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RESUME







De nombreuses études ont mis en évidence I’'importance du controle qualité¢ des protéines
(PQC), c’est a dire des mécanismes de reconformation (chaperons moléculaires) et de
dégradation (autophagie, proteasome) des protéines dans différentes pathologies musculaires
telles que la dystrophie musculaire d’Ullrich (UCMD), de Duchenne (DMD) ou d’Emery-
Dreifuss (EDMD) ; cependant, a I’heure actuelle, aucune n’a été menée sur 1’ensemble de ces
mécanismes dans un seul et méme modele et sur des cellules musculaires avant leur
différenciation en muscles. Nous nous sommes donc intéressés a la fonctionnalité des
mécanismes de Controle Qualité des Protéines et a leurs interconnexions dans des myoblastes
immortalisés de donneurs sains ou de patients atteints de DMD. Nous avons observé une
augmentation de 1’agrégation protéique dans les cellules DMD. Ce phénomeéne s’accompagne
d’une dérégulation des mécanismes de séquestration par les chaperons moléculaires,
conséquence d’une modulation de D’expression des protéines HSPB5 et HSPBS. Les
mécanismes de dégradation sont également dérégulés; en effet, nous avons observé d’une
part, une diminution de I’activité enzymatique du protéasome ainsi que des molécules
d’adressage des protéines multiubiquitinées au protéasome et d’autre part, une augmentation
de I’activité du facteur de transcription NFkB, de ’expression de protéines intervenant dans
I’autophagie et des complexes BAG3/HspB8 conduisant a une augmentation du flux
autophagique. L’ensemble de ces dérégulations refléte 1’existence d’un stress d’agrégation
protéique dans les myoblastes issus de patients DMD. Dans ce contexte, la modulation
pharmacologique du PQC dans ces cellules pourrait représenter une nouvelle stratégie

thérapeutique pour la Dystrophie Musculaire de Duchenne.
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CHAPITRE 1 : Le Contrdle Qualité des Protéines (PQC)

Conformation native et agrégation des protéines

Traduction, repliement et conformation native

Pour étre fonctionnelles, les protéines doivent atteindre une conformation particuliere,
déterminée par leur séquence en acides aminés et correspondant a la structure la plus
thermodynamiquement stable : la conformation native. Cependant, la recherche du repliement
idéal nécessite une forte consommation énergétique (Figure 1), celle-ci passant préalablement
par de nombreux essais de conformation aléatoires. Ce processus implique donc la mise en
place de liaisons faibles (liaisons covalentes ou ioniques, interactions hydrophobes, liaisons
de Van Der Walls) ainsi que I’intervention de chaperons moléculaires pour assurer la stabilité
de la protéine. En raison de I’environnement aqueux (cytosol, nucléoplasme...) dans lequel se
produit le repliement protéique, 1’obtention de cette conformation passe par 1’internalisation
des résidus non polaires, formant un cceur hydrophobe entouré d’une couche hydrophile
d’acides aminés polaires. Dans certaines conditions, le processus de repliement peut étre
perturbé, ayant pour conséquence la formation d’agrégats protéiques et le développement de

pathologies.

Principales causes du mauvais repliement protéique

Changements physiologiques
Le vieillissement est 1’'une des causes physiologiques principales de 1’agrégation protéique.
Apres un certain nombre de divisions, les cellules deviennent sénescentes et les mécanismes
de repliement et de contrdle qualité des protéines perdent de leur efficacité, permettant aux
protéines mal conformées de s’agréger ou de s’associer a d’autres partenaires pour former des

agrégats toxiques (Groh et al., 2017; Taylor & Dillin, 2011; Walther et al., 2015).



1.2.2 Mutations
Certaines mutations génétiques peuvent causer des changements d’acides aminés au sein de la
chaine polypeptidique (mutation faux-sens), entrainant la modification des propriétés physico-
chimiques de celle-ci et un mauvais repliement protéique. Les protéines mal conformées
peuvent alors s’agréger entre elles ou former des agrégats via des interactions inhabituelles
avec d’autres partenaires protéiques. D’autres types de mutations, telles que les expansions
nucléotidiques, peuvent donner naissance a de nouvelles structures intra-peptidiques, donnant

lieu a des repliements inadéquats et/ou a des interactions inadaptées.

s T

Etat
dénaturé

Chaperons |

moléculaires Chaperons
moléculaires

IIC
=

Intermédiaire de
conformation

oA

Oligomére

Energie

Repliement
partiel

Conformation

native
Agrégat
amorphe
AL
Fibrilles amyloides
B3 » <€ >
Liaisons intramoléculaires Liaisons intermoléculaires

Figure 1 : Conformation protéique et état énergétique (Adapté de Hartl & al., 2011). Lors de leur traduction, les protéines
doivent passer par différentes étapes de repliement, en vue d’atteindre la structure la plus thermodynamiquement stable : la
conformation native. Cependant, en I’absence de chaperons moléculaires, les protéines ont tendance a s’engager dans les voies de

repliement les moins consommatrices d’énergie et vont ainsi former des agrégats.

28




Stress environnementaux
Les variations de température (Wallace et al., 2015) ou de pH (Balejéikova et al., 2017)
peuvent entrainer la déstabilisation des liaisons intraprotéiques et mener a la dénaturation des
polypeptides. Une augmentation de la concentration protéique intracellulaire peut également
mener a I’accumulation d’intermédiaires partiellement repliés (Wang et al., 2010). Le stress
oxydatif ainsi que la concentration en sels du milieu (Pasquier et al., 2017) sont aussi des

facteurs pouvant faciliter I’agrégation protéique.

Conséquences d’une mauvaise conformation protéique

Agrégation protéique
L’agrégation protéique est un processus nécessitant un apport énergétique moins important
que celui fourni pour atteindre la conformation native d’un polypeptide. Ainsi, a 1’état
dénaturé et en I’absence de chaperons moléculaires pour les guider, les protéines ont tendance
a s’engager spontanément dans la voie la moins consommatrice d’énergie (Figure 1 ; Hartl et

al., 2011).

Phase de nucléation
La formation d’agrégats est un processus multi-étapes (pour revue, voir Roberts, 2007),
débutant par une phase de « nucléation ». Les protéines dénaturées exposent leurs résidus
hydrophobes, générant des forces répulsives contre le cytosol. Pour remédier a cela, ces
protéines vont s’associer entre elles par 1’établissement de liaisons hydrogeénes entre leurs
régions non polaires, formant ainsi de maniere irréversible un petit oligomere stable : le

noyau. C’est a partir de cette structure que vont se développer les agrégats.

Formation des protofibrilles
L’¢étape suivante consiste en 1’¢longation en protofibrilles, filaments fins obtenus a partir de
I’ajout de monomeres dénaturés ou de 1’assemblage de plusieurs noyaux entre eux. Ce
processus reste réversible jusqu’a l’apparition de réarrangements structuraux, qui vont
entrainer la « fixation » de la protofibrille. Ces filaments seront majoritairement linéaires, du

fait de la formation de feuillets B lors des interactions protéine-protéine.



Condensation
La phase finale du processus d’agrégation est la condensation. Les protofibrilles vont
s’assembler et former 3 catégories d’agrégats protéiques :
- Les agrégats amorphes, ne possédant pas d’organisation structurale particuliére et formés de
maniere rapide (Borgia et al., 2013)
- Les fibrilles amyloides, résultant de I’association latérale de protofibrilles (Dovidchenko et
al., 2014)
- Les gels (Woodard et al., 2014), issus de 1’association de structures en feuillets 3.
Une méme protéine peut adopter plusieurs types de structures lors de son agrégation. On parle

alors de polymorphisme d’agrégation (Kodali & Wetzel, 2007).

Agrégation protéique et pathologies, quelques exemples
La formation d’agrégats est impliquée dans le développement de diverses pathologies,
appelées maladies d’agrégation protéique. Le caracteére pathogene de cette agrégation peut se
traduire de 2 fagons, survenant parfois de maniére combinée : d’une part en conférant aux
protéines une foncion abérrante, souvent une toxicité pour les cellules, et d’autre part, en

entrainant la perte de la fonction propre de la protéine agrégée (Yang & Hu, 2016).

aB-crystalline/HSPB5
L’aB-crystalline, aussi connue sous le nom d’HSPBS5, est une petite protéine de choc
thermique possédant une activité de chaperon moléculaire, localisée dans le cristallin de 1’ceil,
mais aussi fortement exprimée dans les tissus musculaires (cf.
). Diverses études ont décrit I’implication de mutations de cette protéine dans le
développement de cardiomyopathies, myopathies myofibrillaires et cataractes (Safieh et al.,

2009; Simon et al., 2007a; Vicart et al., 1998).

La mutation R120G est la plus communément étudiée. Elle entraine des défauts structuraux
de la protéine, conduisant a I’inhibition de son activité¢ de chaperon moléculaire (Simon et al.,
2007b) et a son agrégation avec la desmine, un type de filament intermédiaire avec lequel

HSPBS interagit.

Huntingtine
L’huntingtine est une protéine neuronale, impliquée dans le transport vésiculaire axonal d’un

facteur neurotrophique, le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor). Cette molécule est



essentielle pour permettre la survie des cellules nerveuses (Gauthier et al., 2004). Le role
protecteur de I’huntingtine lui est aussi conféré par sa capacité a inhiber la voie apoptotique
intrinseque en empéchant le clivage de la procaspase 9 (Rigamonti et al., 2000 ; Rigamonti

et al., 2001).

La Chorée de Huntington est une maladie neurodégénérative causée par I’expression d’une
forme mutée de I’huntingtine, présentant une augmentation du nombre de répétitions du triplet
CAG dans sa séquence nucléotidique, donnant lieu a une expansion polyglutamine dans la
protéine (PolyQ). En temps normal, cette protéine possede entre 6 et 36 résidus glutamine,
mais en cas de mutation, ce nombre varie entre 37 et 155 (The Huntington’s Disease
Collaborative Research Group, 1993). Le caractere polaire de ces acides aminés entraine
chez la protéine mutée des repliements non physiologiques conduisant a son agrégation. Ce
probléeme de conformation provoque des anomalies de transmission du BDNF, ainsi que
I’induction de la voie apoptotique intrinséque, menant a la mort progressive des neurones des

patients.

Ainsi, I’accumulation d’agrégats protéiques peut se révéler toxique pour 1’organisme et
faciliter, voire promouvoir, le développement de pathologies. Afin de lutter contre cet effet
néfaste, les cellules possedent des mécanismes efficaces de reconformation et de dégradation,
regroupés sous I’appellation « Contrdle Qualité des Protéines » (Figure 2). Ces mécanismes
sont étroitement connectés et agissent de facon synergique pour empécher 1’activation des

voies de mort cellulaire.
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Figure 2 : Conformation, agrégation protéique et Controle Qualité des Protéines (PQC). Lors de leur traduction, les
protéines doivent passer par des étapes successives de repliement, afin d’atteindre leur conformation native et étre fonctionnelles.
Cependant, le vieillissement, les mutations génétiques ou I’exposition a divers stress environnementaux peuvent perturber ce
processus. Les polypeptides mal repliés sont alors soumis au Contrdle Qualité des Protéines, constitué de mécanismes de
reconformation, de désagrégation et de dégradation, empéchant I’accumulation de ces protéines mal conformées, leur agrégation

et in fine, la mort cellulaire (Adapté de Hartl et al., 2011).

