
DM1 muscle fibers containing sarcoplasmic masses, a
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characteristic feature of DM1 disease, the myogenic dif-
ferentiation program is interrupted at a late stage leading
to incomplete maturation of these fibers.®® p16 as well as
other cell-cycle regulators have been detected in the
DM1 fibers containing these sarcoplasmic masses sup-
porting the implication of the p16 pathway in the lack of
regeneration observed in DM1. Altogether our results
suggest that the large CTG mutation induces in vitro a
p16-dependent premature senescence of the DM1 sat-
ellite cells resulting in an important reduction in their
proliferative capacity when compared with the entire pro-
liferative lifespan of normal satellite cells. The premature
senescence of the DM1 myogenic precursor cells
caused by the CTG expansion, if confirmed in vivo,
could alter the mechanism of muscle mass mainte-
nance and participate to the muscular atrophy that
takes place in DM1.
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Expansion of repeated sequences in non-coding regions of different genes causes a number of inherited
diseases including myotonic dystrophies, Huntington disease-like 2, Fragile X tremor/ataxia syndrome
and spinocerebellar ataxia 8, 10, 12, 31. Involvement of an RNA gain-of-function mechanism in patho-
logical case has been described and studied in-depth in myotonic dystrophy type 1 (DM1). This inherited
neuromuscular disorder is caused by a (CTG)n >50 expansion in the 3’ non-coding region of the dys-
trophia myotonica-protein kinase (DMPK) gene. Expanded CUG transcripts (CUGexp-RNAs) are seques-
tered in the nucleus within small aggregates and interfere with the regulatory splicing activities of
MBNL1 and CELF1 RNA-binding proteins, leading to the misregulation of the alternative splicing of
several transcripts. Despite the relevance of aberrant splicing events in this complex pathology, the
CUGexp-RNAs trans-dominant effects alter other splicing-independent processes that may also
contribute to DM1 pathogenesis. This review will focus on toxic RNA gain-of-function as a pathologic
mechanism for DM1 and other repeat expansion disorders.

© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Over the last decade, toxic RNA gain-of-function has emerged as
a new pathogenic mechanism, essentially for diseases caused by
expanded repeat sequences. The molecular pathology of repeat
expansion disorders is complex and other mechanisms have been
shown to contribute to their pathogenesis. For example, repeat
expansions in protein-coding regions give rise to homopolymeric
stretches such as a polyglutamine tract in Huntington disease (HD)
or a polyalanine tract in oculopharyngeal muscular dystrophy. Such
homopolymeric stretches alter the normal function of the proteins
and are often associated with the formation of abnormal protein
aggregates, which interfere with cellular homeostasis [1]. On the
other hand, repeat expansions in non-coding regions result in
transcriptional silencing and loss of the protein products: expan-
sion of (GAA)n in the 5’ untranslated region (UTR) of the FXN gene
and (CGG)n in the first intron of the FMR1 gene cause the autosomal
recessive form of Friedrich’s ataxia and the X-linked fragile
X syndrome, respectively. However until recently, no protein-
mediated mechanism was associated with myotonic dystrophies
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type 1 and 2, Huntington disease-like 2 (HDL2), spinocerebellar
ataxia (SCAS, 10, 12 and 31) or fragile X-associated tremor/ataxia
syndrome (FXTAS), a group of inherited disorders with repeat
expansions in non-coding regions (see Table 1). A mechanism of
RNA gain-of-function due to the expression of pathogenic RNA with
expanded repeats has been established in the case of the myotonic
dystrophy type 1 (DM1). This review will focus on the pathophys-
iological mechanisms involved in DM1, a neuromuscular disease
that belongs to the new family of RNA-mediated disorders.

2. Myotonic dystrophy type 1: a RNA-mediated disease
2.1. Dominant inherited disorder

Myotonic dystrophy type 1 (DM1) also called Steinert disease
(MIM#160900) is one of the most common muscular dystrophies
encountered in adults. Progressive muscle wasting and weakness,
myotonia, cardiac conduction defects, alteration in cognitive func-
tions as well as several other multisystemic symptoms characterize
this dominantly inherited disease [2]. DM1 is a complex disease
caused by an expanding (CTG)n repeat of 50 to several thousand
triplets in the 3'UTR of the dystrophia myotonica-protein kinase
(DMPK) gene on chromosome 19 [3,4]. Unaffected individuals have
less than 38 repeats. The size of the expansion is generally
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Table 1
Disorders with a presumed toxic RNA gain-of-function mechanism.
Symbol Disease Expanded Location of the Number of repeat in Number of repeat in Formation of Splicing Ref
repeat of expansion non-affected allele  pathogenic allele RNA foci misregulation
DM1 Myotonic Dystrophy type 1 CTG 3’'UTR of DMPK 5-37 50—>4000 Yes Yes [3]
DM2 Myotonic Dystrophy type 2 CCTG Intron 1 of ZNF9 1026 100—11000 Yes Yes [17]
FXTAS  Fragile X tremor/ataxia syndrome CGG 5'UTR of FMR1 20—45 55—-200 Yes Yes [69,70]
HDL2 Huntington Disease-like 2 CTG/CAG 3'UTR of JPH3 6—28 >41-59 Yes Unknown [71,72]
SCA8 Spinocerebellar Ataxia 8 CTG 3'UTR of ATXN80OS 15-91 100—-197 Yes Yes [73]
SCA10  Spinocerebellar Ataxia 10 ATTCT Intron 9 of ATXN10 10-29 400—-4500 Unknown Unknown [74,75]
SCA12  Spinocerebellar Ataxia 12 CAG Promoter/upstream  7—32 51-78 Unknown Unknown [76]
region of PPP2R2B
SCA31  Spinocerebellar Ataxia 31 TAGAA/TAAAA/ Intron of BEAN 0 >100 Yes Unknown [77]

TGGAA

correlated with the clinical severity and the age of onset of the
disease [5—7]. Due to the variable clinical symptoms, several forms
of the disease (asymptomatic late-onset, mild adult-onset, child-
hood-onset and congenital) have been described. The severe
congenital form is associated with large expansions (over 1500 CTG
repeats), and affected patients have motor and mental retardation.
The disease-associated repeat expansion is very unstable and the
number of triplets increases across generations providing a molec-
ular basis for the anticipation phenomenon observed in DM1
families [8,9]. In addition to intergenerational instability, CTG
repeat expansion is also unstable in somatic tissues throughout the
lifetime of the patient.

2.2. RNA gain-of-function mechanism

The DM1 mutation was identified in 1992 as a CTG expansion in
the 3’ non-coding region of the DMPK gene, and evidences for an
RNA gain-of-function mechanism in pathogenesis came to light
progressively. Both wild-type and mutant DMPK alleles are tran-
scribed into mRNAs but mutant transcripts with expanded CUG
repeats (CUGexp-RNAs) are sequestered in the nucleus as discrete
aggregates or foci leading to decrease cytoplasmic DMPK mRNA
levels [10,11]. Subsequent reduction of DMPK protein levels has
been a subject of controversy but reduced DMPK levels were
observed in muscle samples from DM1 patients as well as DM1
muscle cells [12—15]. Possible involvement of DMPK hap-
loinsufficiency in DM1 pathophysiology as well as reduced levels of
SIX5 due to the SIX homeobox 5 (SIX5) gene location directly
downstream from the DM1 locus, were first investigated by
generating mouse models. However heterozygous Dmpk or Six5
knockout mice failed to reproduce DM1-like symptoms suggesting
that DMPK or SIX5 haploinsufficiency are probably not responsible
for the DM1 phenotype [16—19].

Afterward it has been suggested that the mutant transcripts
from the expanded DMPK allele were pathogenic per see. Animal
models were developed to investigate the role and the deleterious
effects of CUGexp-RNA expression. Transgenic mice that expressed
CUG repeat expansion either in the 3’UTR of the human skeletal
muscle alpha actin (HSA-LR) mRNA [20] or in its natural context
within the 3’UTR of the human DMPK transcript [21], exhibited
several DM1 features including nuclear aggregates of CUGexp-RNA,
myotonia discharges and muscle abnormalities. In addition, severe
muscle wasting was described in an inducible EpA960/HSA-Cre-ER
transgenic mice expressing 960 interrupted CTG repeats within the
context of the DMPK exon 15 [22] and progressive muscle atrophy
was observed in mice expressing human DMPK mRNA with 550
CUG repeats [23]. Altogether, these studies provided strong
experimental supports for a key role of CUGexp-RNAs in DM1
pathogenesis. The last evidence for an RNA gain-of-function
mechanism came from the identification of a myotonic dystrophy

type 2 disorder (DM2; MIM#602668) that shares similar clinical
features with DM1 disease suggesting a common molecular
mechanism. DM2 is caused by a (CCTG)n repeat expansion ranging
from 100 to 11,000 units in the first intron of the CCHC-type zinc
finger, nucleic acid binding protein (CNBP also known as ZNF9) gene,
a non-coding region from a gene non-related to DMPK [24]. The
RNAs containing the expanded CCUG repeats are also retained in
the nucleus and formed aggregates providing an additional support
for a central role of mutant RNAs containing expanded repeats in
pathophysiology of both DM1 and DM2 diseases.

2.3. Nuclear RNA aggregates

The CUGexp-RNAs are not exported into the cytoplasm but are
retained in the nuclear compartment as discrete aggregates or foci
that are easily detected by FISH [11]. The mutant DMPK mRNAs are
spliced and polyadenylated but their nuclear sequestration due to
expanded CUG repeats in the 3’UTR, prevents any translation [10].
Within the nuclei, the foci of CUGexp-RNAs are localized at the
periphery of the nuclear speckles, which are structures enriched in
splicing snRNPs and the spliceosome assembly factor SC35 as well as
many other transcription and splicing-related factors [25]. The path-
ogenic DMPK transcripts do not enter into the speckles [26] suggesting
that their export is blocked at an early step in nucleoplasmic transport.
Invitro studies including crystal structure, enzymatic mapping, optical
melting and electron microscopy, have demonstrated that expanded
CUG repeats are able to form stable hairpin structures [27—30]. These
double-stranded structures are defined by Watson—Crick G—C base-
pairs separated by a periodic U-U mismatch. The muscleblind-like
1 (MBNL1) proteins were found to bind these expanded CUG
repeats and to colocalize with nuclear foci of CUGexp-RNAs in DM1
cells [28]. MBNL1 silencing by RNA interference significantly reduces
the number of foci and restores the capacity of these pathogenic
transcripts to progress through the nuclear speckles [26] indicating
that the binding of MBNL1 to the abnormal CUG repeats may promote
nuclear foci formation [26,28,31]. It should be noted that MBNL1 also
colocalizes with the nuclear foci of CCUG expanded RNA in DM2 cells
however the DM2 foci are not localized at the periphery of the nuclear
speckles as observed for the DM1 foci [25]. Besides the difference
within the expanded nucleotide repeat (CUG vs. CCUG) between DM1
and DM2, the entrapped RNAs in DM2 may contain intronic expanded
CCUG repeats only since the CNBP pre-mRNA seems to be normally
spliced [32] and/or expanded CCUG repeats into abnormally
spliced CNBP transcripts [33]. Finally, nuclear retention of the
CUGexp-RNAs participates to the pathogenic mechanism since the
nuclear export of artificial CUGexp-RNAs by inclusion of woodchuck
post-transcriptional regulatory element reduces cellular defects
[34] and the production of DM1 foci exclusively in the cytoplasmic
compartment does not induce key DM1 features in a mouse
model [35].
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2.4. Additional toxic RNA species