Controle Qualité des Protéines par reconformation: Les chaperons
moléculaires, dont les protéines de choc thermique (HSP pour Heat Shock
Proteins)

Les chaperons moléculaires sont des protéines dont la fonction est d’assurer le bon repliement
post-traductionnel de polypeptides, en les aidant a masquer ou a internaliser leurs résidus
hydrophobes et en empéchant leur agrégation spontanée. Les protéines de choc thermique
(Heat Shock Proteins, ou HSP) sont les premiers chaperons a avoir été mis en évidence dans
les années 1960, dans les glandes salivaires de drosophiles ayant subi un stress thermique, et
sont les plus abondamment décrits (Ritossa, 1962). Les protéines de cette famille sont

impliquées dans de nombreux processus tels que :



- le repliement traductionnel et post-traductionnel de polypeptides nouvellement synthétisés et
le transport de protéines a travers la membrane du réticulum endoplasmique ou des
mitochondries (Gambill et al., 1993).

- la réponse a de nombreux stress physiques, chimiques ou métaboliques (reconnaissance de
clients (set de protéines interagissant spécifiquement avec chaque chaperon moléculaire) mal
conformés et/ou agrégés, reconformation protéique, dissociation des agrégats, adressage aux
mécanismes de dégradation ; Agarraberes & Dice, 2001; Patterson & Hohfeld, 2007).

- I’activation des processus de mort cellulaire, lors d’un stress trop important ou lorsque la
réponse au stress est insuffisante pour maintenir I’intégrité cellulaire (Garrido et al., 2001).
Les chaperons moléculaires peuvent également interagir avec des co-chaperons. La fonction
biologique des HSP est alors déterminée par leur interaction spécifique avec ces partenaires
protéiques (Caplan, 2003).

L’expression de ces Heat Shock Proteins dans la quasi-totalité des organismes vivants (Feder
& Hofmann, 1999) démontre I’importance de leur activité dans le maintien de la protéostasie.
La classification de ces protéines a été faite principalement en fonction de leur poids
moléculaire et de leur fonction (Kampinga et al.,, 2009; HUGO Gene Nomenclature

Committee, http://www.genenames.org/).

Chaperons dépendants de I’ATP permettant la reconformation : la

famille des foldases

HSPA/Hsp70 (Table 1)
L’expression des protéines de la famille des HSP70 en réponse a divers stress (choc
thermique, hypoxie, privation trophique...), a été initialement décrite chez la drosophile dans
les années 1960 ; la conservation des HSPA dans les 3 principaux regnes du monde vivant
(archées, eucaryotes et bactéries) a ét€ démontrée quelques années plus tard (Bardwell &

Craig, 1984).

Ubiquitaires, ces protéines peuvent se trouver sous forme libre ou complexées a divers
éléments cellulaires, tels que des peptides antigéniques ou des exosomes. Chez I’humain, 13
protéines de 66 a 78 kDa sont codées par 17 genes ; on peut également noter I’existence de 30
pseudogenes (Brocchieri et al., 2008). Malgré leurs poids moléculaires similaires, les
membres de cette famille possedent chacun des particularités (pour revue, voir Daugaard et

al., 2007; Vos et al., 2008). On peut ainsi les classer en 2 groupes : les HSP70 exprimées de



facon constitutive (HSPAI1L, HSPA2, HSPA8/HSC70, HSPAS5) et celles induites par
I’exposition a divers stress (HSPA1, HSPA6, HSPA7, HSPA13). Enfin, certains membres de
cette famille ne sont encore que trés peu étudiés (HSPA12A/B, HSPA14) et n’ont pas de

fonction ou de localisation connue.

Nom Localisation Inductibilité Fonction principale
HSPAIAHspT0-1 .
. Beéponse au stress,
Cwvtosol, novau, lvsosomes Oui thermotolérance
HSPA1B/Hsp70-2
Phase post-méiotique de la
HSPAIL spermatogenése (Matsumoto &
Cytosol, noyau Fujimoto, 1990)
HSPA? Non M¢éiose de la spermatogenése
< (Zhu & al., 1997)
HSPAS/BiP/GrpT78 Béticulum endoplasmique PQCduRE
HSPA®S
Cytosol, noyau Oui (uniquement) Réponse au stress
HSPAT

HSPAS/Hsc70

Cvtosol, novau

Repliement post-raductionnel

. . Non
Mitochondries (Mizzen & . .
HSPAS al., 1089) PQC mitochondrial
HSPAI2A
?
HSPA12B
Microsomes (Otterson & . . -
HSPAL3 al., 1094) Qui (par le calcium) 7
. Repliement post-raductionnel
H5PAL4 Cvtosol, ribosomes 7

(Wan & al., 2004)

Table 1: La famille des HSP70. La famille des HSP70 est constituée de 13 membres, se distinguant a la fois par leur

localisation, leur capacité a étre activés sur le plan transcriptionnel ainsi que leur(s) fonction(s) subcellulaire(s).

Les protéines Hsp70 sont constituées de 2 domaines fonctionnels :

- Le domaine NBD (Nucleotide Binding Domain), situé dans la partie N-terminale, conservé
chez tous les membres de cette famille, qui posséde 1’activité catalytique permettant
I’hydrolyse de I’ATP.

- Le domaine SBD (Substrate Binding Domain), situé dans la partie C-terminale, permettant
la reconnaissance et la liaison aux régions hydrophobes des protéines mal conformées.

La fixation de I’ATP sur le NBD permet au SBD d’adopter une conformation « ouverte »,
nécessaire pour lier les substrats mal conformés. Cette liaison, ainsi que I’intervention de

partenaires protéiques tels que les chaperons moléculaires de la famille HSP40, stimulent



I’hydrolyse de I’ATP et la reconformation des clients. S’ensuit le relargage de I’ADP, grace a
I’intervention de facteurs d’échange nucléotidique (NEF, pour Nucleotide Exchange Factor),

et la libération de la protéine correctement repliée (Figure 3).

Agrégat protéique

Repliement Repliement
— - —
- .
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Protéine mal conformée conformation Chnfnuaticnadtive
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ouvert (faible affinité)

Complexe HSP70-ADP
fermé (forte affinité)

Figure 3 : La reconformation protéique par les HSP70 (Adapté de Hartl & al., 2011). Les protéines mal repliées, ainsi que les
intermédiaires de conformation, sont reconnus par les complexes HSP70-ATP, dont la conformation est a I’état « ouvert ». Cette
liaison, couplée a I’intervention de partenaires protéiques tels que les HSP40, entraine I’hydrolyse de I’ATP et la fermeture du
complexe HSP70-ADP. Tant que ce complexe est sous cette forme, il lui est impossible de lier d’autres clients, jusqu’a

reconformation et relargage du client en cours.

L’expression de ces chaperons moléculaires (pour revue, voir Stephanou & Latchman,
2011), dépend majoritairement de la famille des facteurs de transcription HSF (Heat Shock
Factor ; Akerfelt et al., 2010; Pirkkala et al., 2001) et en particulier de HSF1. D’autres
régulateurs ont été décrits pour activer la transcription des genes Hsp70, notamment
STATI1/STATS3, activés respectivement par ’interféron y et I’IL-6, et la voie NF-IL6.

L’ensemble de ces régulateurs est exprimé suite a [’activation de diverses voies de

signalisation, telles que les voies MAPK/ERK, JNK, ou NFkB.




HSPC/HSP90 (Table 2)
Les protéines de la famille Hsp90 possédent un poids moléculaire d’environ 90kDa. L’un des
roles majeurs de cette classe de Hsp est de réguler la fonction des récepteurs aux stéroides, en
modifiant leur conformation initiale (Pratt, 1998). Le génome humain possede 6 genes

codant pour 5 protéines distinctes, ainsi que 11 pseudogeénes.

Nom Localisation Inductibilité Fonction principale
HSPC1/HSPY0al
Oui Feéponse aux stress
HSPC2/HSPS0o2 Cytosol
HSPC3/HSPS0p Non Repliement post-raductionnel
Repliement de protéines
HSPC4/GP36 Réticulum endoplasmique ? secrétées (Randow & Seed,
2001)
. . Oui (par le stress
HSPCS5/ TRAP1 Mt“honiﬁgﬂ“ &al. | xydatif: Pridgeon PQC mitochondrial
& al., 2007)

Table 2: La famille des HSP90. Chez I’humain, il existe 5 membres de la famille des HSP90 : HSPCI1/HSP90al et
HSPC2/HSP90a2, cytosoliques et inductibles par les stress environnementaux, HSPC3/HSP90f, exprimée de facon constitutive,
HSPC4/GP96 spécifique du réticulum endoplasmique et HSPC5/TRAP1, forme mitochondriale.

Comme les Hsp70, les Hsp90 possedent un domaine NBD dans leur partie N-terminale,
permettant la liaison et 1’hydrolyse des molécules d’ATP. Dans la région C-terminale se
trouve un domaine responsable du recrutement de co-chaperons, grace a la présence d’une
séquence spécifique MEEVD, ainsi que de I’oligomérisation de HSP90 avec d’autres
partenaires protéiques. En effet, la fonctionnalité de ces chaperons moléculaires dépend de
leur capacité a former des homo/hétéro-oligomeres. Enfin, un 3%me Jomaine MD (Mid
Domain), situé dans la région intermédiaire des protéines, permet la liaison spécifique du
substrat et potentialise 1’activité ATPasique du domaine NBD. Les dimeres de Hsp90 forment
une pince, au creux de laquelle les clients mal conformés vont venir se fixer. Lorsque ’ATP
se fixe sur les NBD, les parties N-terminales des deux sous unités se rejoignent, formant un
« couvercle », rendant le systeme clos durant la reconformation protéique. L hydrolyse de
I’ATP permet ensuite le relargage du substrat correctement replié¢ (Pearl & Prodromou, 2006

; Figure 4).
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Figure 4 : La reconformation protéique par les HSP90 (Adapté de Hartl & al., 2011). La machinerie de reconformation
médiée par HSP90 se compose d’un dimeére de HSP90, interagissant grace a leurs domaines CD respectifs. Les protéines mal
conformées sont recrutées au niveau des domaines intermédiaires (MD) et la fixation d’ATP sur les extrémités N-term entraine la
fermeture de la « pince ». L’hydrolyse de I’ATP provoque la reconformation du substrat, puis sa libération, tandis que la pince se

rouvre. Le relargage d’ADP et du phosphate inorganique (Pi) est responsable du retour a 1’état basal du dimeére HSP90/HSP90.

La régulation de I’expression et de I’activité des Hsp90 passe par 1’activation des facteurs de
transcription HSF, ainsi que par des modifications post-traductionnelles telles que des
phosphorylations, acétylations, S-nitrosylation, oxydations ou ubiquitinations (Mollapour &

Neckers, 2012).

2.1.3 Les chaperonines

La famille des chaperonines est subdivisée en 2 catégories (Table 3) :

37




- Le type I: Les chaperonines Hsp60/Hspl0O, équivalents eucaryotes des protéines
GroES/GroEL bactériennes, impliquées dans la translocation et le repliement de protéines
mitochondriales.

- Le type 11 : Les protéines CCT formant le complexe cytosolique TRiC, interagissant avec
environ 10% du protéome total des cellules (Yam et al., 2008). Ce complexe est notamment
impliqué dans la biogenese de la tubuline ainsi que dans la conformation de I’actine et de la

tubuline (Sternlicht et al., 1993).

Nom Localisation Inductibilité Fonction principale
CCTU/TCP1
CCT2
CCT3
CCT4
CCTS Chaperon moléculaire de I"actine
Cytosol etla tubuline ; Réle dansla
CCTEA Oui ciliogenése
CCT6B
CCT7
CCT3
HSPD1/HSP60 Mitochondrie Chaperon moléculaire des

protéines mitochondriales

Table 3 : La famille des chaperonines. La famille des chaperonines est composée de 2 types de protéines : Le type I, formé des
protéines HSP60 et de leurs co-chaperons moléculaires HSP10, et le type II, constitué des protéines CCT, sous-unités a 1’origine

du complexe TRiC.