It has been shown that transcription can occur in both sense and
antisense directions at the DM1 locus [36]. Based on genome wide
evaluations achieved on non-expanded alleles, the copy level of the
sense DMPK transcripts is higher than the corresponding antisense
transcripts [37,38]. However the regulation of the bi-directional
transcription in DM1 context is not fully characterized, and the effect
of the expanded repeats on antisense transcription and expression is
not well defined yet. Nevertheless, antisense transcripts containing
expanded CAG repeats could be expressed in DM1 cells concomi-
tantly to CUGexp-RNAs. As reported for CAG expansion disorders,
the CAGexp-RNAs are able to form nuclear foci and to colocalize with
MBNL1 [39,40]. Moreover, expression of long tract of untranslated
CAG repeats was shown to induce toxicity at the RNA level and can
cause deleterious effects in animal models [41]. In another hand, it
has been proposed that the expression of expanded CAG repeats may
enhance the toxicity of CTG repeats in a DM1 Drosophila model
through a triplet repeat-derived siRNA mechanism [42]. A previous
report has suggested that expanded CUG repeats alone can also be
processed into small RNAs that activate an RNA interference pathway
to silence specific targets and increase toxicity [43]. Finally, recent
findings have demonstrated that both sense and antisense tran-
scripts expressed from the CTG.CAG expansion mutation, are subject
to non-ATG initiated translation (RAN-translation). This mechanism
causes the production of proteins with long homopolymeric amino
acid tracts such as polyalanine, polyglutamine and polyleucine tracts
[44]. Expression of these proteins could lead to the formation of
aggregates and are usually associated with cellular toxicity [45—47].
Detection of rare but reproducible polyglutamine-containing
aggregates in DM1 tissues and animal models [44] suggest that in
addition to the well-described RNA gain-of-function mechanism,
a protein-mediated toxicity could also be involved in DM1 patho-
genesis. Consequences of bi-directional transcription at the DM1
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locus are not fully understood yet but should be taken into
consideration.

3. Trans-dominant effects of pathogenic RNA
3.1. Misregulation of alternative splicing

At the molecular level, one of the best-characterized trans-
dominant effects induced by the CUGexp-RNAs in DM1 is the
misregulation of alternative splicing of a subset of pre-mRNAs. To
date, more than twenty transcripts have been found to be mis-
spliced in different tissues of DM1 patients [48]. The mis-
regulation of splicing events in DM1 is distinct from aberrant
splicing caused by mutations in regulatory splicing sites that lead to
the expression of aberrant mRNA. In DM1, mis-splicing events
result from an inappropriate regulation of alternative splicing due
to altered activities of splicing regulators such as MBNL1 and CELF1
(Fig. 1). These two factors are developmental regulators of splicing
events especially during the fetal to adult transition, and the
modification of their activities in DM1 tissues leads to the expres-
sion of a fetal splicing pattern in adult tissues [49,50]. It should be
noted that altered expression of splicing factors and alternative
splicing changes may also occurred during active regeneration
process in degenerative muscle diseases [51]. However no massive
degeneration/regeneration was observed in DM1 muscles [52] and
altered splicing events were found in non-regenerating tissue such
as DM1 cardiac tissue [53,54] confirming that misregulation of
alternative splicing in DM1 is more likely a primary response to the
expression of CUGexp-RNAs rather than a secondary effect to
robust degeneration/regeneration process.

The first splicing misregulation described in DM1 cardiac
muscle was the abnormal inclusion of exon 5 in cTNT [53]. Since
then, several other transcripts with inappropriate splicing patterns
have been identified in both skeletal muscle and brain including
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Fig.1. Mechanisms of the RNA gain-of-function in DM1. Expansion of CUG repeats in the DMPK transcripts results in the nuclear retention of the CUGexp-RNAs, which form nuclear
aggregates or foci. CUGexp-RNAs alters functions of MBNL1 and CELF1 RNA-binding proteins: MBNL1 sequestration into the foci leading to MBNL1 loss-of-function and gain of
CELF1 activity due to its nuclear increase/stabilization through PKC mediated hyperphosphorylation. These alterations cause a trans-dominant effect depicted by misregulation of
alternative splicing of specific transcripts. CUGexp-RNA may also interfere with other process at transcriptional, post-transcriptional and translational levels.
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those coding for the insulin receptor (IR) [55], the muscle specific
chloride channel (CLC-1) [56,57], the sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca2+ ATPase 1 and 2, the ryanodine receptor [58], the
myotubularine-related protein 1 [59], the tau protein [60] and the
N-methyl-alpha-aspartate receptor [61]. Among the known mis-
splicing events, most of them may participate to the pathologic
process but very few have been directly correlated with disease
symptoms. One of the exceptions is the CLC-1 splicing defect, which
has been associated with myotonia, a characteristic feature of the
disease. This splicing misregulation leads to the inclusion of exon 7a
and subsequently to a truncated CLC-1 protein that is devoid of
channel activity and is not correctly addressed to the membrane of
the muscle fibers, resulting in reduced muscle chloride conduc-
tance and myotonia [56,57]. Correction of this sole splicing defect in
HSA-LR mice resulted in the rescue of the myotonic phenotype [62].
More recently, the newly identified BIN1 splicing defect has been
associated with muscle weakness, another hallmark of DM1. BIN1 is
implicated in the biogenesis and maintenance of the muscle T-
tubules, which are specialized skeletal muscle membrane struc-
tures essential for excitation—contraction (E—C). Misregulation of
BINT splicing leads to the exclusion of the exon 11 and subsequently
to a BIN1 protein with reduced PtdIns5P binding and membrane
tubulation capacities, which results in disorganized T-tubules,
altered E—C coupling and ultimately, muscle weakness [63].

3.2. Alteration of MBNL1 and CELF1 splicing regulatory activities

As mentioned previously, the MBNL1 RNA-binding protein has
been shown to bind, in a length-dependant manner, CUGexp-RNA
with high affinity and form ribonucleoprotein complexes [28].
MBNL1 is part of a conserved MBNL family including MBNL1, 2, 3,
and all members contain four CCCH zinc-finger protein domains
that are structured in pairs and acted as RNA-binding domains [64].
Sequestration of MBNL1 within the nuclear aggregates of CUGexp-
RNAs and the subsequent involvement of MBNL1 loss-of-function
in DM1 pathogenesis has been supported by the generation of
a knockout Mbnll mouse model that demonstrates a DM-like
phenotype as well as alternative splicing misregulation [65].
Moreover a majority of the modifications in alterative splicing
observed in the HSA-LR mice expressing CUGexp-RNA can be
attributed to the loss-of-function of the MBNL1 splicing factor
[66,67]. In addition, mis-splicing events observed in this DM1
mouse model as well as myotonia can be reversed by MBNL1
overexpression in skeletal muscles [68]. Several reports have
demonstrated the regulatory splicing function of MBNL1 on several
DMT1 transcripts such as CLC-1, BIN1, cTNT or IR. Now, it is estab-
lished that MBNL1 loss-of-function due to its sequestration by the
CUGexp-RNA contributes to the “spliceopathy” in DM1.

CELF1 (also known as CUGBP1) is another RNA-binding protein
involved in this process. This factor is a member of the CELF family
that contains 6 proteins with high homology [69]. Interestingly,
CELF1 and MBNL1 are antagonistic regulators of many splicing
events that are mis-regulated in DM1. CELF1 is able to bind single-
strand CUG repeats but does not colocalize with the nuclear
aggregates of CUGexp-RNA in DM1 cells and is not sequestered like
MBNL1 [70]. In contrast the level of CELF1 is increased in DM1
tissues leading to a gain of CELF1 activity. It has been shown that
the expression of CUGexp-RNA results in hyperphosphorylation
and stabilization of the CELF1 protein through an inappropriate
activation of the Protein Kinase C (PKC) [71,72]. The pathogenic role
of CELF1 in DM1 was supported by the fact that transgenic mice
overexpressing CELF1 reproduce splicing misregulation as well as
DM1 muscle features [73,74]. Furthermore, increased levels of
CELF1 is also found in the DM1 mouse model expressing inducible
960 interrupted CTG repeats, which exhibits muscle wasting as well

as splicing defects that are only related to CELF1 (e.g. Capzb, Mfn2,
Ank2 and Fxr1h) and not to MBNL1, suggesting that the elevation of
CELF1 could participate to the DM1 muscle phenotype [22].

3.3. Perturbation of other processes

Expression of CUGexp-RNAs results in alternative splicing mis-
regulation due to the depletion and/or stabilization of MBNL1 and
CELF1 RNA-binding proteins, respectively. The modulation of their
regulatory splicing activities suggests that the multiple RNA-
processing events regulated by these RNA-binding proteins may
also be altered. In the same way, the activity of CELF1 varies
depending on its cellular localization. In the nucleus, CELF1 acts as
a splicing regulator whereas in the cytoplasm, it can regulate the
translational activity of proteins like p21 and MEF2A, which are
involved in muscle cell differentiation [75,76]. A concomitant
translational deregulation of CELF1 targets and associated functions
indicate that other post-transcriptional mechanisms could also be
altered by the CUGexp-RNAs. Nevertheless, their exact contribution
to the DM1 phenotype needs to be determined.

Unlike CELF1, no effect on translation has been described for
MBNLI1 yet, even though MBNL1 is also present in the cytoplasmic
compartment. Alternative splicing results in the production of
several isoforms of MBNL1 and the associated protein isoforms have
been shown to have either a nuclear or a nucleo-cytoplasmic
localization [77]. It should be noted that the splicing of MBNL1 it-
self is altered in DM1 leading to increased levels of the nuclear
isoforms. However the impact of such alterations on the activities
of MBNLT1 is still not clearly understood. More recently, a novel
function of MBNL1 as a regulator of miRNA biogenesis has been
described [78]. MBNL1 has been demonstrated to bind to a motif
located within the loop of pre-miR-1 and compete with the binding
of LIN28, which promotes pre-miR-1 uridylation and blocks Dicer
processing. Consistent with MBNL1 loss-of-function, miR-1 pro-
cessing is altered in the heart samples of DM1 patients and this
alteration is associated with aberrant expression of miR-1 targets
such as CACNA1 and GJA1 that encode calcium and gap junction
channels, respectively. This finding suggests that CUGexp-RNAs
trans-effect on miR-1 processing could contribute to the cardiac
dysfunction described in this disease [78]. Interestingly, other
miRNA were also deregulated in muscles of DM1 patients sug-
gesting that the deregulation of such small non-coding RNA could
have an impact on DM1 pathology [79,80].

Furthermore, several studies have described transcriptional
modifications that may also participate to DM1 pathogenesis. Deep
analysis of DM1 mouse models revealed that in addition to splicing
defects, the expression of a large number of transcripts was
deregulated indicating that CUGexp-RNA expression could inter-
fere at both post-transcriptional and transcriptional levels [66,67].
A study even proposed a “leaching” of several transcription factors
(including RARg, SP1 and 3, STAT 1/3) from the chromatin in DM1
cells and their sequestration by the CUGexp-RNAs ribonucleopro-
tein complexes [81]. A decreased expression of two SLITRK genes
has been recently identified in a model of DM1 neural cells and in
DM1 brain tissues [82]. The mechanism that causes the modifica-
tion in SLITRK gene expression is still unclear but this alteration
affects both neurite outgrowth and synaptogenesis, and may
contribute to the functional neuropathological defects observed in
DM1 patients. In contrast, abnormal activation of the transcription
factor NKX2-5 has been described in severely affected DM1
patients however the mechanism involved in this process is ill-
defined [83]. Overall, there are increasing evidences suggesting
that the CUGexp-RNAs may interfere with gene expression but
further studies are required to determine the pathophysiological
consequences.
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4. Inhibition of RNA toxicity

Expression and nuclear retention of the mutated DMPK tran-
scripts that contain CUG expansions in the 3’ non-coding region are
of primary importance in the development of the DM1 pathology.
These CUGexp-RNAs that induce trans-dominant effects, are
central and may be the causal elements of the toxic RNA gain-of-
function mechanism involved in DM1 (Fig. 1). Thus, inhibition of
this RNA toxicity by targeting the CUGexp-RNAs represents a valu-
able therapeutic strategy for this disease. The first set of RNA-based
approaches targeting the DMPK transcripts was developed using
viral vectors. Expression of hammerhead ribozymes (catalytic RNA)
and antisense RNA designed to target DMPK mRNA were able to
degrade and reduce the level of the pathogenic RNA as well as
correct the defective phenotypes in DM1 muscle cells in vitro
[84,85]. Unfortunately, both approaches do not discriminate
between wild-type and mutant DMPK transcripts leading to the
degradation of both DMPK gene products. However in mice, loss of
Dmpk induces only a mild phenotype in old animals [18] suggesting
that the destruction of DMPK mRNA by antisense approaches that
activate RNase H enzymes are attractive and potential therapeutic
strategies for DM1.

More recently, a second set of approaches that target directly
the CUG repeat expansion by using small antisense (CAG)n

Expanded CTG repeats

iy

@
MBNL1 @
5 cap—————— ARAAAAAAAAA
CAG antisense
(_ sequences \‘
oL @ - _‘._
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Inhibition of the
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Fig. 2. Targeting the expanded repeats as therapeutic strategy. Expanded CUG repeats
form hairpin structures and sequester MBNL1 proteins into ribonuclear complexes.
Addition of exogenous (CAG)n antisense sequences efficiently removes the nuclear foci
and inhibits the toxic RNA gain-of-function induced by the CUGexp-RNAs. Depending
on their composition, the (CAG), antisense sequences allow either the export/trans-
lation of the CUGexp-RNAs followed by its rapid cytoplasmic degradation or nuclear
degradation of the expanded transcript. The antisense (CAG)n sequences could either
delocalize MBNL1 from the hairpin-structured CUG repeats or prevent the formation of
new foci through inhibition of MBNL1 binding on nascent transcripts.

sequences has been evaluated. Small (CAG)n of either modified
oligonucleotides or antisense sequences linked to modified
U7-small nuclear snRNA, are able to target the CUGexp-RNAs and
inhibit their toxicity in DM1 cellular or mouse models [86—88].
Theses strategies were shown to exhibit an efficient export and/or
degradation of the CUGexp-RNAs and were associated with the
correction of DM1 defects like misregulation of alternative
splicing. The use of CAG25 morpholinos in DM1 mice results in the
release of MBNL1 from the foci, export of the CUGexp-RNAs into
the cytoplasm and their subsequent degradation [88]. The use of
(CAG)8 2'0O-methyl phosphorotioates and hU7-snRNA-(CAG)15
induce a selective degradation of the mutant transcripts in DM1
cells and have little or no effect on the wild-type DMPK transcripts
[86,87]. The precise mechanisms leading to the inhibition of RNA
toxicity by using small antisense sequences targeting the
expanded CUG repeats are not yet fully understood. However
breaking of the CUGexp-RNA/MBNL1 complexes and/or prevent-
ing the formation of new foci by using (CAG)n antisense sequences
may allow degradation of the mutant transcripts by endogenous
RNase H independent processes (Fig. 2). Interestingly, MBNL1
release from the foci using small compounds able to bind to (CUG)
n repeats like pentamidine, could also reverse some mis-splicing
defects in DM1 models [89]. Despite the absence of defined
mechanism, similar approaches were successfully used in cellular
models of HD and SCA3 diseases [90,91] indicating that the tar-
geting of expanded repeats is a promising therapeutic strategy for
triplet expansion disorders.

5. Concluding remarks

Over the years, the RNA gain-of-function has progressively
emerged as a pathogenic mechanism for the complex DM1
disease. Alternative splicing misregulation of several pre-mRNAs
due to the altered activities of MBNL1 and CELF1 RNA-binding
proteins by CUGexp-RNAs, contributes to the DM1 pathophysi-
ology. However it seems unlike that it can explain the wide
spectrum of DM1 clinical symptoms. The CUGexp-RNAs have
effects in trans and alter other processes at both post-
transcriptional (miRNA processing, translation) and transcrip-
tional levels. By interfering with RNA metabolism of either coding
or non-coding RNAs, the CUGexp-RNAs may act indirectly on the
expression of various proteins in a tissue-specific manner. Even if
it has not been confirmed yet, such misregulations may participate
to the complex and multisystemic DM1 phenotype. Interestingly,
nuclear RNA foci that colocalize with RNA-binding proteins as well
as splicing defects have already been described for other diseases
with expanded repeats including DM2, FXTAS, SCAS8, and in
a lesser extent HDL2 and SCA31, suggesting that a toxic RNA gain-
of-function mechanism may contribute to their pathogenesis
(Table 1). This mechanism is probably not restricted to diseases
with repeat expansions in non-coding regions since RNA toxicity
was also described in HD and SCA3 diseases, which have expanded
triplet repeats in coding regions. Their CAGexp-RNAs are able to
form nuclear foci, to colocalize with RNA-binding proteins like
MBNL1 and exhibit toxicity in animal models [39—41,54].
Conversely the presence of polyglutamine aggregates in DMI,
SCA8 and HDL2 raises the possibility that both group of diseases,
with coding and non-coding repeat expansions, share to some
extend, common pathophysiological mechanisms.
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ABSTRACT

Myotonic Dystrophy type | (DM1) is caused by an
abnormal expansion of CTG triplets in the 3
UTR of the dystrophia myotonica protein kinase
(DMPK) gene, leading to the aggregation of the
mutant transcript in nuclear BNA foci. The
expanded mutant transcript promotes the seques-
tration of the MBNL1 splicing factor, resulting in the
misregulation of a subset of alternative splicing
events. In this study, we identify the DEAD-box
RNA helicase p68 (DDX5) in complexes assembled
onto in vitro-transcribed CUG repeats. We showed
that p68 colocalized with RNA foci in cells express-
ing the 3'UTR of the DMPK gene containing
expanded CTG repeats. We found that p68
increased MBNL1 binding onto pathological
repeats and the stem-loop structure regulatory
element within the cardiac Troponin T (TNNT2)
pre-mRNA, splicing of which is misregulated in
DM1. Mutations in the helicase core of p68 pre-
vented both the stimulatory effect of the protein on
MBNL1 binding and the colocalization of p68 with
CUG repeats, suggesting that remodeling of RNA
secondary structure by p68 facilitates MBNL1
binding. We also found that the competence of p68
for regulating TNNT2 exon 5 inclusion depended on
the integrity of MBNL1 binding sites. We propose
that p68 acts as a modifier of MBNL1 activity on
splicing targets and pathogenic RNA.

INTRODUCTION

Myotonic dystrophy type 1 (DMI1) is a dominant
autosomal neuromuscular disorder, characterized by
multisystemic defects affecting muscle, heart, brain and

endocrine systems (1). DMI1 is one the most frequent
form of muscular dystrophy in adults that is caused by
an expansion of CTG triplets in the 3’ untranslated region
of the dystrophia myotonica protein kinase (DM PK) gene
(2-4). The mutant allele is transcribed, correctly spliced
and polyadenylated but it is not translated into a
protein. Instead, expanded transcripts are retained in the
nucleus and accumulate as discrete RNA foci, located at
the boundary of nuclear speckles (5-7). However, nuclear/
cytoplasmic distribution of mutant DMPK remains con-
troversial as cytoplasmic aggregates have also been
detected (8). It is now well established that the expanded
CUG repeats are toxic for the cells and play a major role
in DM1 pathogenesis. Based on structural studies on short
CUG repeats, it has been proposed that expanded CUG
repeats fold into an imperfect hairpin structure that inter-
feres with the activities of RNA binding proteins and
alters their normal cellular function. The muscleblind-like
1 protein (MBNL1) was identified by its ability to bind to
CUG repeats (9). MBNLI is a splicing factor that inter-
acts with RNA through its zinc-finger domains. Recently
it has been shown that MBNL1 binds to single-stranded
and structured RNA, which raises the question of how the
protein recognizes different RNA targets (10). In the DM 1
context, MBNLI1 colocalizes with nuclear foci of CUG
repeats and its sequestration by the expanded repeats
leads to a loss-of-function of the protein [review in refs
(11,12)]. Another RNA-binding protein involved in DM 1
is CUGBPI. This factor plays an important role in several
post-transcriptional processing steps, including transla-
tion, RNA stability and alternative splicing. Instead of
being sequestered by the repeats, the steady-state level of
CUGBPI is increased in DMI1 tissues due to its
hyperphosphorylation by protein kinase C, leading to a
gain of activity of the protein (13). MBNL1 and CUGBP1
are antagonistic splicing factors that are involved in
the reprogramming of splicing events during fetal to
post-natal development in muscle (14). The sequestration
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of MBNLI1 and the upregulation of CUGBP1 in DM1
are proposed to trigger the misregulation of alternative
splicing of a subset of muscle and brain-specific tran-
scripts, leading to the re-expression of fetal isoforms in
adult tissues. Several of these abnormal splicing events
correlate with clinical symptoms such as myotonia,
insulin resistance and heart conduction defects,
which are caused by the misregulation of the muscle-
chloride channel, insulin receptor (INSR) and cardiac
Troponin T (TNNT2) pre-mRNA, respectively (15-18).
In addition to MBNL1 and CUGBPI, other factors
such as transcription factors and hnRNP F/H have been
proposed to be involved in DM1 (19,20). However, their
function in the disease is unclear. Studies using the CUG
RNA fly model have identified modifiers of CUG toxicity
phenotypes (21), suggesting that factors or signaling
pathway other than MBNL1 and CUGBPI1 could be
involved in DM1 pathogenesis. Recently, the mislocali-
zation of the transcription factor SHARP in DMI has
been associated with alteration of steady-state levels of
numerous mRNAs that are important for muscle develop-
ment (22). Moreover, a recent study has demonstrated
that the processing of the pre-miR1 is altered in DMI,
reinforcing the idea that other mechanisms are involved
in DM1 pathophysiology (23).