Ces chaperons moléculaires, organisés en complexes heptamériques (Hsp60) ou octamériques
(TRiC), forment des «tonneaux », dans lesquels vont se lier les intermédiaires de
conformation (Figure 5). La liaison d’une molécule d’ATP dans la cavité permet le
recrutement de ces intermédiaires de conformation. L hydrolyse de I’ATP permet la fermeture
de la cavité (assistée du co-chaperon HSP10 dans le cas de HSP60, figure SA ; autonome
dans le cas de TRiC, figure 5B ), ainsi que la reconformation du client. Le relargage du
phosphate inorganique généré par cette hydrolyse (ADP + Pi) entraine la réouverture du

complexe, et la libération du client reconformé.
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Figure 5 : La reconformation protéique par les chaperonines. Les chaperonines ont une structure en forme de « tonneau »
dans laquelle vont se nicher les substrats mal repliés. L’hydrolyse de I’ATP provoque la fermeture de la cavité et la
reconformation protéique. A - Reconformation par le complexe HSP60/HSP10 (adapté de Hayer-Hartl & al., 2016). B -
Reconformation par le complexe TRiC (adapté de Riipmann & al., 2012)

Les co-chaperons moléculaires

Les co-chaperons moléculaires (Caplan, 2003) sont des protéines assistant les foldases lors

du processus de reconformation, en stimulant 1’hydrolyse de ’ATP ou en assurant I’échange

de nucléotide (on parle alors de NEF, pour Nucleotide Exchange Factor). Ces co-chaperons



déterminent également la spécificité des réactions catalysées en présentant spécifiquement
HSP70 ou HSP90 aux clients mal conformés. Chez les mammiféres, on dénombre plus de 100
co-chaperons, appartenant a 2 classes majoritaires :

- Les protéines a domaine J, dont font partie les protéines HSP40, interagissant uniquement
avec les HSP70

- Les protéines a répétitions tétratricopeptides (TPR, pour TetratricoPeptide Repeats),

capables d’interagir avec HSP70 ou HSP90

Parmi ces co-chaperons moléculaires, on trouve également les protéines de la famille BAG
(BCL-2-associated AthanoGene), agissant comme des facteurs d’échange de nucléotide (NEF
pour Nucleotide Exchange Factor) d’HSP70. Les protéines BAG1 et BAG3 ont également été
décrites pour participer a 1’adressage des clients d’HSP70 aux différents mécanismes de

dégradation (protéasome ou autophagie ; voir & ).

Chaperons indépendants de ’ATP servant de réservoir pour protéines

mal conformées : les petites Hsp (HSPB) ou holdase

Les sHSP (small Heat Shock Proteins)/HSPB sont des petites protéines de choc thermique
dont le poids moléculaire varie entre 12 et 43kDa. Le réle majeur de ces HSP est d’empécher
I’agrégation de clients mal conformés, en interagissant avec leurs intermédiaires de
conformation de facon ATP-indépendante (Figure 6), permettant ensuite leur adressage aux
mécanismes de reconformation (foldases) ou de dégradation (protéasome ou autophagie).
Chez I’humain, cette famille comporte 11 membres, séparés en 2 classes :

- la classe I comprend HspB1/Hsp27, HspB5/aB-crystalline, HspB8/Hsp22 et HspB6/Hsp20 :
ce sont des sHSP ubiquitaires dont I’expression est inductible par divers stress (thermique,
oxydatif...) et impliquées dans la survie cellulaire.

- la classe II regroupe HspB2/MKBP, HspB3, HspB4/aA-crystalline, HspB7/cHSP,
HspB9/CT51, HspB10/ODFP et HspB11/IFT25, protéines dont I’expression est le plus
souvent tissu-dépendante mais non-inductible. Ces sHSP interviennent dans le
développement, la différenciation (Sugiyama & al., 2000) ou d’autres processus tissu-
spécifiques, tels que le maintien de la structure des spermatozoides (HSPB10), ou la

transparence du cristallin (HSPB4).
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Figure 6 : Mécanisme d’action des petites HSP/HSPB (Inspiré de Vos & al., 2011). Les petites protéines de choc thermique
posseédent une activité de holdase, consistant a lier les intermédiaires de conformation de fagcon ATP-indépendante, afin

d’empécher leur agrégation en attendant 1’intervention des mécanismes de reconformation (foldases) ou de dégradation.

D’un point de vue structural, les sHSP partagent un domaine ACD (a-Crystallin Domain),
entouré d’une région C-terminale et d’une région N-terminale dont la longueur et la
composition sont variables. Ce domaine ACD permet I’interaction entre sous-unités et leur
oligomérisation, menant a la formation d’homo- ou hétérocomplexes de haut poids
moléculaire (Arrigo, 2013). Cette interaction est nécessaire au bon fonctionnement de ces

chaperons moléculaires, mais aussi a leur stabilité.

La suite de ce chapitre traitera plus particuliecrement des protéines HspB1/Hsp27,

HspB5/Hsp25 et HspB8/Hsp22, membres les plus étudiés des sHSP.



Nom

Localisation

Inductibilité

Fonction principale

HSPB1/HSP27

HSPEB?

HSPE3

Ubiquitaire

O

Anti-apoptotique ; Protection du
cyvtosquelette et des structures
sarcomeériques ; Lutte contre le

stress oxydatif

HSPB4/0A-Cry

Novau, cytosol

MNon

Anti-apoptotique (Oshita & al.,
2010 ; Beégulation de la MDPE
(Sugiyvama & al., 1998

Inhibition de la polymérisation du
cytosquelette d*actine

Transparence du cristallin (Nagaraj
& al., 2012)

HSPB5/uB-Cry

Ubiquitaire

HSPB4

HSPB7

Novau, cytosol, cytosquelette,

mitochondries

O

Chaperon moléculaire de I actine, la
tubuline, la desmine, 1a titine, la
vimentine. ..

Protection des muscles lisses et
cardiaque (Dreiza & al., 2010)

MNon

Protection contre I agrégation poly()
(Vos & al., 2010)

HSFBS/HSP22

Ubiquitaire

O

Activation du processus
autophagique

HSPBS

Novau, cytosol

HSPB10

Novau, cytosol, cytosquelette,

mitochondries

HSPB11

Noyau, cytosol, cytosquelette

MNon

Protection contre 1" agrégation poly(Q)
(Vos & al., 2010)

Maintien des structures de la queue
des spermatozoides (Yang & al.,
2012)

Transduction du signal dans les cils
(Keady & al., 2012) ; transport
intraflagellaire (Liu & al., 2017)

Table 4 : La famille des petites HSP/sHSP/HSPB. Chez ’humain, on dénombre 11 HSPB, impliquées dans des processus

cellulaires trés variés. Ces sHSP peuvent étre divisées en 2 groupes : celles qui sont inductibles par les stress environnementaux

(HSPB1, B5, B6 et BS), et celles qui ne le sont pas (HSPB2, B3, B4, B7, B9, B10 et B11).

HspB1/HSP27

L’expression de HspB1, aussi connue sous le nom d’Hsp27, a été mise en évidence pour la

premiere fois dans les années 1980, suite au traitement de cellules HeLa par choc thermique

(Arrigo & Welch, 1987). Cette protéine joue un role majeur dans la protection cellulaire, lors

de I’exposition a divers stress environnementaux (UV, changements de température ; Shi et

al., 2008), métaboliques (hypoxie, hypoglycémie ; Zhang et al., 2017) ou systémiques

(infection, inflammation ; Sur et al., 2008). En cas de stress oxydatif, la liaison d’HspB1 aux

protéines oxydées permet leur adressage aux mécanismes de dégradation (Arrigo, 2001). De

plus, son interaction avec des substrats partiellement mal conformés permet d’éviter leur




agrégation et entraine la formation de « réservoirs » centralisant les agrégats toxiques avant

leur élimination.

En tant que chaperon moléculaire, Hsp27 est impliquée dans le maintien de I’intégrité¢ du
cytosquelette d’actine (Lavoie et al.,, 1993), des structures sarcomériques musculaires
(Yoshida et al., 1999) et de structures tissulaires lors de leur différenciation (Jonak et al.,
2011). De plus, elle intervient dans la réponse anti-apoptotique (Mymrikov et al., 2011) :

- intrinseéque, en inhibant le relargage de cytochrome C et la formation de 1’apoptosome
(Bruey et al., 2000; Havasi et al., 2008; Pandey et al., 2000; Rane et al., 2003)

- extrinseéque, en empéchant la translocation cytosolique de DAXX (Charette & Landry,
2000).

Cependant, si ce role cytoprotecteur peut se révéler bénéfique, il peut aussi avoir des effets
néfastes (Garrido et al., 2006). En effet, HspB1 peut conférer aux cellules tumorales une
résistance face aux traitements thermiques et/ou chimiques (Chauhan et al., 2003; Garrido

et al., 1998; Kanagasabai et al., 2010; Lin et al., 2012).

HSPB5/aB-crystalline
Malgré sa découverte en 1894 dans le cristallin, HspB5, aussi appelée aB-crystalline, n’a été
répertoriée comme petite protéine de choc thermique qu’a partir de 1982 (Ingolia & Craig,

1982) et son activité de chaperon moléculaire a été mise en évidence quelques années plus

tard (Horwitz, 1992).

L’aB-crystalline intervient dans divers mécanismes physiologiques, tels que le maintien de la
transparence de 1’ceil, la migration cellulaire (Maddala & Rao, 2005) ou encore la
stabilisation du cytosquelette et des structures sarcomériques. En effet, HSPBS exerce sa
fonction de chaperon moléculaire en interagissant avec les microfilaments d’actine suite a un
stress thermique (Singh et al., 2007), avec la titine (Bullard et al., 2004), mais aussi avec les
filaments intermédiaires de vimentine (Djabali & al., 1997) et de desmine (Wang et al.,
2003). De méme, HSPBS est impliquée dans la modulation de 1’assemblage des microtubules,
grace a son interaction avec la tubuline (Ghosh et al., 2007; Houck & Clark, 2010). Enfin,
une augmentation de I’expression d’HSPBS5 a pu étre observée en I’absence de dystrophine,
dans les muscles squelettiques de souris mdx (Carberry et al., 2013).

Les mutations de HspB5 sont impliquées dans le développement de pathologies musculaires

(Goldfarb et al., 2008; Mitzelfelt et al., 2016) ou neurologiques (pour revue, voir Van Rijk



& Bloemendal, 2000). De plus, I’expression de cette protéine est un marqueur de mauvais
pronostique dans certains cancers car elle promeut la survie des cellules cancéreuses,
I’angiogenese tumorale ainsi que la résistance aux traitements (Dimberg et al., 2008;

Moyano et al., 2006).

HSPB8/HSP22
D’un poids moléculaire de 22kDa, HSPB8 est une petite protéine de choc thermique
ubiquitaire, exprimée de facon abondante dans les tissus musculaires striés (squelettiques et
cardiaque) et lisses. On la retrouve le plus souvent associ¢e a d’autres HSP (HSPB1, HSPB2,
HSPB3, HSPB5, HSPB6 ; Arrigo, 2013), ou complexée a la protéine co-chaperon BAG3,
lors de I’adressage de cargos au processus autophagique (Ulbricht et al., 2015). Diverses
¢tudes ont observé une augmentation de 1’expression d’HSPBS8 en conditions d’agrégation
protéique et démontré son réle dans I’élimination de ces agrégats (Crippa et al., 2013; Nivon
et al., 2016). De plus, des mutations de cette protéine sont impliquées dans le développement
de neuropathies distales ainsi que de myopathies myofibrillaires (Fontaine et al., 2006;

Ghaoui et al., 2016).

En plus de son rdle de chaperon moléculaire, HSPB8 est impliquée dans la régulation du
processus apoptotique. De par son rdle anti-apoptotique, HSPBS8 est surexprimée dans divers
cancers, favorisant la migration cellulaire et la prolifération des cellules tumorales (Li et al.,
2014). En revanche, contrairement aux autres membres de cette famille, cette petite HSP n’est
pas uniquement anti-apoptotique. En effet, Baiqan Li et son équipe ont pour la premiere fois
mis en évidence un role pro-apoptotique d’une Hsp dans des cellules humaines (Li et al.,
2007). Ainsi, lorsqu’elle est surexprimée, HSPBS active la kinase TAKI et entraine la voie de

signalisation pro-apoptotique JNK.

Controle qualité des protéines par dégradation : le systeme

Ubiquitine-Protéasome (Ubiquitin-Proteasome System ou UPS)

Processus d’ubiquitination (Figure 7)

Le mécanisme d’adressage et de dégradation peptidique par le systéme ubiquitine-protéasome

(UPS, pour Ubiquitin-Proteasome System) est un processus cellulaire multi-étapes,



nécessitant I’intervention de différentes enzymes permettant I’activation et la conjugaison de

I’ubiquitine au substrat protéique.

Figure 7 : Le processus d’ubiquitination (d’aprés
Di Fiore & al., 2003). L’ubiquitination de substrats

1 ATP

ADP + Pi

est un processus en 3 étapes: L’activation de la
molécule d’ubiquitine par les enzymes El, la
conjugaison de cette ubiquitine active médiée par les
enzymes E2, et la liaison substrat-ubiquitine assurée

par les E3 ubiquitine-ligases (RING, HECT ou RBR).

HECT/RBR

Activation de I’ubiquitine (enzymes E1)
La premiere étape de ce mécanisme nécessite I’activation d’une molécule d’ubiquitine par des
enzymes spécifiques, les enzymes E1. Chez I’humain, il n’existe que 9 génes codant pour ces
enzymes activatrices : UBA1, UBA2, UBA3, UBAS, UBA6, UBA7, ATG7, NAEI et SAEI.
Dans un premier temps, une enzyme El se lie a une molécule d’ubiquitine. Le processus
d’activation permet ensuite la formation d’une liaison thio-ester entre un résidu cystéine de

I’enzyme et la partie C-terminale de 1’ubiquitine, de fagon ATP-dépendante.

Liaison de I’ubiquitine au substrat (enzymes E2/E3)
Une fois activée, la molécule d’ubiquitine est prise en charge par ’enzyme El et va étre

N

adressée a une enzyme de conjugaison E2. Les enzymes E2 sont chargées de mettre en



relation les molécules d’ubiquitine avec les protéines cibles. Chez I’humain, environ 40 génes

codent pour ces différentes enzymes E2.

Enfin, la derniére étape de ce processus consiste a lier I’ubiquitine au substrat, et fait appel a
des ubiquitine ligases E3. De par leur diversité (plus de 600 E3 différentes chez 1’humain), ces
enzymes sont classées en 3 grandes catégories, selon la spécificité de leurs clients (Morreale
& Walden, 2016) :

- la famille RING est la plus abondante. Ces enzymes ont la capacité de transférer I’'ubiquitine
d’une E2 a un client en une seule étape. Dans cette famille, on trouve notamment 1’APC/C,
impliquée dans I’entrée en anaphase.

- les enzymes a domaine HECT (Homologous to the E6AP Carboxy Terminus), dont
I’extrémité N-terminale permet la reconnaissance spécifique des substrats, et I’extrémité C-
terminale posseéde le domaine catalytique, procedent a 1’ubiquitination de clients en 2 étapes :
Tout d’abord, la molécule d’ubiquitine est transférée de I’E2 a un résidu cystéine de I’E3.
Puis, la liaison entre I’ubiquitine conjuguée a I’E3 et le substrat est catalysée.

- les enzymes RBR (pour RING-Between RING-RING), fonctionnent de la méme manicre que
les enzymes a domaine HECT. Elles sont constituées de 2 domaines RING : RING1, impliqué
dans le recrutement du complexe E2-ubiquitine, et RING2, responsable de [D’activité

catalytique.

Ubiquitine et son code

Ubiquitine, une molécule d’adressage
Décrite initialement en 1975 pour son role dans la différentiation des lymphocytes B et T
(Nommée UBIP ; Goldstein et al., 1975), I’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés,
fortement conservée entre les espeéces. Son implication dans I’adressage de clients a un
mécanisme de protéolyse ATP-dépendant, le protéasome, a été mise en évidence en 1978 par
Ciechanover et son équipe (Nommée APF-1; Ciehanover et al., 1978). Depuis cette
découverte, 1’ubiquitine apparait non seulement comme un ¢élément essentiel dans la
dégradation protéique, mais aussi dans de nombreux autres mécanismes cellulaires tels que la
signalisation cellulaire, la régulation de la transcription de geénes cibles, le trafic membranaire

ou la réponse aux dommages de I’ADN.



Code ubiquitine
L’ubiquitination des substrats se traduit par la fixation d’une molécule unique d’ubiquitine sur
un client de maniére covalente. La liaison s’effectue entre la partie C-terminale d’un résidu
glycine de la molécule d’ubiquitine, et le groupement amine d’une lysine de la protéine cible.

Les protéines peuvent étre soumises a différents types d’ubiquitination selon leur destinée.

La monoubiquitination peut étre simple et ne toucher qu’un seul résidu lysine du substrat, ou
multiple : on parle alors de multi-monoubiquitination. Ce type de modification post-
traductionnelle a été impliquée dans 1’endocytose et la dégradation lysosomale de protéines
transmembranaires (Haglund et al., 2003) ou de protéines impliquées dans le processus
endocytique (Van Delft et al., 1997), la régulation des histones (Pham & Sauer, 2000;
Robzyk et al., 2000), la réparation des dommages de I’ADN (Hoege et al., 2002; Stelter &
Ulrich, 2003), mais aussi le bourgeonnement de vésicules virales (Patnaik et al., 2000;
Strack et al., 2000). Cependant, plus récemment, une étude menée par Braten et son équipe a
mis en évidence le role de la monoubiquitination dans la dégradation spécifique de certains

clients par le protéasome 26S (Braten et al., 2016).

Figure 8: L’ubiquitine (adapté
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Komander, 2009). L’ubiquitine est une
molécule de 76 acides aminés, impliquée
dans le marquage de substrats et leur
adressage spécifique a diverses voies de
signalisation. La formation de chaines poly-
ubiquitinées passe par le branchement de
plusieurs  molécules d’ubiquitine  via
I’extrémité C-terminale de la précédente, et

un des 7 résidus lysine de la suivante.

Lorsque plusieurs cycles de conjugaison de I’ubiquitine sont réalisés a la suite, on obtient des
chaines de poly-ubiquitine (ou multiubiquitine). Les molécules d’ubiquitine portant 7 résidus
lysines en position 6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63, il est donc possible d’obtenir différents types de

chaines, linéaires ou ramifiées, impliquées dans des processus cellulaires variés (Figure 8 ;



Table 5). Je ne détaillerai ici que les chaines décrites comme permettant 1’adressage aux

systemes de dégradation : protéasome 26S et autophagie.

Monoubiquitination Table 5: Code ubiquitine et processus cellulaires
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Ainsi, les chaines homotypiques polyubiquitinées en position K11 servent a adresser
spécifiquement des acteurs du cycle cellulaire a la dégradation protéasomale (Min et al.,
2015). La/les fonction(s) de la polyubiquitination en K27 sont a I’heure actuelle trés peu
étudiées. Cependant, ce type de chaines semble étre impliqué dans le recrutement de protéines
présentant des domaines de liaison a I'ubiquitine (UBD, pour Ubiquitin-Binding Domain),
telles que des acteurs de la régulation du flux autophagique (Geisler et al., 2010; Z. Liu et al.,
2014). Dans une étude publiée en 2014, Besche et son équipe ont mis en évidence
I’implication de la polyubiquitination en K29 de la sous-unité protéasomale Rpn13, servant de
récepteur pour les clients destinés a la dégradation par I’UPS, dans la diminution de I’activité
du protéasome 26S lors d’une accumulation trop importante de protéines ubiquitinées en
réponse a un stress (Besche et al., 2014). La forme de polyubiquitination la plus connue et la
plus étudiée reste la chaine K48. Bien que les avis divergent quant au type de chaine
impliquée (tétraubiquitine, double diubiquitine... ; Lu et al.,, 2015), ce signal est
majoritairement utilis€ pour adresser des cargos a la dégradation protéasomale (Thrower et

al., 2000). Enfin, le marquage de protéines par une polyubiquitination en K63 intervient

spécifique de substrats a divers mécanismes cellulaires
3 Bourgeonnement viral dépend de leur ubiquitination. Ainsi, les protéines
ubiquitinées peuvent étre dirigées vers des processus de

dégradation, de réparation de I’ADN, d’endocytose, ou de



notamment dans [’adressage au processus autophagique (Tan et al., 2008), aux agrésomes

(Olzmann et al., 2007) ou aux corps multivésiculaires (MVB, pour MultiVesicular Bodies).

Dégradation par le protéasome

Protéasome 20S
Le protéasome 20S est un complexe enzymatique cylindrique, permettant la catalyse de
substrats polyubiquitinés. Il est formé d’un empilement de 4 anneaux, constitués de 7 sous-
unités différentes :
- Les sous-unités de type a (al a a7), retrouvées dans les anneaux externes, ont pour fonction
de garder les substrats sous forme linéaire pour leur permettre de passer dans le canal
protéasomal.
- Les sous-unités B (B1 a B7), situées dans les anneaux internes, ont pour role de dégrader les
protéines grace a 3 sous-unités portant des activités enzymatiques différentes : une activité
trypsine-like (coupure apres un acide aminé basique tel que la lysine ou I’arginine) portée par
la sous-unit¢ P2, une activité chymotrypsine-like (coupure aprés des acides aminés
hydrophobes, tels que le tryptophane, la tyrosine ou la phénylalanine) conférée par la sous-
unité B5 et une activité caspase-like (clivage apres des résidus aspartates) portée par la sous-
unité B1.
Sous cette forme, le protéasome 20S représente 40% de la fraction protéasomale totale d’une
cellule de mammifere. Cependant, le protéasome s’associe a des sous unités régulatrices qui

vont lui conférer des caractéristiques particuliéres.

Le protéasome 26S (Figure 9)
Le protéasome 26S résulte de I’association entre un complexe enzymatique 20S et 2 sous
unités 19S de part et d’autre des anneaux a. Il est présent dans le noyau et le cytoplasme. Sa
fonction principale est d’assurer la dégradation de protéines a courtes demi-vies
polyubiquitinées (majoritairement en K48) d’origine nucléaire, cytoplasmique ou du RE et de

permettre le recyclage des peptides de 6-7 acides aminés ainsi obtenus.



A - Core 0%
catalytique 208 Sous-unité 198

Sous-unité PA28

195-208-198 195-208 195-20S-PA28 PA28-120S-PA2S PA28-1208 20S libre

Protéasome 265 Immuneprotéaseme

Couvercle
19S

+ sous-unité 19S

Protéasome 20S Protéasome 26S Immunoprotéasome (i20S)

Figure 9 : Les protéasomes. A - Les protéasomes résultent de I’association entre un core catalytique 20S et d’une ou plusieurs
sous-unités régulatrices (19S et PA28/11S) (Adapté de Tai & Schuman, 2008). B - Le protéasome 20S est formé de 4 anneaux
empilés (2 anneaux externes de sous unités o et 2 anneaux externes de sous unités ). L’activité enzymatique de ce complexe réside
dans les sous unités B1 (caspase-like), B2 (trypsine-like) et BS (chymotrypsine-like). Une fois associé a 2 sous unités 198, il forme le
protéasome 26S, impliqué dans la dégradation de longs polypeptides ubiquitinés et de protéines a courte demi-vie.
L’ immunoprotéasome est un protéasome 20S dont les sous unités catalytiques ont été modifiées (B1, B2 et 5 = B1i, B2i et B5i). Ce
type de protéasome ne possede pas d’activité caspase, et intervient dans la dégradation et la présentation de peptides antigéniques au
CMH (Adapté de Tanaka, 2009).