The aim of this work was to isolate new factors that
bind to CUG repeats. Using an affinity chromatography
strategy with an RNA containing 95 pure CUG repeats,
we identified the RNA helicase p68 (DDXS5). p68 is a
prototype of DEAD-box RNA helicase proteins. This
family is characterized by a conserved core, consisting of
nine conserved motifs including the DEAD signature,
which gives rise to the name to these proteins (24). p68
is involved in many aspects of RNA metabolism including
transcription, RNA processing, RNA export, translation
and mRNA degradation (25,26). Here, we show that p68
colocalizes with RNA foci in different cell types that
overexpressed expanded CUG repeats. In vitro experi-
ments suggest that p68 promotes a conformational
change of CUG repeats that favors MBNLI1 binding or
stabilizes the complex through additional interactions. We
also found that p68 regulates alternative splicing of
TNNT?2 exon 5 and we demonstrate that the competence
for regulation depends on MBNL1. From these results, we
propose that p68 acts as a modifier of MBNLI activity on
splicing targets and pathogenic RNAs.

MATERIALS AND METHODS
Plasmids and constructions

Plasmid CTG 95 was constructed by cloning polymerase
chain reaction (PCR) fragment containing CTG repeats in
plasmid pSP72 that was digested with Pvull. CTG repeats
were obtained by PCR using a sense oligonucleotide con-
taining 7 CTG repeats and an antisense oligonucleotide
containing 7 CAG repeats. PCR fragments containing
varying lengths of CTG repeats were purified on agarose
gel and cloned into the pSP72 plasmid. Several clones were
subjected to sequence analysis. According to the orienta-
tion of the repeats in the plasmid, different lengths of

CUG or CAG repeats were obtained. Plasmid CTG 95
contains 95 CTG repeats. Plasmid CAG 61 contains 61
CAG repeats. Plasmids containing 14 CTG repeats or 16
CAG repeats were chosen for gel retardation assays.
Plasmid-containing 62 CCTG repeats were obtained by
PCR using a sense oligonucleotide containing 6 CCTG
repeats and an antisense oligonucleotide containing 6
CAGG repeats. PCR fragments were cloned into the
pSP72 plasmid and proceed as for CTG and CAG
plasmids. Plasmids containing the 3UTR of DMPK
gene with 5 or 200 pure CTG repeats were described pre-
viously (27). Plasmid-expressing DM PK exons 11-15 con-
taining 960 interrupted CUG repeats in exon 15 were
described previously (28). The 3 UTR of DMPK gene
containing 960 interrupted CTG was also cloned into a
Tet-on inducible lentiviral construct as previously
described (29). Mutations in the helicase core domains II
and IV of human p68/DDX5 were made by reverse
PCR from pcDNA4 p68/Ha-Myc-His provided by
Dr D. Auboeuf. For mutation in domain IT (p68 mt2),
sense and antisense oligonucleotides are 5-AGATAGA
ATGCTTGATATGGGC-3' and 5-GCTTCATTAAGG
ACAAGGTAGG-3, respectively. For mutation in
domain IV (p68 mt4), sense and antisense oligonucleotides
are 5-GCTGTGGAAACCAAAAGAAGA-3 and 5-AA
CAATGGTTTTATTCTCCTTCTC-3', respectively. The
wild-type and mutant 4G cardiac Troponin T (TNNT2)
minigenes were described previously (30). Mutant
TNNT2, CUG stem (CUGS) and GUF were described
previously (31). The TNNT2 RNA used for UV-cross-
linking experiments was generated by PCR from the
wild-type TNNT2 plasmid using sense and antisense
oligonucleotides (5-ACACATACGATTTAGGTGACA
CTATAGAACCCAGACTAACCTGT-3 and 5-CTGA
GGTTCAGGGAGTGG-3, respectively). Plasmid p68
for expression in Escherichia coli was generated by PCR
from pcDNA4 p68/Ha-Myc-His using a sense oligo-
nucleotide (5-ATCTAGGATCCATGTCGGGTTATTC
GA-3’) and an antisense oligonucleotide (5-AGATCTC
GAGTTGGGAATATCCTGT-3). The PCR product
after digestion with Ndel and Xhol was cloned in a
variant of pet28 (gift from Dr H. Le Hir) that was
digested by Ndel and Xhol. This vector contained in the
N-terminal a CBP tag followed by a TEV protease and in
the C-terminal a His-tag (32). The deletion of a C-terminal
part of p68 giving rise to p68 ACt2 was made by reverse
PCR using a sense oligonucleotide (5-CTCGAGCACCA
CCACCACCACCACTGA-3) and an antisense oligo-
nucleotide (5-ATAATTTTCCCTGTCTCTAA-3") using
pet28/p68 as a template. p68ACt2 containing mutations
in the helicase core domains II and IV were made by
reverse PCR from wild-type p68 ACt2. Plasmid
pGEX-6P1-MBNL1/40 kDa isoform was described previ-
ously (33).

Affinity capture of protein complexes and
MALDI analysis

HeLa cell nuclear extracts were purchased from A. Miller
(Cilbiotech, B-7000 Mons, Belgium). Myoblast and
myotube nuclear extracts from C2CI12 were prepared as
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described (34). Biotinylated in vitro-transcribed CUG95
repeats bound to streptavidin agarose were incubated
with 40% nuclear extracts under splicing conditions as
described (35). Proteins eluted from the beads were
separated by electrophoresis and detected by Coomassie
staining. Fourteen protein bands were excised from the gel
and identified using a nanoLC MS/MS-Orbitrap spec-
trometer (platform of proteomic of South-West Paris,
INRA).

Purification of recombinant proteins

Recombinant protein GST-MBNL1 and GST-UAPS56
(DDX39) were expressed in E. coli BL21 (DE3) and
purified using Glutathione Uniflow resin (BD biosciences
Clontech) according to standard procedure. GST-UAP56
was treated by thrombin to eliminate the GST tag accord-
ing to standard procedure. Recombinant protein p68
ACt2 and elF4A3 were expressed in E. coli BL21 (DE3)
and successively purified on calmodulin resin (Stratagene)
and on nickel sepharose (GE-healthcare) as previously des-
cribed (32). Proteins were dialyzed against buffer D (36).

Western blot analysis and antibodies

Western blots were performed according to standard
procedure with the following antibodies: anti-MBNLI1
monoclonal antibodies [MBla(4AS8), gift from Dr G.
Morris (7)], anti-p68 /DDXS5 monoclonal antibodies (1/
200, SantaCruz, sc 81350), anti-p72/DDX17 polyclonal
antibodies (1/1000, Bethyl laboratories A300-509 A),
anti-Myc monoclonal antibodies (1/500, sigma), anti-
Flag monoclonal antibodies (1/500), anti-Emerin (1/500,
SantaCruz, sc25284). The bands were detected with the
SuperSignal West Pico detection kit (Pierce) and
quantified with a Fuji LAS 3000.

UV-cross-linking, immunoprecipitation and gel
retardation experiments

RNAs for gel shift experiments and UV-cross-linking
experiments were transcribed using a cap analogue and
SP6 or T7 RNA polymerase in the presence of
[0-**PJUTP or [a->*P]CTP. Uniformly labeled RNA (10
fmol) were incubated for 15min at 30°C, in 10 ul with
recombinant MBNLT1 and p68 as indicated in the figures
under splicing conditions with 0.5 mM ATP, | mM MgCl,
and 20mM creatine-phosphate. Samples were UV
irradiated for 15min and treated with 0.3 pg RNase
A and 10U of RNase Tl at 37°C for 30min.
Immunoprecipitation experiments were carried out as
described with anti-MBNL1 (clone 3A4, sc47740
SantaCruz) or p68 monoclonal antibodies immobilized
on A/G agarose (34). The cross-linked proteins were
resolved on a 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) poly-
acrylamide gel and visualized by a Phosphorlmager.
RNA mobility shift assays were performed as described
with recombinant MBNLI1 and p68 ACt2 as indicated in
the figures (37). Recombinant proteins were diluted in
Dignam buffer D containing 0.5mg/ml bovine serum
albumin (BSA). The reaction was incubated for 15min
at 30°C and the protein complexes were resolved by elec-
trophoresis on a 4% non-denaturing polyacrylamide gel
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(39/1), 0.5xTris/Borate/EDTA buffer (TBE). RNA bands
were quantified using a Phosphorlmager (Molecular
Dynamics).

Cell culture

Cos, HeLa and NIEI115 cells were grown at 37°C in
Dulbecco’s-modified Eagle’s medium with 4500 mg/l
D-glucose (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum and antibiotics. C2C12 cells were grown in the same
medium supplemented with 20% fetal bovine serum.
Human muscle cells were derived from primary human
satellite cells and immortalized as described (38). Cells
were grown in Ham’s F10 medium supplemented with
20% fetal bovine serum and antibiotics. Cultures of
human myoblasts were also infected with lentiviral
vector expressing the Tet-on inducible 960 CTG construct.
Transduction was carried out overnight in the presence of
polybrene (4 ug/ml) as previously described (39). Cells
were grown in the same medium as above but with
50 pg/ml Gentamicin (Invitrogen). For immunofluores-
cence cells were seeded in 24-well vessel and grown to
~90% confluence. Cells were co transfected with 0.4 g
of plasmids expressing the repeats and 0.4 pg of plasmids
encoding proteins using lipofectamin 2000 (Invitrogen) ac-
cording to the manufacturer’s recommendations. For
plasmid DNA transfection, human muscle cells were
seeded in six-well vessel, and grown to ~90% confluence.
Cells were cotransfected with 0.5 pg minigenes and protein
expression vectors with lipofectamine LTX plus reagent
(Invitrogen, ratio 3:1), according to the manufacturer’s
recommendations. Cells were harvested 24 h later. RNA
and proteins were prepared from the same plates using
NucleoSpin RNA/protein kit (Macherey-Nagel) and
splicing patterns were analyzed by RT-PCR in the
presence of [*?P]JdCTP as previously described (37). PCR
products were resolved on 6% denaturing polyacrylamide
gels and quantified using a PhosphorImager. siRNAs and
primers are listed in Supplementary Table S3. SiRNA
duplex was transfected at 50nM with lipofectamine
RNAiIMAX (Invitrogen) in growth medium without anti-
biotics. Twenty-four hours later, the cells were
cotransfected with 50 nM siRNA and 0.5 pg of minigene
and p68 or MBNLI expression plasmid using
lipofectamine 2000 (Invitrogen). The media was replaced
with growth medium lacking antibiotics 3h later. Cells
were harvested 24 h after transfection of the minigene.
RNA and proteins were prepared as described above.