3.3.3 BAGI, une protéine d’adressage des protéines mal conformées a
I’UPS
La protéine BAG1 (BCL-2-associated AthanoGene 1) est composée de 4 sous-unités notées
BAGI-L, -M, BAGI, et BAGI-S, dont les poids moléculaires (50kDa, 46kDa, 36kDa et
29kDa respectivement) différent grace a la présence en N-terminal de sites de traduction
alternatifs. La forme la plus abondamment retrouvée est BAGI-S, cytosolique. BAG1-L

posséde une localisation nucléaire, due a la présence dans sa séquence d’un NLS (Nuclear

50



Localization Signal). En revanche, chez BAGI-M, cette séquence de localisation n’est que
partielle : sa translocation nucléaire dépend donc de son interaction avec d’autres partenaires
protéiques. Malgré des fonctions spécifiques a chaque sous-unité, le r6le commun des
protéines BAGI1 est d’adresser des protéines mal conformées au systéme ubiquitine-
protéasome afin de permettre leur dégradation, via une interaction avec le chaperon
moléculaire Hsp/Hsc70 d’une part, et une interaction avec le protéasome d’autre part, grace a

son domaine UBL (UBigquitin-Like) (Figure 10 ; Liiders et al., 2000).
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Controle qualité des protéines par dégradation : le processus
autophagique

L’autophagie est un second systéme de dégradation, uniquement cytoplasmique. Du grec auto
(soi-méme) et phdgos (dévorer), I’autophagie désigne le mécanisme permettant la dégradation

de matériel intracellulaire par I’intermédiaire de la voie lysosomale.

L’autophagie fait appel a 3 mécanismes principaux (Figure 11): la microautophagie, via
I’invagination directe de la membrane lysosomale ; 1’autophagie médi¢e par des chaperons
moléculaires, ou CMA (Chaperone-Mediated Autophagy), via la reconnaissance d’un motif
protéique KFERQ par la protéine Hsp70 et I’adressage au récepteur membranaire lysosomal
LAMP2A ; La macroautophagie (couramment appelée autophagie), ou I’adressage aux
lysosomes passe par la formation de vésicules intermédiaires, les autophagosomes. Ce

chapitre abordera uniquement ce dernier mécanisme.

Figure 10 : BAGI1 et adressage a ’'UPS

entrainant [’ubiquitination du substrat, et
BAGI, co-chaperon moléculaire

permettant [’adressage du client a la



L’autophagie est un processus multi-étapes, faisant intervenir de nombreuses voies de

signalisation paralleles (Figure 12).
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Figure 11 : Les différentes formes d’autophagie (adapté de Boya & al., 2013). A — La microautophagie permet d’éliminer de

petites molécules intracytoplasmiques par I’intermédiaire direct de I’invagination de la membrane lysosomale. B — La CMA fait
intervenir des chaperons moléculaires, capables de reconnaitre spécifiquement des substrats possédant les motifs KFERQ. La
translocation intramembranaire se fait grace au complexe LAMP2A. C — La macroautophagie permet 1’adressage de substrats aux

lysosomes, grace a leur internalisation au sein de vésicules, les autophagosomes.

Etapes du processus autophagique

Phase d’initiation
L’initiation de 1’autophagie permet la formation de la structure membranaire a I’origine des
autophagosomes : le PAS (Pre-Autophagosomal Structure). Cette étape passe par I’activation
du complexe ULKI1-FIP200-ATG13-ATG101. Ce complexe est formé de facon constitutive
mais son activité est régulée par phosphorylation. Ainsi il est inhibé par la phosphorylation
d’ULK1 et ATGI13 via mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin 1), un complexe
protéique formé de la kinase mTOR et des protéines Raptor et GBL, sensible a la rapamycine
(Chan, 2009). Le complexe ULK1-FIP200-ATG13-ATGI101 est nécessaire au recrutement
des protéines ATG (AuTophagy-related Genes) au niveau de I’omégasome, une plateforme
membranaire connectée au réticulum endoplasmique (Lamb et al., 2013) servant de point de

départ pour la nucléation et I’¢longation des autophagosomes.



Nucléation du PAS (Pre-Autophagosomal Structure)
Le recrutement des protéines ATG au niveau de I’omégasome va permettre la nucléation de la
structure pré-autophagosomale, ou phagophore. Cette phase nécessite [’activation du
complexe cceur de la Beclinel. En conditions physiologiques, la protéine Beclinel (BECN1)
forme un complexe avec la PI3kinase de classe III, AMBRAI et la protéine VPS15/P150.
L’interaction avec d’autres partenaires protéiques permet de donner a ce complexe sa fonction
physiologique finale :
- ATGI14L, aussi appelée Barkor (Beclin I-associated Autophagy-Related Key regulatOR)
permet le recrutement du complexe au niveau d’une zone de contact entre la membrane du
réticulum endoplasmique, ou se situe I’omégasome, et la membrane externe mitochondriale.
La PI3KIII génere alors du PtdIns3P (phosphatidylinositol 3-phosphate) permettant la
nucléation du phagophore (Hamasaki et al., 2013).
- UVRAG (UV irradiation Resistance-Associated Gene) permet d’une part le recrutement de
la PI3KIII au niveau des endosomes et la génération de PtdIns3P nécessaire a la nucléation,
mais est aussi impliquée dans la courbure des membranes via son interaction avec la protéine
BIF1 (Itoh & De Camilli, 2006; Takahashi et al., 2007).
- RUBICON (RUn domain Becline-1 Interacting and cystein rich CONtaining protein), au
contraire, régule négativement le processus autophagique, en inhibant I’activité de la PI3KIII
(Zhong et al., 2009).
- Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2) en interagissant avec Beclinel provoque la dissociation du

complexe cceur.

C’est au niveau du phagophore que va se dérouler la cascade de signalisation des protéines
ATG, permettant I’¢élongation, puis la cléture de la vésicule autophagique (Weidberg et al.,

2011).

Elongation de la membrane
L’¢longation de la membrane autophagosomale passe par ’intervention de 2 systémes de
conjugaison faisant intervenir les protéines ATG :
- D’une part, un complexe ATG5-ATGI12 est formé, grace a I’action des protéines ATG7 et
ATG10 (Mizushima et al., 1998). Ce complexe, en association avec ATGI6L, fait office
d’enzyme E3, et va permettre la conjugaison a la phosphatidyléthanolamine du systéme LC3

décrit ci-dessous.



- D’autre part, la protéine LC3/ATGS8 est d’abord clivée/délipidée par ATG4, formant la
protéine LC3-1 ol la glycine 120 est exposée. Cette protéine est ensuite conjuguée a la
phosphatidyléthanolamine (PE) pour former la protéine LC3-II, protéine maitresse de la
membrane des autophagosomes. Ce phénomene nécessite 1’intervention des protéines ATG7,

ATG3 et du complexe ATG5-ATG12-ATGI16L (Ichimura et al., 2000).
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Figure 12 : Mécanisme de formation des autophagosomes (adapté de Sica & al., 2015). La formation des autophagosomes est
un processus multi-étapes, faisant intervenir de nombreux acteurs protéiques. Le complexe ULKI1/FIP200/ATG13/ATG101
permet D’initiation du processus ; le complexe cceur Beclin-1/Vps15/PI3KIII/ATG14 (ou UVRAG), associé aux systemes de
conjugaison ATG5-ATG12-ATGI16L et LC3 permet la nucléation de la structure pré-autophagosomale (ou PAS) ; ’apport de
matériel membranaire par la protéine ATG9 permet 1’élongation de la membrane. Enfin, bien qu’encore mal connu, le processus
de fermeture de I’autophagosome passe par la scission des membranes et semble faire appel, chez les mammiféres, aux protéines

GABARAP/GATEIS6.

L’apport de membrane permettant la formation de 1’autophagosome est assuré par ATGY.
Cette protéine, seul membre de la famille ATG a posséder des domaines transmembranaires,
est retrouvée dans les membranes du réseau transgolgien, dans les endosomes tardifs et dans
un « réservoir » vésiculaire situé a coté de I’appareil de Golgi (Lamb et al., 2013). Lors de
I’activation du processus autophagique, ATG9 est activée par un mécanisme dépendant de

ULKI (Young et al., 2006). Les protéines WIPI (ATG18), recrutées au niveau du PAS via



leur interaction avec le PIP3, servent de complexe d’amarrage pour ATG9, couplée a des
lipides membranaires. Une fois le matériel membranaire conjugué a 1’autophagosome

naissant, WIPI assure le relargage d’ATG9 et sa relocalisation (Reggiori et al., 2004).

Cloture de la vésicule et recyclage de la machinerie

autophagique
Lorsque le processus d’élongation est terminé, la vésicule autophagique se ferme, par un
phénomene de scission des membranes (Knorr et al., 2015). Ce processus semble Etre assuré,
chez les mammiferes, par les protéines GABARAP/GATE16 (Weidberg et al., 2010) bien

que leur fonction exacte ne soit encore que peu connue.

Une fois I’autophagosome clos, la majorité des composants de la machinerie autophagique, a
I’exception des protéines LC3 situées sur la membrane interne de la vésicule, vont étre

recyclés, afin de former de nouveaux autophagosomes (Z. Xie & Klionsky, 2007).

Le transport des vésicules autophagiques
Le transport des vésicules autophagiques dépend du réseau de microtubules et de sa stabilité,
ainsi que des moteurs moléculaires associés (Mackeh et al., 2013). Des modifications post-
traductionnelles de la tubuline a, et notamment une hyperacétylation du résidu Lysine 40, ont
été décrites pour stabiliser le réseau de microtubules lors de carence nutritive et entrainer le
recrutement de kinésines et de dynéines, favorisant ainsi I’initiation de 1’autophagie et le
transport des vésicules autophagiques (Figure 13 ; Geeraert et al., 2010). Ainsi, les dynéines
assurent le transport des autophagosomes vers le centre organisateur des microtubules
(MTOC pour MicroTubule Organizing Center) situé a ’extrémité -, ou se situent aussi les
lysosomes. Les kinésines sont impliquées dans le transport des autophagosomes en conditions
basales, ainsi que dans I’initiation de 1’autophagie en cas de stress, mais I’implication de ces
moteurs moléculaires dans le transport des vésicules autophagiques en conditions de stress n’a
a I’heure actuelle pas encore été décrit. Cependant, une ¢tude menée récemment a permis la
mise en évidence de leur implication dans le recyclage des autolysosomes et la formation de

nouvelles vésicules lysosomales (Du et al., 2016).
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Figure 13 : Le transport des autophagosomes (d’aprés Geeraert et al., 2010). En conditions basales (A), le transport des
autophagosomes le long des microtubules se fait de maniére rétrograde ou antérograde. En cas de stress (B), I’hyperacétylation de
la tubuline (en rouge) entraine le recrutement de moteurs moléculaires supplémentaires, afin d’initier la formation

d’autophagosomes (Kinesin-1) et de médier leur transport jusqu’au MTOC ou va se produire la fusion avec les lysosomes.