RNA-FISH combined with immunofluorescence

FISH was done as described using (CAG)g-Cy3 DNA
oligonucleotide probe (40). Glass coverslips containing
plated cells were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS
(pH 7.4) for 20 min and washed three times with PBS.
The coverslips were incubated for Smin in PBS/0.5%
Triton X-100 and washed three times with PBS before
prehybridization in 30% formamide, 2x SCC for
10 min. The coverslips were hybridized for 2h at 37°C in
30% formamide, 2x SCC, 2mM vanadyl ribonucleoside,
10 pg/ml BSA and 0.5 pug (CAG)g-Cy3 DNA oligonucleo-
tide probe (Sigma). The coverslips were washed twice in
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2x SCC/30% formamide at 42°C and twice in 1x SCC at
room temperature. Following FISH, the coverslips were
washed twice in PBS. The coverslips were incubated with
primary antibodies DDXS5 (1/2000 dilution, Abcam
ab21696), c-myc (1/500 dilution, clone 9E10; Santa
Cruz), M2-FLAG (1/200 dilution, clone A2220, Sigma)
and polyclonal antibodies DDX17 (1/400 dilution,
Bethyl laboratories A300-509 A) in PBS/0.1%BSA at
room temperature for 60min. The coverslips were
washed four times with PBS/0.1% Tween20 before incu-
bation with a goat anti-rabbit or rabbit anti-mouse sec-
ondary antibody conjugated with Alexa-Fluor 488 (1/1000
dilution; Molecular probes, Invitrogen) in PBS/0.1% BSA
for 60 min. Then, the coverslips were incubated for 10 min
in PBS/0.1% BSA/DAPI (1/10000 dilution) and rinsed
twice in PBS before mounting in Fluorescent Mouting
Medium (DAKO). Slides were examined using either a
simple fluorescence microscope (Leica) or a Leica
DM4000 B confocal microscope, equipped with a Leica
100x HCX Plan Apo CS 1.40 objective, in 1 -um optical
sections.

RESULTS

p68/DDXS and p72/DDX17 form aggregates
that colocalize with CUG repeats

In an attempt to find novel factors involved in DMI
pathophysiology, protein complexes assembled onto
biotinylated CUG repeats were purified by affinity chro-
matography on streptavidin-agarose beads. We verified
that MBNL1 from HeLa nuclear extracts became
cross-linked to a biotinylated RNA containing 95 pure
CUG repeats (Figure 1A). Therefore, streptavidin-agarose
beads coupled to the biotinylated (CUG)95 RNA was
used to capture protein complexes from HelLa or
myogenic nuclear extracts. After several washing steps,
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proteins were eluted and separated by sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
Numerous proteins were detected (Figure 1B). Some
are common to the three nuclear extracts tested while
others seemed to be specific to the cell type or to the dif-
ferentiation status of muscle cells (Figure 1B). Fourteen
bands were selected, from which about 100 proteins
were identified by mass-spectrometry (Figure 1B and
Supplementary Table S1). We focused on proteins that
presented interesting features regarding their properties
(double-stranded RNA proteins, splicing factors) or
because they are involved in myogenesis (Figure 1B). To
test the putative implication of the candidates in DM 1, we
investigated the localization of the proteins by RNA-
FISH/immunofluorescence experiments in Hela cells that
had been cotransfected with a plasmid encoding the
3'UTR of the DMPK gene containing either 960 inter-
rupted CTG repeats (28) or non-expanded repeats
(5 CTG) as a control. Most of the candidates did not
colocalize with RNA foci as exemplified by the RNA
helicase UAP56/DDX39 and the splicing factor CDC5L
(Supplementary Figure S1 and Supplementary Table S2).
In contrast, the RNA helicase p68 (DDX5) colocalized
with RNA foci (Figure 2). In the absence of expanded
repeats, myc-tagged p68 showed a diffuse localization in
the nucleoplasm. However in the presence of expanded
repeats, p68-myc formed aggregates that colocalized
with the foci as shown by FISH/immunofluorescence
using anti-Myc monoclonal antibodies (Figure 2A). The
colocalization of exogenous p68 was not cell-line depend-
ent, because aggregates were observed in different cell
types such as myogenic (C2C12) and neuronal (NIE115)
cell lines (Supplementary Figure S2). We also showed that
p68 accumulates with CUG RNA foci in cells that had
been cotransfected with a 3UTR DM PK minigene con-
taining 200 pure CUG repeats (41) (Figure 2A). We next
tested whether endogenous p68 colocalizes with CUG
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Figure 1. Affinity capture of protein complexes from HeLa and myogenic nuclear extracts by an in vitro transcribed RNA containing 95 CUG
repeats. (A) MBNLI is cross-linked to 32p_labeled CUGY5 repeats. In vitro transcribed (CUG)95 or (CAG)61 RNAs labelled with [0-*?P]CTP were
incubated with 40% HeLa nuclear extracts. After UV cross-linking an aliquot was precipitated with anti-MBNLI antibodies. The cross-linked
proteins were separated by SDS-PAGE. (B) Proteins from HeLa nuclear extracts, myoblast (Mb) and myotube (Mt) nuclear extracts from C2CI12
were separated onto a 10% polyacrylamide denaturing gel and detected by Coomassie Brilliant Blue staining. Numbers 1 through 14 refer to bands
that have been cut out from the gel and identified by mass-spectrometry. A subset of proteins identified by mass spectrometry is indicated.
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Figure 2. p68 and p72 colocalized with CUG RNA foci in HeLa cells.
(A) Cells were cotransfected with a plasmid encoding p68-myc and
plasmids expressing either 5, 200 or 960 CTG repeats. Expression of
p68-myc was detected by immunofluorescence using monoclonal
anti-Myc antibodies, followed by rabbit anti-mouse A488 antibodies.
Foci were detected by RNA-FISH using Cy3-labeled (CAG)8 probes.
Nuclei were stained with DAPI. (B) Endogenous p68 colocalizes
with CUG repeats. p68/DDXS5 was revealed with a DDX5 monoclo-
nal antibody. (C) Same experiment as in (A) except that cells were
cotransfected with a Flag-p72 expression vector. Expression of
Flag-p72 was detected by immunofluorescence using anti-Flag
antibodies. (D) Endogenous p72 colocalizes with CUG repeats. P72/
DDX17 was revealed with DDX17 polyclonal antibodies.

repeats. Immunofluorescence with monoclonal p68
antibodies confirmed that endogenous p68 colocalized
with expanded CUG repeats (Figure 2B). p72 (DDX17)
is a paralog of p68 that is highly similar to p68 (42). p72
was also found in complexes associated with in vitro
transcribed 95 CUG repeats. We thus investigated
whether p72 colocalized with the 960 CUG repeats. The
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results showed that p72 tagged with a flag epitope and
endogenous p72 formed aggregates that colocalized with
RNA foci (Figure 2C and D). In conclusion, our results
suggest that the DEAD-box RNA helicases p68 and p72
are novel factors that localize in CUG RNA aggregates
that recruit MBNLI.

p68 is a modifier of MBNL1 binding on CUG repeats

Structural analyses have shown that MBNLI1 binds to
CUG repeats via its Watson-Crick interface, suggesting
that the long A-form stem of the CUG repeats must be
partially unfolded (43). One function ascribed to
DEAD-box RNA helicases is to separate strands of
short RNA duplexes to promote the remodeling of
RNA-protein complexes (25). As RNA chaperones,
these proteins facilitate the correct folding of
structured-RNA molecules (44). Thus, we hypothesized
that RNA helicase p68 and/or p72 could locally disrupt
the G—C pairs of the CUG helix allowing the recruitment
or the stabilization of MBNLI1 to the repeats. To test
this hypothesis, recombinant protein MBNLI1 was
cross-linked to in vitro transcribed **P RNA containing
95 CUG repeats in the absence or presence of recombinant
p68 protein under splicing conditions. We focused on p68
because recombinant p72 was insoluble in our hands. To
increase the solubility of the recombinant p68 in E. coli,
100 amino-acids of p68 were deleted from the C-terminus,
keeping NLS and NES signals intact (45). This truncated
p68 protein (p68 ACt2) was still able to colocalize with the
RNA foci of expanded CUG repeats and to regulate
splicing (see below) as did the full-length p68
(Supplementary Figure S3). As previously observed in
other studies (9), MBNLI1 was cross-linked to CUG
repeats even in the absence of p68 (Figure 3A).
However, in the presence of increasing concentrations of
recombinant p68, the amount of MBNLI1 cross-linked to
the repeats was significantly increased (Figure 3A and sup-
plementary Figure S4). Immunoprecipation with mono-
clonal antibodies against MBNLI1 confirmed that the
cross-linked band was indeed MBNLI1 (Figure 3B). As
already reported, p68 was not efficiently cross-linked to
RNA using UV-cross-linking (46). However, we con-
firmed the interaction of p68 with CUG repeats by gel
retardation assays (Supplementary Figure S5). It has
been shown that MBNLI1 was recruited to RNA foci in
cells expressing CAG repeats (28). Thus, we tested
whether p68 had an effect on MBNLI1 binding on these
repeats. Results shown in Figure 3C indicated that p68
was able to increase the binding of MBNL1 on CAG
repeats in a similar range to those obtained on CUG
repeats. Myotonic dystrophy type 2 (DM2) is the second
form of myotonic dystrophy (47). It has been shown that
expanded CCUG repeats in DM2 also form RNA foci
that recruit MBNLI1 (48). Interestingly, the stimulating
effect of p68 was less efficient on CCUG repeats than on
the other repeats (Figure 3C). This suggests that the effect
of p68 on MBNLI binding might depend on particular
structural features embedded in the repeats. We next
tested whether the stimulating effect on MBNLI1 binding
was specific to p68. UV-cross-linking experiments were

1102 ‘7T Toquaoa( uo jseng Aq /310°s[eunolpiojxo reu/;/:djy woIj popeofumo(



6 Nucleic Acids Research, 2011

A p68(ng) 200 . 625125 25 50 100 200
MBNL1 -~ + + + + + + %

C CUGS5 CAG61 CCUG62
pBB(ng) - 25 75 - 25 75 - 25 75
MBNL1(200ng) + + + + + + + + +
MBNL1 jenfl L §

8 9

B
P
pe8(ng) . & &
MBNL1 + + + +
MBNL1
p68 UAPS6 elF4A3
(ng) 2575_2575_2575
MBNL1(200 ng) » @ + ¥ + + +
muu....-. e e
£ & T & &

. TEE ‘_‘ *kk

- N W A

l' *

Figure 3. p68 increases the binding of MBNLI to 95 CUG repeats. (A) Plasmid (CUG)95 was in vitro transcribed in the presence of [o->2PJUTP.
Labeled (CUG)95 RNA was incubated with a constant amount of recombinant MBNLI1 protein (200 ng) and increasing amounts of recombinant
p68ACt2 under splicing conditions with ATP. Proteins cross-linked to labeled RNA were separated on a 10% SDS-PAGE. Bottom image shows a
silver stain of a gel run in parallel. Note that p68 ACt2 migrates as two bands that are recognized by anti-p68 antibodies (data not shown). (B) The
cross-linked proteins shown in (A) were immunoprecipitated with anti-MBNLI1 antibodies and separated by SDS-PAGE. (C) (CUG)95, (CAG)61
and (CCUG)62 RNAs were labeled with [0-*?P]CTP and used for UV-cross-linking experiments. (D) The increase of cross-linked MBNLI to CUG
repeats is specific to p68. Labeled (CUG)95 was incubated with 200 ng of recombinant MBNLI1 protein and 25 or 75ng of recombinant p68ACt2,
UAPS56 or elF4A3 proteins. Quantifications result from three independent experiments, with error bars indicating standard deviation. *P < 0.05,

**P<0.01, ***P <0.001.

performed in the presence of UAP56/DDX39, one of the
candidates found in complexes assembled onto (CUG)95
repeats and another DEAD-box protein, elF4A3. The
stimulation was markedly reduced in the presence of
either UAP56 or elF4A3, suggesting that p68 exhibits spe-
cificity toward the repeats despite the fact that the cata-
lytic core of the DEAD-box helicase family is highly
conserved (Figure 3D). To further characterize the
requirement of p68 for MBNLI binding, we tested
whether mutations that affected ATPase/helicase activity
and RNA binding altered the stimulatory effect of p68 on
MBNLI binding. Mutations D248N of the DEAD-box
motif and mutation F346A in motif IV, which have been
shown to be important for these activities in other
DEAD-box proteins (24,49) reduced by 2-fold the ability
of p68 to stimulate MBNLI binding (Figure 4A).
Consistent with this in vitro analysis, mutations in both
the DEAD motif and RNA binding motif IV abolish
colocalization of p68 to RNA foci (Figure 4B).
Altogether, these results suggest that p68 acts as a
specific factor to facilitate MBNLI1 binding onto CUG
repeats. Previous experiments have proposed that
MBNLI is a primary determinant of RNA foci formation
(50). To examine whether knockdown of both p68 and p72
by siRNA has an effect on RNA foci formation, human
muscle cells were transduced with a 960 CTG construct
under the control of a Tet-on inducible promoter. RNA
foci were detected as early as 1 h following the addition of

doxycycline to the culture medium (Figure 5). In contrast,
the number of nuclei showing RNA foci was significantly
reduced in induced cells treated by siRNA against p68 and
p72, particularly at the early time points (1, 3 and 6h)
following doxycycline addition. No difference could be
observed at 24 h between induced-cells that were treated
or non-treated by siRNA against both p68 and p72
(Figure 5). Altogether, our results suggest that p68 and
p72 play a role in the formation of RNA foci by
facilitating the binding of MBNLI1 and that the inter-
action of these proteins with RNA foci is transient.

p68 regulates alternative splicing of TNNT2 that is
misregulated in DM1

One of the characteristic features of DMI1 is the
misregulation of alternative splicing of a subset of tran-
scripts that resulted in the re-expression of fetal isoforms
in adult tissues. It was shown that some of these events
are responsive to MBNLI. In this study, we have found
that p68 modifies MBNLI1 binding on CUG repeats.
Therefore, we wondered whether p68 played a role in
the regulation of alternative splicing events that are
regulated by MBNL1 and misregulated in DMI1. To test
this hypothesis we first inactivated both p68 and p72 by
siRNA interference using a siRNA that targeted both
proteins. Western blot analysis showed that about 95%
of p68 was depleted from the cells (Figure 6A). The level
of p72 depletion was also around 95% (Supplementary
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Figure 4. (A) Mutations in the helicase core domain of p68 modify its
ability to increase MBNLI1 binding. UV-cross-linking experiments with
labeled (CUG)95 were performed with 200 ng of recombinant MBNLI
and 25 or 75ng of wild-type recombinant p68ACt2 or p68ACt2
mutated in domain II (p68 mt2, mutation D248N), or in domain IV
(p68 mt4, mutation F346A). Quantifications result from three inde-
pendent experiments, with error bars indicating standard deviation.
*P<0.05, **P<0.01, ***P <0.001. (B) Mutations in the helicase
core domain of p68 strongly affect colocalization of the protein with
CUG repeats. RNA/FISH experiments were performed as described in
Figure 2 with wild-type p68-myc expressing vector or p68-myc express-
ing vectors mutated in domain II (DEAD) or IV.

Figure S6). The knockdown of both p68 and p72-activated
splicing of endogenous TNNT?2 alternative exon 5 as
a MBNLI1 knockdown did, but it had no effect on alter-
native splicing of INSR exon 11 or on either sarco/endo-
plasmic reticulum Ca2+-ATPase (ATP2A1) exon 22 or
MBNLI exon 7 (Figure 6B). Thus, these results suggest
that p68 and/or p72 regulates a subset of alternative
splicing events. It has been found that p68 and p72
could display distinct functions. Notably, it has been
shown that p68 and p72 have different abilities to
activate splicing of the CD44 alternative exons (51). To
test whether the increase of TNNT?2 exon 5 inclusion upon
inactivation of p68 and p72 was specific to one of these
two proteins, we performed individual p68 and p72
knockdown experiments. All of the siRNAs tested that
targeted different regions of p68 or p72 were able to
increase TNNT2 exon 5 inclusion (Supplementary
Figure S6). This suggests that both p68 and p72 are regu-
lators of splicing TNNT2 exon 5. Recently, it has been
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Figure 5. P68 and p72 facilitate RNA foci formation. Human muscle
cells expressing 960-interrupted CTG repeats under the control of a
Tet-on inducible promoter was used to attend the early steps of
RNA foci formation. The number of nuclei containing foci was
determined at different times after doxycycline addition (1, 3, 6 and
24h) in non-treated or treated cells by siRNA to inhibit p68/p72.
SiRNA duplexes were transfected 48 h before CUG repeats induction
by doxycycline. Quantification results from three independent experi-
ments. Approximately 300 cells were counted for each condition, with
error bars indicating standard deviation *P<0.05, **P <0.01,
*¥*EP <0.001.

proposed that MBNLI1 binding sites identified in
TNNT?2 are embedded in a stem—loop structure containing
pyrimidine-pyrimidine mismatches that is similar to the
CUG repeats, suggesting that MBNLI1 recognizes these
structures through a common mechanism (31). Thus, we
hypothesized that RNA helicases p68 and p72 might fa-
cilitate MBNLI binding in TNNT2 pre-mRNA as it does
for the CUG repeats. To test this proposal, we performed
UV-cross-linking experiments with an RNA encompass-
ing the regulatory stem—loop element. Figure 7A showed
that indeed p68 increased the binding of MBNL1 onto the
regulatory element. Then, we asked whether mutations
that reduce MBNLI1 binding would impair regulation of
TNNT2 exon 5 by p68. To answer this question, we used
several TNNT2 minigenes (obtained from the groups of T.
Cooper and A. Berglund), in which several mutations had
been introduced to disrupt MBNLI1 binding and/or the
stem—loop RNA structure (Figure 7B) (30,31). Human
myoblasts were cotransfected with wild-type and mutant
TNNT?2 minigenes that include exon 4-6 and with vectors
overexpressing p68 or MBNLI. In agreement with siRNA
experiments, overexpression of p68 repressed exon 5 inclu-
sion as did MBNLI1 (Figure 7B). As previously reported
by Ho et al. and Warf et al., the 4G minigene in which
mutations disrupted the RNA structure and MBNLI
binding did not respond to MBNLI1 overexpression
(Figure 7B). Interestingly, the 4G mutant was no longer
able to respond to p68. In contrast, the CUGS mutant
that still responded to MBNLI also remained responsive
to p68 regulation (Figure 7B). Finally, the GUF mutant
that resulted in complete inclusion of exon 5 and became
insensitive to MBNLI1 regulation was also insensitive to
p68 regulation (Figure 7B). These results suggested that
the competence for regulating alternative splicing of
TNNT2 by p68 depended on the presence of MBNLI
binding sites and the ability of MBNLI to regulate this

1102 ‘7T Toquaoa( uo jseng Aq /310°s[eunolpioyxo reu//:dijy woIj popeofumo(y



8 Nucleic Acids Research, 2011

A l\qr N
Q N
S ég} @‘ée.
& & &
P68 e a _———

MBNL1 !-!-- -—
Emerin [ g IO son P e

1 2 3 4 5 6

B TNNT2 INSR MBNL1 ATP2A1
o o
50 BRI By &3
= = = -
(5]
¢2@D 2@ 333 830
4 a2 daoa=E Jo= dJdac=
DD D mmw m e wm BB ®
+Exon--—-. — — - -
—

—

-Exon S &% 8 = = ==
1 2 3 45 6 7 8 9 101112

2 60 s 50 =
5 50 40 ¢ 40/ 60,
g 40 30 30
G a0 _ 40
T il | B
S 10.. 10 I 10-' l = o
w |
0 0 0 0 ]

Figure 6. p68 regulates splicing of TNNT2 alternative exon 5.
(A) Western blot analysis of human myoblasts treated with a control
luciferase siRNA, (siLuc), sip68/p72 or siMBNLI. About 15ug (lanes
1, 3 and 5) or 7.5 pg (lanes 2, 4 and 6) of proteins were loaded per lane.
The blot was probed with antibodies against p68, MBNLI1 and emerin
as a control. (B) RT-PCR analysis of endogenous transcripts in human
myoblast cells transfected with a control siRNA (siLuc), siRNA against
p68/p72 or siRNA against MBNLI. The histogram shows the quanti-
fication of exon inclusion. Results are derived from six independent
experiments for TNNT2 and four independent experiments for INSR,
MBNLI and ATP2A1 with error bars indicating standard deviation.
*P <0.05, **P<0.01, ***P <0.001.