La fusion autophagosomes/lysosomes
Le processus de fusion requiert la présence d’un environnement acide a I’intérieur des
lysosomes, afin de permettre le bon fonctionnement des enzymes de dégradation. Le maintien
de ce pH acide est assuré par des pompes a protons, les v-ATPases (vacuolar ATPases ;
(Bagh et al., 2017; Nakamura et al., 1997). Ainsi, un fonctionnement défaillant ou une
inhibition par la bafilomycine Al de la v-ATPase bloquent le processus autophagique
(Klionsky et al., 2008).
Deux mécanismes de fusion ont été décrits (Jahreiss et al., 2008) :
- la fusion « compléte » entre un autophagosome et un lysosome, donnant naissance a une
nouvelle vésicule, I’auto(phago)lysosome
- le « kiss-and-run », impliquant un transfert de matériel entre autophagosome et lysosome par
le biais d’une fusion partielle transitoire
Cette fusion nécessite l’intervention de différents complexes protéiques (Nakamura &
Yoshimori, 2017) :
- La famille des SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
REceptor ; Furuta & Amano, 2012; Wang et al., 2016), comportant plus de 60 protéines
chez les mammiferes, subdivisée en 2 catégories : Les v-SNARE:S, situées sur les membranes
vésiculaires (vesicle SNARE), et les t-SNARE:S, situées sur les membranes des compartiments
cibles (target SNARE). L’interaction entre ces deux types de protéines permet 1’amarrage des
autophagosomes sur les lysosomes.
- La famille ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport), divisée en 4 sous-
familles principales (ESCRT-O0, -1, -1, -1II) et deux catégories de protéines accessoires (Vps4-



Vtal, Brol), dont les mutations provoquent un défaut de fusion et une accumulation
d’autophagosomes (Lee et al., 2007; Rusten et al., 2007).

- Les protéines LMP (Lysosomal Membrane Proteins) sont également impliquées dans la
fusion autophagosome/lysosome. En effet, une déficience en LAMP-1 et LAMP-2 ne permet
plus le recrutement de la protéine Rab7 au niveau des autophagosomes, et de ce fait inhibe la
fusion (Huynh et al., 2007).

- D’autres protéines peuvent jouer un role dans le processus de fusion. C’est notamment le cas
de HDACS6, une histone déacétylase impliquée dans le recrutement de la cortactine, lors de la
fusion ; cette protéine permet la formation d’un réseau d’actine nécessaire a la fusion (Lee et
al., 2010). La protéine p97/VCP (Valosin-Containing Protein) semble €galement intervenir
dans ce processus, sa baisse d’expression entrainant une accumulation d’autophagosomes (Ju

et al., 2009).
Une fois la fusion effectuée, les enzymes contenues dans I’autolysosome entrainent la
dégradation du contenu vésiculaire. Des perméases permettent le recyclage de ce contenu, en

assurant le transfert des molécules dans le cytosol.

Régulation du processus autophagique

mTOR

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) est une protéine de la famille des sérine/thréonine
kinases, devant son nom a sa sensibilité a la rapamycine, un agent immunosuppresseur. Chez
les mammiferes, on la retrouve dans 2 complexes distincts :

- mTORCI1, composé de mTOR, Raptor et GBL ; ce complexe, sensible a la rapamycine,
intervient dans I’inhibition du processus autophagique via I’interaction de Raptor et ULK1, et
la phosphorylation d’ULK1 et ATG13. L’insuline, les facteurs de croissance, ou un milieu
riche en nutriments entrainent I’activation de ce complexe, tandis que la carence nutritive ou
le stress sont responsables de son inhibition.

- mTORC2, composé¢ de mTOR, Rictor, mSinl et GPBL ; dans le muscle strié squelettique, la
transcription des genes ATG dépend du facteur de transcription FOXO3A (Mammucari et
al., 2007). Le complexe mTORC?2, insensible a la rapamycine, participe a la régulation de

FOXO3A, en modulant la phosphorylation de la kinase AKT (Sarbassov et al., 2005).



La régulation du complexe mTORCI1 passe par différentes voies de signalisation (Memmott
& Dennis, 2010).

Activation :

L’activation de la PI3K entraine la formation de PIP2 et de PIP3 a partir de lipides
membranaires. Le PIP3 est capable de recruter la sérine/thréonine kinase AKT au niveau des
membranes, permettant la phosphorylation de cette derni¢re (en T308, par PDK1 ; en S473,
par divers acteurs tels que PDK1, ILK, ou mTORC2) et son activation. AKT phosphoryle
ensuite le complexe TSC1/2, entrainant son inhibition, ’activation de Rheb et, in fine, de
mTORCI (Inoki et al., 2002).

La voie de signalisation des MAPK entraine 1’activation de mTORCI1 de deux manicres.
D’une part, via l’activation de la kinase ERK, permettant I’inhibition de TSC1/2 par
I’intermédiaire de modifications post-traductionnelles (Ma et al., 2005). D’autre part, via
I’activation de la voie WNT, menant a I’inhibition de GSK3p, un activateur du complexe

TSC1/2 (Buller et al., 2008).

Inhibition :

La régulation du complexe mTORCI1 est également sensible aux variations du ratio
intracellulaire ATP/AMP. L’augmentation de la concentration en AMP entraine ’activation
de LKBI, une kinase responsable de I’activation de ’AMPK (Woods et al., 2003). Cette
derniére entraine I’activation du complexe TSC1/2 et I’inhibition de mTOR. Une seconde
kinase est responsable de I’activation de I’AMPK : CaMKKp (Hawley et al., 2005). Cette
enzyme est activée en réponse a une augmentation du calcium intracellulaire.

D’autres voies de signalisation moins communes permettent la régulation du complexe
mTORCI : Ainsi, ’hypoxie est a I'origine de I’activation de REDDI, de TSC2 et de
I’inhibition de mTOR (Brugarolas et al., 2004).

Bcl-2
En conditions optimales, la protéine Becline 1, acteur majeur de la nucléation de la structure
pré-autophagosomale, est séquestrée dans le cytosol par une interaction avec la fraction
cytosolique de Bcl-2 (Pattingre et al., 2005). La dissociation de ce complexe est donc
nécessaire a la relocalisation de Becline 1 dans le complexe cceur et a 1’activation du

processus autophagique. Cette dissociation peut subvenir suite a :



- des modifications post-traductionnelles ; 1’absence de nutriments permet I’activation de la
voie JNKI1, une protéine kinase permettant la phosphorylation de Bcl-2 et la dissociation du
complexe BECN1/Bcl-2 (Wei et al., 2008).

- la liaison par compétitions d’autres protéines a domaine BH3 a Becline 1, telles que BNIP3
(Zhang et al., 2008), Bad (Maiuri et al., 2007), Bik (Rashmi et al., 2008), Noxa, Puma et
BimEL (Abedin et al., 2006).

Roles physiologiques et pathologiques de 1’autophagie

Quelques exemples des rdles physiologiques de I’autophagie
En conditions physiologiques, le processus autophagique contribue au maintien de
I’homéostasie cellulaire. Il peut étre non sélectif, notamment en cas de restriction alimentaire
(Shang et al., 2011) ; la dégradation de matériel cellulaire survient alors de fagon aléatoire,
afin de fournir a la cellule les nutriments nécessaires a sa survie. Au contraire, I’autophagie
peut se révéler sélective et faire intervenir des récepteurs reconnaissant des clients spécifiques
(pour revue, voir Sica et al., 2015) : on peut alors parler de mitophagie (élimination de
mitochondries ; Ding & Yin, 2012), de lipophagie (élimination de gouttelettes lipidiques), de
xénophagie (élimination de bactéries intracellulaires) ou d’agréphagie (¢limination d’agrégats
protéiques)... Ainsi, initialement mise en évidence dans les muscles striés squelettiques chez
la drosophile (Arndt et al., 2010), la CASA (Chaperone-Assisted Selective Autophagy) est un
mécanisme d’¢élimination sélective de la Filamine C, protéine participant au lien du
cytosquelette d’actine a la matrice extracellulaire, par le processus autophagique. Ce
processus a également été observé dans les muscles striés squelettiques humains (Ulbricht et
al., 2015) ; il implique les protéines de choc thermique HSPAS (HSP70) et HSPBS, ainsi que
le co-chaperon moléculaire BAG3. Ce mécanisme permet le maintien de I’homéostasie du
muscle squelettique en réponse a une tension entrainant une mauvaise conformation de la
Filamine C (Ulbricht & Hohfeld, 2013). L autophagie participe également au maintien de
I’homéostasie des muscles squelettiques et du cerveau. En effet, I’inactivation conditionnelle
d’Atg5 ou Atg7 dans les muscles squelettiques entraine une accumulation toxique de
protéines ubiquitinées, de mitochondries défectueuses (Masiero et al., 2009; Raben et al.,
2008). De plus, le KO conditionnel d’Atg5 dans le cceur de souris entraine une hypertrophie
du muscle cardiaque (Nakai et al., 2007). Enfin, ’autophagie permet 1’¢limination basale

continue des protéines mal conformées ou agrégées ainsi que d’organites non fonctionnels



dans les cellules nerveuses, empéchant leur accumulation toxique et le développement de
maladies neurodégénératives (Mizushima & Levine, 2010).

L’activation du processus autophagique est également impliquée dans le développement
embryonnaire. En effet, la fécondation entraine une reprogrammation génétique, nécessitant
I’¢limination de protéines et ARN messagers maternels par autophagie, au profit de
I’expression du nouveau génome zygotique (Mizushima & Levine, 2010). De méme, lors de
la naissance, le nouveau-né n’est plus alimenté par le placenta maternel : 1’autophagie est
donc fortement activée durant les premieres heures de vie, afin de fournir aux cellules les
éléments permettant leur survie (Kuma et al., 2004). L autophagie intervient aussi dans la
différenciation des érythrocytes et des adipocytes (Mizushima & Levine, 2010).

Enfin, I’autophagie joue un role fondamental dans la réponse immunitaire, via 1’élimination
de pathogenes intracellulaires, la présentation antigénique, le maintien de [’homéostasie
lymphocytaire (Bronietzki et al., 2015), la sécrétion de médiateurs immunitaires ainsi que
I’activation du processus inflammatoire (pour revue, voir Deretic et al., 2013; Kuballa et al.,

2012).

Autophagie et pathologies, quelques exemples
L’autophagie est impliquée dans divers processus pathologiques. Le vieillissement est un
processus physiopathologique caractérisé par une diminution de 1’activité autophagique
cellulaire, ayant pour conséquence 1’accumulation de protéines mal conformées ou agrégées
et d’organites endommagés. Des études portant sur la relation entre autophagie et
vieillissement ont permis d’établir un lien entre stimulation de I’autophagie et augmentation
de I’espérance de vie chez des souris (Pyo et al., 2013), faisant de ce processus une piste
thérapeutique intéressante dans le cadre de pathologies telles que la progéria de Hutchinson-
Gilford. Cependant, méme si I’autophagie devient moins efficace au cours du vieillissement,
ce mécanisme de contrdle qualité semble Etre utilisé prioritairement ; ainsi, un « switch »
entre les différents processus de dégradation a été mis en évidence lors du vieillissement
cellulaire : en effet, dans les cellules «jeunes », le contrdole qualité des protéines est
majoritairement assuré par la dégradation protéasomale de substrats polyubiquitinés médiée
par BAGI, et en particulier par les sous-unités BAGI-L, BAGI-M. Cependant, lors du
vieillissement ou en réponse au stress, 1’expression du co-chaperon BAG3 augmente, tandis
que celle de BAGI1-L ou -M diminue, permettant un adressage prioritaire des protéines

associées a Hsp70 vers 1’autophagie plutot que vers le protéasome 26S (Behl, 2011).