transcript. Therefore, we can anticipate that the inactiva-
tion of MBNLI1 would result in the inability of p68 to
regulate TNNT2 exon 5. To validate this hypothesis, we
first cotransfected human myoblasts with the 3YDMPK
UTR containing 5 or 960 CTG repeats and the TNNT2
minigene in the presence or absence of a vector coding for
p68 (Figure 8A). We used an expression vector encoding
PTB that is a repressor of exon 5 inclusion as a control
(52). As previously observed in other studies and consist-
ent with sequestration of MBNLI1 by the repeats, express-
ing CUG repeats resulted in an increase of TNNT2 exon 5
inclusion (12) (Figure 8A). Interestingly, p68 was not able
to regulate inclusion of TNNT2 exon 5 when 960 CUG
repeats were expressed. In contrast, p68 was still able to
regulate TNNT?2 exon 5 in control experiments where only
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Figure 7. RNA stem-loop mutations that abolish MBNLI binding
impair the regulation by p68. (A) p68 stimulates binding of MBNLI
onto the stem—loop regulatory element of TNNT2. Labeled stem—loop
regulatory RNA was incubated with a constant amount of recombinant
MBNLI protein (200ng) and increasing amounts of recombinant
p68ACt2. Proteins cross-linked to labeled RNA were separated on a
10% SDS-PAGE. The TNNT2 RNA used for cross-linking experi-
ments is indicated. (B) RT-PCR analysis of splicing of TNNT2
alternative exon 5 in wild-type and mutant minigenes. Schematic rep-
resentation of wild-type and mutant stem—loop structure within
TNNT?2 intron 4 [adapted from ref. (31)] is shown. Human myoblast
cells were cotransfected with wild-type or mutant TNNT2 minigenes
and expression vector coding for p68 (lanes 2, 5, 8 and 11) or MBNLI
(lanes 3, 6, 9 and 12). The histogram shows the quantification of exon 5
inclusion. Results are derived from at least three experiments, except
for lanes 4, 6, 7, 9, 10 and 12, which are derived from two experiments.
*P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001. NS: non-specific.

five CUG repeats were expressed. This finding was not due
to a general effect of the repeats on splicing, because re-
pression of exon 5 inclusions by PTB was the same regard-
less of the expressed CUG repeats length. We then tested
the ability of p68 to regulate TNNT2 exon 5 inclusions
after inactivation of MBNLI1 by siRNA (Figure 8§B). In
agreement with previous studies, knockdown of MBNLI1
increased splicing of TNNT2 exon 5 (Figure 8B). As
already shown (Figure 8B), cotransfecting cells with a
plasmid coding p68 resulted in a 2-fold decrease of
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Figure 8. Sequestration of MBNL1 by CUG repeats or MBNL1 knockdown by siRNA makes splicing of TNNT2 exon 5 non-responsive to p68.
(A) RT-PCR analysis of TNNT2 minigene in human myoblast cells cotransfected with the 3’ UTR DM PK minigene containing 5 (lanes 1-3) or 960
(lanes 4 to 6) CTG repeats and a p68 expression vector (lanes 2 and 5) or as a control a PTB expression vector (lanes 3 and 6). The histogram shows
the quantification of exon 5 inclusion. Results are from at least two experiments except lanes 3 and 6, for which a single experiment was performed.
(B) RT-PCR analysis of TNNT2 minigene in human myoblast cells transfected with a control siRNA (lanes 1 and 2) or siRNA against MBNLI
(lanes 3 and 4) and a p68 expression vector (lanes 2 and 4). The histogram shows the quantification of exon 5 inclusion. Results are from four
experiments with error bars indicating standard deviation. *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001.

TNNT?2 exon 5 splicing. In contrast, splicing of TNNT2
exon 5 became less sensitive to p68 when cells were
deprived of MBNLI. Consistent with these results,
splicing of TNNT2 exon 5 became unresponsive to the
knockdown of both p68 and p72 in DM1 myoblasts
(Supplementary Figure S7). Altogether, these results dem-
onstrate that p68 regulates the splicing of TNNT2 exon 5
alternative exon and suggest that p68-mediated regulation
depends on MBNLI1 binding.

DISCUSSION

DEAD-box proteins are a well-characterized class of
RNA helicases that play essential roles in cellular
processes involving RNA (25,26). Their basic functions
are to remodel RNA and RNA-protein complexes. In
this study, we identified DEAD-box RNA helicases p68
and p72 in complexes that assembled onto pure CUG
repeats. We showed that these proteins colocalized
with  RNA foci formed by the 3UTR of DMPK
mRNA-containing 200 or 960 CUG repeats. In particular,
we found that p68 increases the binding of MBNLI onto
in vitro transcribed CUG repeats. Moreover, we showed
that TNNT2-mediated splicing regulation by p68 is de-
pendent on MBNLI1 binding sites. On the basis of our
results we suggest that p68 acts as a modifier of MBNLI1
activity by facilitating the binding of MBNLI1 onto the
repeats and splicing target.

Affinity chromatography is a powerful method that
has been used to decode the composition of protein
complexes that assemble onto RNA. Using pure CUG
repeats as bait, about 100 proteins were identified by
mass-spectrometry. Many of them are hnRNP and are
involved in several aspect of RNA metabolism (Figure 1
and Supplementary Table 1). Surprisingly, MBNL1 was

not found in MS spectra. A similar observation was made
by Kim et al. (53), who also did not detect MBNLI1 in
complexes purified using 46CUG repeats. However, in
accordance with Miller et al. (9), we showed that
MBNLI1 is one of the major proteins from nuclear
extracts that becomes cross-linked to the 95 CUG
repeats (Figure 1A). In addition, MBNLI1 was detected
in the elution fraction from the affinity chromatography
by western blot analysis (data not shown). Thus, the
reason for the absence of MBNLI from MS-spectra
is not completely understood. One possible explanation
is that, unfortunately, the band containing MBNLI
was not excised from the gel for identification by
mass-spectrometry. Another possibility is that in our ex-
perimental conditions other proteins compete with
MBNLI for binding to the repeats. Among the proteins
that we identified, only the DEAD-box proteins p68 and
p72 form aggregates that colocalize with expanded CUG
repeats. Interestingly, a study utilizing coexpression fre-
quency shows that MBNLI1 is coexpressed with p68 and
p72, suggesting that these proteins could belong to the
same signaling pathway (54). Additionally, another
report shows that p68 is found in complexes associated
with MBNLI in myoblasts (55). The colocalization of
p68 and p72 with RNA foci was observed with
overexpressed RNA containing interrupted 960 CUG
repeats or pure 200 CUG repeats and was independent
of the cell lines. We also found that endogenous p68 and
p72 colocalized with the repeats, as did exogenous
proteins, suggesting that p68 and p72 are indeed recruited
to RNA foci. However, in contrast to MBNLI our results
also show that only a fraction of p68 and p72 aggregates
with RNA foci. p68 and p72 proteins are involved in
multiple biological pathways and play a crucial role
during development (25,26). It has been shown that the

110T ‘2T 12quid9( uo 3sond Aq /310°sjeuwinolpiojxo-1eu//:d)ny wolj papeojumoq



10 Nucleic Acids Research, 2011

disruption of either p68 or p72 genes in mice results in
a very severe phenotype that leads to early lethality (56).
In addition, the same study found that the processing of
several microRNAs involved in cell survival is affected in
p68 and p72 homozygous mice (56). Thus, according to
these findings, a sequestration mechanism of p68 and p72
that leads to a deficiency of protein function similar to
that of MBNLI1 seems unlikely. In fact, no colocalization
of p68 with RNA foci could be observed in muscle tissues
from DM patients or mice expressing large CTG expan-
sions (data not shown). As recently reported, we never
observed recruitment of p68 in RNA foci of DMI
myoblasts (55). However, taking advantage of an indu-
cible system in which the expression of expanded CUG
repeats is under the control of an inducible promoter,
we were able to show that the knockdown of both p68
and p72 has an effect on RNA foci formation (Figure 5).
The effect on the number of newly formed foci was tran-
sient following doxycycline addition suggesting that p68
and p72 act at an early stage of RNA aggregation and
then are released from the RNA foci. Interestingly a
recent model has been proposed by Junghans to conciliate
some conflicting results of DM1 pathobiology. This model
poises the existence of insoluble and soluble RNA foci
with distinct binding properties (57). Thus, one possibility
would be that p68 and p72 intervene in the transition
between these two forms of RNA foci.

One general task of DEAD-box RNA helicase is to
modify RNA structure and/or RNA protein complexes
(25,26). A recent crystal analysis of two zinc-finger
domains of MBNL1 with a short CGCUGU RNA
shows that MBNLI targets GC steps, indicating that
G-C base pairing within the helix has to be distorted
(43). On the basis of our results, we propose that the
recruitment of p68 to the CUG repeats would promote
structural changes of the RNA that would facilitate
and/or stabilize the binding of the splicing factor
MBNLI to the repeats. Consistent with that proposal, mu-
tations in the helicase core domain of p68 strongly
decreased both the stimulation of p68 on MBNLI
binding and the colocalization of p68 with CUG repeats
(Figure 4). Although we focused on the role of p68, data in
other publications suggest that p68 and p72 can exist as
heterodimer in the cell (58). Indeed, our results show that
p68 and p72 have the same function, suggesting that at
least a fraction of p68 and p72 acts functionally as
heterodimers (Figure 2 and Supplementary Figure S6).
We also observed that the stimulatory effect operates on
CAG repeats and on the regulatory intronic sequence of
TNNT2 pre-mRNA (Figures 3C and 7A). Interestingly,
several biochemical and structural studies predicted that
pathogenic CUG repeats and TNNT2 RNA adopt
similar RNA secondary structure (31,59). For CAG
repeats, recent structural analysis also suggests that CAG
and CUG duplexes share structural similarities (60). Thus,
we can hypothesize that these common structural elements
compose the basis for p68 recognition and subsequently
for the increase of MBNLI1 on the RNA. In contrast,
p68 only slightly increases the binding of MBNLI1 onto
CCUG repeats. Interestingly, MBNLI1 binds to CCUG
RNA with an affinity 2-fold stronger than CUG RNA