Cette diminution de DI’autophagie liée a I’age est impliquée dans le développement de
plusieurs maladies associées au vieillissement dont les maladies dégénératives. Ainsi, des
anomalies du processus autophagique ont été mises en évidence dans la maladie d’Alzheimer
ou de Parkinson. Des défauts d’acidification des lysosomes ont notamment été détectés chez
des patients souffrant de la maladie d’Alzheimer (Wolfe et al., 2013), menant a
I’accumulation d’autophagosomes renfermant le précurseur de 1’amyloide-p3 (APP), ainsi que
I’enzyme nécessaire a son clivage. Bien que la séquestration vésiculaire des molécules
toxiques soit bénéfique pour la cellule, elle possede un contre-effet néfaste ; en effet, le
processus autophagique augmente la sécrétion d’amyloide-B dans 1’espace extracellulaire,
facilitant ainsi la formation de plaques et le développement de la pathologie (Nilsson et al.,
2013).

L’implication de 1’autophagie a également ét¢ démontrée dans le cas de myopathies et plus
particulicrement dans le cas de dystrophies musculaires (Sandri et al., 2013). Un défaut
d’activité du processus autophagique, accompagné d’une activation persistante de la voie
AKT/mTOR, ont été décrits chez les souris mdx, modélisant la dystrophie musculaire de
Duchenne (C De Palma et al., 2012) ; cependant une autre équipe n’observe ce défaut qu’en
réponse a une carence nutritive, mais non en situation basale (Spitali et al., 2013). Des
altérations de 1’autophagie ont aussi pu étre observées dans le cas de la dystrophie musculaire
d’Ullrich et de la myopathie de Béthlem (Grumati et al., 2010), ainsi que dans certaines
laminopathies telles que la dystrophie musculaire des ceintures de type 1B et les dystrophies
musculaires d’Emery-Dreifuss de types 2 et 3 (Ramos et al., 2012).

L’absence d’autophagie est retrouvée chez des patients obeses, présentant un diabete de type
IT (Yang et al., 2010). De la méme maniere, une dérégulation du processus autophagique
semble conférer une prédisposition a la maladie de Crohn, pathologie inflammatoire
intestinale causée par un défaut de réponse immunitaire face aux bactéries entériques
(Henderson & Stevens, 2012).

Enfin, la fonction « pro-survie » de I’autophagie peut favoriser le développement de certains
cancers, en préservant la stabilité génomique, en limitant le stress oxydatif et en diminuant
I’inflammation intra-tumorale (Morselli et al., 2009). De plus, ce processus est impliqué dans
la réponse aux traitements par chimiothérapies et entraine la résistance et la survie des cellules

tumorales (Tan et al., 2017).



Le processus autophagique apparait donc comme un mécanisme a deux visages, impliqué a la
fois dans la survie cellulaire et le développement de pathologies. Cette double facette fait de

I’autophagie une cible idéale pour le développement de thérapies.

NFkB et controle qualité des protéines

Identifié en 1986 comme facteur de transcription du gene codant pour la chaine 1égere k des
immunoglobulines (Sen & Baltimore, 1986), NFkB appartient a la famille de facteurs de
transcription Rel/NFkB, constituée de 5 membres : p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/p105
(NFxB1) et p52/p100 (NFxB2). Grace a I’existence d’un domaine RHD (Re/ Homology
Domain) dans leur partie N-terminale, ces protéines peuvent former des homo- ou
hétérodimeres ; I’association la plus fréquemment rencontrée est le dimere p65(RelA)/p50. Le
TAD (TransActivation Domain), un domaine présent uniquement chez RelA/p65, RelB et c-
Rel, confere a ces dimeres leur activité transcriptionnelle. Ces facteurs interviennent dans la
transcription de nombreux genes cibles, impliqués dans diverses fonctions cellulaires telles
que la prolifération, la survie, I’apoptose, ainsi que la réponse immunitaire et la réponse au

stress (Pahl, 1999).

Les dimeres NFkB sont des facteurs de transcription inductibles. En conditions basales, ils
sont couplés a des molécules inhibitrices, connues sous le nom d’Inhibiteurs de kB (IkB, pour
Inhibitors of Kappa B ; 1kBa, IkBp, IkBy, IkBe, BCL3 et p100/p105). La plupart de ces
membres posseédent 7 répétitions ankyrine dans leur partie C-terminale, permettant la liaison
et I’inhibition du domaine de liaison & I’ADN (DBD, pour DNA-Binding Domain) des sous-
unités NFkB, ainsi que le blocage de leur activité transcriptionnelle. L’activation de NFxB
nécessite donc la dissociation des complexes NFxB/IkB. Cette dissociation peut se produire

de différentes manieres, selon les stimuli responsables de 1’activation de NFkB.

La voie canonique (Figure 14A)

La plupart des inducteurs de NF«kB, impliquant de nombreux types de stress, activent NFxB
de facon classique, ou « canonique ». Cette voie de signalisation implique le dimere p65/p50
et est activée par des composés tels que le TNFa (Tumor Necrosis Factor a), le LPS
(LipoPolySaccharide, un composé de la paroi bactérienne) ou encore I’interleurkine 1 (IL1).
Ces cytokines activent les kinases d’IkB (IKK, pour /xB Kinase) qui phosphorylent IkBa sur

2 résidus Sérine (Ser32 et Ser36), entrainant son ubiquitination et sa dégradation par le



systeme ubiquitine-protéasome. NFkB peut alors migrer dans le noyau et induire la
transcription de ses geénes cibles. Cette voie aboutit a la transcription de génes impliqués dans
le développement, la croissance et la survie cellulaire, la réponse immunitaire et

I’inflammation.
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Figure 14 : NFkB, voie canonique et non canonique (adapté de Madonna & al., 2012). A - La voie canonique fait intervenir
le dimere p65/p50, couplé a la molécule inhibitrice IkBa. En cas d’activation, le complexe IKK (IKKa, IKKf & IKKy/NEMO)
phosphoryle IkBa sur les résidus Sérine 32 et 36. Cette modification post-traductionnelle entraine 1’adressage d’IkBa au
protéasome 26S, permettant la libération du facteur NFkB et sa translocation nucléaire. Cette voie de signalisation permet la
transcription de génes impliqués dans 1’inflammation, la réponse immunitaire, la survie et la prolifération cellulaires... B - La
voie non canonique implique le dimere RelB/p100. Son activation entraine la phosphorylation de p100 par la kinase IKKoa, son
ubiquitination et son clivage par le protéasome. Le dimere RelB/p52 peut ainsi passer dans le noyau et activer la transcription de

genes impliqués dans le développement des organes lymphoides secondaires, la maturation des lymphcoytes B...
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La voie non canonique (Figure 14B)
La voie non canonique de NFxB implique le dimere RelB/p100. L’activation de cette voie
entraine la phosphorylation de la partie C-terminale de p100, son ubiquitination et son clivage
par le protéasome 26S. Le complexe RelB/p52 est ensuite transloqué dans le noyau, et
entraine la transcription de génes impliqués dans le développement des organes lymphoides
secondaires, la survie et la maturation des lymphocytes B, le métabolisme osseux ou

I’activation des cellules dendritiques (Sun, 2011).

Les voies atypiques

Certaines conditions peuvent activer NFkB par I’intermédiaire de voies “atypiques”. En effet,
les UV ainsi que les analogues d’acides aminés ont été décrits pour activer la voie NF«xB
(p65/p50) par le biais de la dégradation d’IxBa, mais sans nécessiter sa phosphorylation
préalable (Kretz-Remy et al., 1998; Takada et al., 2003). De plus, le péroxyde d’hydrogene
active NFxB grace a la phosphorylation de résidus Sérine de p65 ainsi que de résidus

Tyrosine d’IkBa, sans passer par la dégradation de ce dernier (Takada et al., 2003).

Notre équipe a également mis en évidence une activation particuliére de NFxB induite par un
stress d’agrégation protéique, tel que le choc thermique, I’inhibition du protéasome ou la
surexpression de protéines ayant tendance a s’agréger (Kretz-Remy et al., 2001; Nivon et al.,
2016). En effet, I’activation de NFkB par ce type de stress ne requiert ni 1’activation du
complexe IKK, ni la phosphorylation et la dégradation d’IkBa, mais est corrélée a une
dissociation du complexe NFxB/IkBa (Kretz-Remy et al., 2001). Les mécanismes

moléculaires responsables de cette dissociation ne sont pas élucidés.



CHAPITRE 2 : Les dystrophies musculaires

Le muscle strié

Le corps humain comporte plus de 650 muscles, répartis en 3 catégories, selon leurs
caractéristiques et fonctions :
- Les muscles striés squelettiques
- Le muscle strié cardiaque

- Les muscles lisses

Ce chapitre traitera uniquement des muscles striés squelettiques.

Sauf indication contraire, les informations citées dans cette partie sont tirées de [’ouvrage
« Physiologie du muscle squelettique : De la structure au mouvement », de David Jones &

Sesboiie, 2005

Structure du muscle strié squelettique (Figure 15)

Généralités
Les muscles striés squelettiques constituent environ 40% de la masse corporelle d’un
individu. Ces muscles a contraction volontaire sont impliqués dans le maintien de la posture
ainsi que la mobilité (grace aux tendons permettant leur liaison avec les os), la protection des
articulations et la production de chaleur. Ils s’organisent en faisceaux, constitués de milliers
de fibres musculaires plurinucléées, issues de la fusion de cellules précurseurs appelées
myoblastes. Les muscles squelettiques sont aussi composés de tissu conjonctif, et sont irrigués
par de nombreux vaisseaux sanguins. La présence de neurones et de cellules satellites est
aussi indispensable, pour I’innervation nécessaire au mouvement et la réparation des lésions

musculaires, respectivement.



Figure 15: Organisation générale des
muscles striés squelettiques. Les
muscles striés squelettiques, dont la
liaison avec les os est assurée par les
tendons, s’organisent en faisceaux
protégés par une enveloppe conjonctive,
I’épimysium. Chacun de ces faisceaux
regroupe de nombreuses fibres
musculaires, composées de myofibrilles
assurant la contraction musculaire. Ces
fibres musculaires polynucléées sont
irriguées par de nombreux capillaires
sanguins, et innervées par des
motoneurones. (Adapté de « Principes
d’anatomie et de physiologie », de G.
Tortora & B. Derrickson (De Boeck

Supérieur))
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Les muscles stri€s squelettiques se caractérisent par :

- leur excitabilité, par le biais de stimuli électriques, physiques ou chimiques

- leur contractilité, en réponse a ces stimuli

- leur élasticité/extensibilité, permettant une extension au dela de la position initiale lors d’un

mouvement, et le retour a cette méme position une fois le mouvement fini

- leur tonicité (ou tonus musculaire), légere contraction involontaire et permanente, permettant

le maintien de la posture.

- leur plasticité, propriété permettant de modifier leur structure et de s’adapter au type d’effort

fourni
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Organisation subcellulaire

Sarcolemme
Le sarcolemme est la membrane plasmique délimitant les contours des fibres musculaires, et
permettant leur liaison avec la matrice extracellulaire. Elle est constituée d’une double couche
de phospholipides, et est traversée par des protéines membranaires et transmembranaires,
intervenant dans I’ancrage du cytosquelette et sa cohésion avec la matrice extracellulaire, et
dans le fonctionnement des fibres musculaires (transmission du signal). Le sarcolemme est le

lieu de production du potentiel d’action, a I’origine de la contraction musculaire.

Réticulum sarcoplasmique
Le réticulum sarcoplasmique correspond au réticulum endoplasmique lisse des cellules non
musculaires. Il enveloppe chaque myofibrille et sert de réservoir pour recapter ou relarguer le
calcium griace aux nombreux récepteurs a la Ryanodine (Ryanodine receptor ou Ryr) lors de

cycles de contraction/relaxation.

Systeme tubulaire T

Le sarcolemme posséde de nombreuses invaginations, courant de chaque coté des jonctions
sarcomériques entre les bandes foncées (anisotropes, ou bandes A) et les bandes claires
(isotropes, ou bandes I), appelées tubules T. Ces invaginations présentent des canaux
calciques de type L : Les récepteurs a la DiHydroPyridine, ou DHPR (DiHydroPyridine
Receptor).