(31). However, it has been shown that CCUG has a
decreased stability compared to CUG (31). Thus, it is
tempting to speculate that the requirement for p68 might
depend on the stability of the RNA structure. We can
suggest that the less an RNA is structured, the less p68
will be needed to distort the structure. Our results are con-
sistent with a recent study that shows that MBNL1 is able
to bind to both single-stranded and double-stranded
RNAs (10). The mechanism by which p68 favors the
binding of MBNLI to the CUG repeats remains
unknown. Time course experiments show that there is a
huge increase of MBNLI1 binding in the first few minutes
following incubation with p68 (Supplementary Figure S4).
It is known that the DEAD-box RNA helicases as RNA
chaperones, modify the folding of RNA molecules. Thus,
we can speculate that p68 accelerates the transition from
misfolded RNA conformation to correct folding RNA
structure, suitable for MBNLI1 binding. Several studies
point to the importance of U-U mismatches for MBNLI1
binding (59,61). Thus, we propose that the mismatches
could provide an anchoring site for p68 from which local
strand separation could be initiated which would allow the
interaction of MBNLI1 to the repeats. It also has been
shown that MBNL1 forms a ring-like structure with
CUG repeats. From this finding we can suggest that
in vivo p68 accelerates formation of this structure that is
proposed to be the basis for MBNLI1 sequestration (59).
In this study, we provide evidence that the alternative
splicing of TNNT2, which is misregulated in DMI1 is
regulated by p68. We also found that alternative splicing
of MBNLI1 exon 7, ATP2A1 exon 22 or INSR exon 11,
which are regulated by MBNL1 and misregulated in
DMI, are not sensitive to p68 and/or p72, suggesting
that these proteins regulate specific classes of transcripts.
This finding raises an intriguing question. Why does alter-
native splicing of some transcripts regulated by MBNLI1
require p68? The answer is not yet understood, but could
be related to the architecture of the MBNLI binding sites.
Indeed, a recent study of Cass and coworkers suggests
that different modes of MBNLI recognition must
operate for single-stranded and structured RNA targets
(10). In the case of TNNT2, MBNLI binds to a short
stem—loop RNA structure, and we show that p68 increases
the binding of MBNL1 onto this RNA structure. In
contrast, at least for the INSR and MBNLI1 transcripts
no potential RNA secondary structure has been identified
within the MBNLI1 response element (62,63). Thus, we can
propose that p68 would be required only for splicing RNA
targets in which MBNLI1 binding sites are embedded into
a stem-loop structure. The modification of RNA stem-—
loop structure is a common theme for regulating alterna-
tive splicing by p68. However, the mechanism by which
p68 mediates its effect is different according to the differ-
ent targets. In the case of alternative splicing of Tau exon
10 and IDX alternative exon of c-H-ras pre-mRNA, it has
been shown that p68 promotes the access of UIsnRNP to
the 5 splice site (64) or block the binding of hnRNP H
(65), respectively. Our findings provide a new mode for
how p68 can regulate alternative splicing by increasing
the activity of a splicing factor. We also found that pre-
venting the binding of MBNLI1 onto the RNA, either by
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sequestration of the protein by expanded CUG repeats
or by mutations in the MBNL1 binding sites, made
TNNT2 exon 5 insensitive to p68 regulation. This
suggests that the repression of TNNT2 exon 5 by p68 is
dependent on MBNLI binding to the regulatory element,
and it supports the idea that p68 would not act as a
splicing factor per se, but rather, would be a coregulator
or a coadaptator of MBNLI1 binding. Thus, we favor a
model according to which p68 modifies the stem—loop
RNA structure of TNNT?2 as it does on the toxic CUG
repeats, which allows the stabilization of MBNLI.

In conclusion, our results have identified a modifier of
MBNLI1 activity. We suggest that through a common
mechanism, the DEAD-box RNA helicase p68 modifies
the RNA secondary structures of splicing targets and
pathological RNAs to facilitate or stabilize MBNLI
binding that may contribute to the pathogenesis of DM1.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data is available at NAR Online:
Supplementary Tables 1-3, Supplementary Figures 1-7,
Supplementary Reference [66].
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Legends to supplementary figures
Supplementary Figure S1.

UAPS56 and CDCS5L do not co-localize with RNA foci. HeLa cells were co-transfected with
GFP-UAP56 or GFP-CDCSL expression plasmids and minigenes containing the 3’'UTR of
DMPK gene with 960 CTG repeats (CUG960). Foci were detected by RNA-FISH using Cy3-
labeled (CAG)8 probes. Nuclei were stained with DAPI.

Supplementary Figure S2.

p68-myc colocalizes with CUG repeats in different cell lines. Cells were co-transfected with a
myc-p68 expression vector and a minigene containing the 3’UTR of DMPK gene with 960
CTG repeats (CUG960). Expression of p68-myc was detected by immunofluorescence using
anti-myc antibodies, followed by rabbit anti-mouse A488 antibodies. Foci were detected by
RNA-FISH using Cy3-labeled (CAG)8 probes. Nuclei were stained with DAPI.

Supplementary Figure S3

(A) Schematic representation of wild-type p68 and p68 A Ct2. 100 aminoacids from the C-
terminus have been deleted. (B) p68-myc A Ct2 colocalizes with RNA foci. HeLa cells were
co-transfected with p68-myc A Ct2 expression plasmid and minigene containing the 3’UTR of
DMPK gene with 5 CTG (CUGS5) or 960 CTG repeats (CUG960). Expression of p68-myc
was detected by immunofluorescence using anti-myc antibodies, followed by rabbit anti-
mouse A488 antibodies. Foci were detected by RNA-FISH using Cy3-labeled (CAG)S8
probes. Nuclei were stained with DAPI. (C) Overexpressed p68 A Ct2 protein has the same
splicing activity on TNNT2 exon 5 inclusion as p68 wt. Human myoblast cells were
cotransfected with the TNNT2 minigene and with expression vector coding for p68 or p68 A
Ct2. The histogram shows the quantification of exon 5 inclusion. Results are derived from
three experiments with error bars indicating standard deviation. **P<0.01

Supplementary Figure S4

p68 accelerates the binding of MBNLI1 to 95 CUG repeats. (A) Time courses of MBNLI
binding to CUG repeats in the absence or presence of p68. Labeled (CUG)95 RNA were
incubated for indicated times with different amounts of recombinant MBNL1 protein with or
without a constant amount of recombinant p68ACt2 (100ng) under splicing conditions with
ATP. Proteins crosslinked to labeled RNA were separated on a 10% SDS-PAGE. The results
are representative of three independent experiments. (B) Progress curves of MBNLI1 binding
for one experiment are shown. The radioactivity from labelled crosslinked band was
quantified using a PhosphoImager. Open symbols show MBNLI1 binding incubated without
p68. Closed symbols show MBNL1 binding incubated with p68§.

Supplementary Figure SS.

Gel shift experiments on (CUG)14, (CAG)16 and TNNT2 stem-loop structure element. In
vitro transcribed (CUG)14, (CAG)16 and TNNT2 RNAs labeled with [a-* P]JCTP were
incubated with the indicated amount of recombinant proteins. RNA-protein complexes were
separated on native gel electrophoresis. Short CUG and CAG repeats are preferred to the long
(CUG)95 and (CAG)62 repeats because RNA-MBNLI1 complexes from the long repeats
remain in the wells.



Supplementary Figure S6.

Several different siRNAs that target various regions of p68 or p72 have the same effect on
alternative splicing of TNNT2 exon 5. Co-transfection of the TNNT2 minigene in human
myoblasts treated with 50 nM of a control siRNA (lane 1), siRNA targeting different regions
of p68 or p72 (lanes 3 to 5 and lanes 6 to 8, respectively), the siRNA targeting a common
region of p68 and p72 (p68/p72, lane 2) or the siRNA targeting MBNL1 (lane9). (A) Western
blot analysis of cells treated with the different siRNAs. Blots were probed with antibodies
against p68/DDXS5, p72/DDX17, MBNLI1 and emerin as a control. Note that polyclonal
antibodies against DDX17 recognize the alternative polypeptide p82, which is the result of
upstream translation initiation from a non-AUG codon (66). (B) RT-PCR analysis of TNNT2
exon 5 inclusion in cells treated with the different siRNAs. The results are from two
independent experiments with error bars indicating standard deviation. *P<0.05, **P<0.01,
% P<0.001.

Supplementary Figure S7

The splicing of TNNT2 exon 5 in DM1 myoblasts is unaffected by the knockdown of
p68/p72. (A) RT-PCR analysis of endogenous transcripts in DM1 cells transfected with a
control siRNA (siLuc) or siRNA against p68 and p72. (B) The histogram shows the
quantification of exon 5 inclusion. Results are from two independent experiments. (C)
Western blot analysis of cells treated with the different siRNAs. Blots were probed with
antibodies against p68/DDXS5, p72/DDX17 and B-actin as a control

66. Uhlmann-Schiffler, H., Rossler, O.G. and Stahl, H. (2002) The mRNA of DEAD box
protein p72 is alternatively translated into an 82-kDa RNA helicase. J Biol Chem, 277,
1066-1075.



Supplementary Figure S1
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Supplementary Figure S2
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Supplementary Figure S3
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Supplementary Figure S4
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Supplementary Figure S5
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supplementary Figure S6
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Supplementary Figure 7
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Legends to supplementary tables

Supplementary Table S1.

Proteins identified by mass-spectrometry. Proteins from the fourteen bands are indicated.
Supplementary Table S2.

Proteins tested for colocalization with CUG repeats by FISH/immunofluorescence. Note that
some proteins not found in complexes assembled onto CUG repeats have been tested for
colocalization because a member identified by mass-spectrometry has known interacting
proteins (like proteins for the EJC complex).

Supplementary Table S3.

Sequences of siRNAs and oligonucleotides used for RT-PCR.



Supplementary Table S2

Proteins tested by
FISH/immunofluorescence

AIMP1
cullin 4A
CDCS5L
DDX17
DDX5
DNA ligase III
EML3
hnRNP M
Ifi204
Magoh
MBNL
NF110c
NF110L
NF90c
NF90L
Nucleolin
p43

PARP-1
Pml Scl-100
SC35
UAP56/DDX39
XRCC1

Y14

colocalization



Supplementary Table S3

SiRNA (Eurogentec)
siRNA si Luc
sip68-3

sip68/p72

sip68-1

sip68-2

siMBNLI

sip72-1

sip72-2

sip72-3

CGUACGCGGAAUACUUCGAdTAT
CCGCAACCAUUGACGCCAUdTAT

GGCUAGAUGUGGAAGAUGUATAT
UCAAUUAUGACUACCCUAAdTAT
AUGAAUUCAAACAUGGAAAJTAT
CACGGAAUGUAAAUUUGCAATAT
CAAGGGUACCGCCUAUACCATAT

CAGCAGACUUAAUUACAUUATAT
GAAAGAGAUUGGGUACUUAJTAT

Oligonucleotides against endogenous genes

TNNT2

sens 5" AAGAGGTGGTGGAAGAGTAC 3’

antisense 5" AGCCTCCTTTGCTTCCTCTT 3’

INSR

sens 5> AATGCTGCTCCTGTCCAAAG 3°

antisense 5> ACCGTCACATTCCCAACATC 3’

ATP2A1

sens S"TGGTCCTCAAGATCTCACTG 3’

antisense 5> TAAACAGACACATGACACGG 3’

MBNL1

sens 5> TTGCAAGCCAAGATCAAGGC 3’

antisense 5> CTGTTGTAACTGCATGTTGG 3’



Minigene

TNNT2 :

sens 5" CATTCACCACATTGGTGTGC 3’
antisense 5" AGGTGCTGCCGCCGGGCGGT 3’