Les tubules T, couplés de facon fonctionnelle au réticulum sarcoplasmique par le biais des
citernes terminales, forment la triade, un complexe impliqué dans la transmission du potentiel

d’action et le relargage de calcium, responsables de la contraction musculaire.

Mpyofibrilles (Figure 16A)
Les myofibrilles, de diamétre variable d’1 a 2um, sont le support de la contraction musculaire.
Constituées de 100 a 400 myofilaments, elles s’étendent sur toute la longueur des fibres
musculaires, et posseédent un aspect strié, alternant régulierement zones claires et zones

sombres, que leur confére I’enchainement de sarcomeres.



A - \ v 5 ~_ Réticulum sarcoplasmique

i Tubule transverse
Triade
Citernes terminales

Mitochondrie

Disque Z StrieH  DisqueZ

Myosine Strie Strie A Strie Ligne M

(coltagenes.
fibrillaires)

lame basale

cytoplasme
(sarcoplasme)

Figure 16 : Organisation subcellulaire du muscle strié squelettique : Sarcoméres et complexes d’ancrage. Les fibres
musculaires (A ; Adapté de « Principes d’anatomie et de physiologie » de G. Tortora & B. Derrickson (De Boeck
Supérieur) et « Principales maladies neuromusculaires - Fiche technique », AFM 2015) se composent de myofibrilles,
regroupant les sarcomeres, unités contractiles des muscles striés. Ces sarcomeéres sont constitués de filaments d’actine (fins) et
de myosine (épais), et de nombreuses protéines accessoires telles que la desmine, I’aB-crystalline ou la filamine. En réponse a
un stimulus, le glissement des filaments fins sur les filaments épais entraine le raccourcissement des fibres musculaires et la
contraction musculaire. Les costaméres (B), structures d’ancrage des muscles striés, regroupent les complexes des intégrines (2

gauche) et le DGC (Dystrophin-associated Glycoprotein Complex)
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Les sarcomeres sont les unités structurales et fonctionnelles des muscles squelettiques. Ils se
composent essentiellement de 2 types de myofilaments : les filaments primaires, ou épais,
formés de myosine de type II, et les filaments secondaires, ou fins, regroupant 1’a-actine, la
tropomyosine et la troponine (Tnl, TnC, TnT). C’est par un phénoméne de glissement entre
ces myofilaments que se produit la contraction musculaire, de fagon ATP-dépendante. Des
partenaires protéiques assurent le maintien de la disposition des filaments fins et épais lors des
cycles de contraction/relaxation, ainsi que sa réorganisation en cas d’adaptation a un effort

conséquent.

Costameres

Afin d’assurer la transmission de la force mécanique entre les fibres et la matrice
extracellulaire lors de contractions musculaires, les cellules possédent au niveau de leur
membrane plasmique des complexes protéiques, ou adhésions focales, caractéristiques des
muscles, appelés costameres.

On trouve 2 types de complexes protéiques, organisés de facon réguliere le long des fibres
musculaires (Figure 16B):

- Le complexe des intégrines

- Le complexe glycoprotéique associé a la dystrophine, ou DGC (pour Dystrophin-associated

Glycoprotein Complex)

Contraction musculaire

En réponse a un stimulus, un potentiel d’action est généré, et va parcourir I’axone jusqu’a la
zone synaptique. L’arrivée du message nerveux au niveau de la jonction neuromusculaire va
entrainer la libération d’un neurotransmetteur, ’acétylcholine, qui va se fixer sur des
récepteurs de type nicotiniques (nAchRs, pour nicotinic Acetylcholin Receptors), disposés le
long de la membrane plasmique. Ce potentiel d’action va ensuite se transmettre le long du
sarcolemme jusqu’aux tubules T, et entrainer 1’ouverture des récepteurs a la dihydropyridine
(DHPR), ainsi que des récepteurs a la ryanodine (RyR) présents sur les citernes terminales du
réticulum sarcoplasmique. Cette ouverture simultanée provoque la libération de calcium intra-
sarcoplasmique, et sa fixation a la troponine C, une protéine sarcomérique inhibant la
contraction musculaire via sa liaison a la tropomyosine. Cette fixation permet 1’activation de
cette derniere, et la libération des sites de liaison entre I’actine et la myosine, rendant possible

le processus de contraction. Des canaux calciques ATP-dépendants ainsi que des pompes



2+ + N o . . .
Ca” /K" permettent le retour a une concentration en calcium intracellulaire normale, en
. . 2+ Lo .
réabsorbant les ions Ca™ dans le réticulum sarcoplasmique ou en I’expulsant dans le

compartiment extra-cellulaire.

Lésions musculaires et régénération

Cellules satellites, cellules souches musculaires
Mises en évidence en 1961 par Alexander Mauro (Mauro, 1961) et Bernard Katz, les cellules
satellites sont les cellules souches musculaires adultes. Localisées en périphérie des fibres
musculaires striées squelettiques, ces cellules restent a 1’état de quiescence (phase GO) en
conditions basales. Cependant, en réponse a une lésion musculaire (physique ou chimique),
elles sont capables d’entrer a nouveau dans le cycle cellulaire et de se diviser, afin de donner
naissance a des précurseurs myogéniques et a de nouvelles cellules satellites (Dumont et al.,

2015).

Processus de régénération
La régénération musculaire est un processus multi-étapes, survenant en réponse a des lésions
des muscles squelettiques (pour revue, voir Laumonier & Menetrey, 2016). Dans un premier
temps, ces lésions entrainent la rupture et la nécrose des fibres musculaires, menant a la
libération de cytokines et de chémokines responsables du recrutement de cellules musculaires
(cellules satellites) et immunitaires (neutrophiles et macrophages ; Tidball, 1995). Dans un
second temps, les cellules satellites, recoivent des signaux permettant leur engagement dans la
voie myogénique, et donnent naissance a des précurseurs myogéniques, les myoblastes. En
parallele, des macrophages de type pro-inflammatoires (M1) interviennent dans la
phagocytose des débris cellulaires, et induisent la prolifération des myoblastes. Lors de la
troisieme phase du processus régénératif, les macrophages M1 subissent un « switch », durant
lequel ils se transforment en macrophages de type anti-inflammatoire (M2 ; Juban &
Chazaud, 2017). Ces nouveaux macrophages sont impliqués dans 1’atténuation de la réponse
inflammatoire, ainsi que dans la différenciation et la fusion des précurseurs myogéniques en
myotubes, cellules allongées plurinucléées, et leur maturation finale en fibres musculaires.
Enfin, des fibroblastes envahissent la zone en régénération, afin de produire des facteurs
permettant le remodelage de la matrice extra-cellulaire constituée de collagene de type I et 111,
de laminine, et de fibronectine. La revascularisation du site 1ésé ainsi que I’innervation sont

restaurées, rendant la fibre musculaire nouvellement créée fonctionnelle.
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Figure 17 : Le muscle strié squelettique, de la cellule satellite a la fibre musculaire (inspiré de Zammit & al., 2006). A
I’état physiologique, les cellules satellites, cellules souches musculaires, sont a 1’état de quiescence. Ces derniéres sont
capables d’entrer a nouveau dans le cycle cellulaire, et de se diviser de fagon asymétrique : D’une part, pour reformer le
réservoir de cellules souches (1), et d’autre part, pour donner des cellules satellites activées (2), a I’origine de nouveaux
précurseurs musculaires, les myoblastes (3). Ces précurseurs vont s’aligner, puis fusionner, afin de former des myotubes (4).
Enfin, ces myotubes passent par une phase de maturation (5), durant laquelle se développent les structures sarcomériques,

ainsi que les jonctions neuromusculaires.

Dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires sont des maladies musculaires rares d’origine génétique,
caractérisées par une faiblesse et une dégénérescence progressive des muscles, entrainant leur
atrophie et la perte de leur force. Les muscles touchés par ces pathologies sont souvent
impliqués dans les mouvements volontaires (cuisses, jambes, bras, avant-bras), mais dans
certains cas, les muscles respiratoires et cardiaques peuvent étre atteints. Plus de 70
dystrophies musculaires sont a ce jour répertoriées, mais seuls une cinquantaine de genes ont
été identifiés comme causes primaires de celles-ci (Table 6). La classification des dystrophies
musculaires est établie selon plusieurs criteres :

» La composante héréditaire
L’age d’apparition des premiers symptomes
Le profil de faiblesse musculaire

La vitesse de progression de la maladie

YV V V V

L’atteinte d’autres tissus que le muscle



Si de nombreuses stratégies thérapeutiques ont vu le jour, il n’existe cependant a 1’heure

actuelle aucun traitement curatif pour ces maladies.

Classe Prévalence Table 6: Les dystrophies musculaires et
leur prévalence. Les dystrophies musculaires
Dystrophinopathies 5 , L. .
sont classées en 7 catégories, dépendant de
Dystrophies myotoniques 5 leur défaut génétique primaire. Si la
Dystrophies musculaires des ceintures 0,8 prévalence individuelle de chacune de ces
catégories reste relativement faible, Ia
Dystrophies musculaires Fascio-Scapulo-Humérales 5 )
prévalence cumulée de ces pathologies révele
Dystrophies musculaires d’Emery-Dreifuss 0,3 que les dystrophies musculaires impactent la
Dystrophies musculaires congénitales 5 santé humaine de fagon importante.
Dystrophies musculaires Oculo-Pharyngées 1
Prévalence cumulée 22,1

Sauf indications contraires, les informations citées ci-apres sont décrites dans « Principales

maladies neuromusculaires - Fiche technique » AFM 2015.

Dystrophinopathies

Les dystrophinopathies sont des myopathies causées par des mutations dans le gene DMD,
codant pour une protéine essentielle au bon maintien de D’architecture du muscle, la
dystrophine. Cette protéine permet notamment au DGC (Dystrophin-associated Glycoprotein
Complex) de conserver sa structure intacte, suite aux cycles répétés de contraction/relaxation.
Cette partie sera abordée plus en détail dans le chapitre III.

Avec une prévalence de 5/100 000, ce sont les dystrophies musculaires les plus fréquemment
rencontrées. Ces pathologies a transmission récessive étant liées au chromosome X, seuls les
hommes en sont atteints, les femmes n’étant dans la plupart des cas que porteuses saines.

Il existe deux formes de dystrophinopathies : La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

et la dystrophie musculaire de Becker (BMD).

Dystrophie de Duchenne (DMD)
La dystrophie de Duchenne, communément appelée DMD (Duchenne Muscular Dystrophy),
est la dystrophie musculaire la plus fréquente (avec une incidence de 1/3500 garcons

nouveau-nés) ; elle est aussi la plus grave.



Les patients souffrant de DMD présentent une absence totale de dystrophine fonctionnelle au
sein de leurs muscles. Cette absence est le plus souvent causée par des mutations entrainant
un décalage du cadre de lecture dans le géne DMD, avec une apparition de codons STOP
prématurés, ne permettant pas la production de dystrophine. Cette dystrophie sera traitée plus

en détail dans le paragraphe 3.

Dystrophie de Becker (BMD)
Contrairement aux patients souffrant de DMD, les patients atteints de BMD (Becker Muscular
Dystrophy) expriment une dystrophine tronquée et partiellement fonctionnelle, rendant cette
forme de dystrophinopathie moins sévere. L’apparition des premiers symptomes survient
généralement aux alentours de 12 ans, et s’accompagne d’une évolution plus lente de la

pathologie que chez des patients souffrant de DMD.

Dystrophies myotoniques (DM)

Les dystrophies myotoniques sont des pathologies multi-systémiques affectant a la fois les
muscles squelettiques et cardiaque, les yeux, le cerveau, le systeme nerveux central et le
tractus gastro-intestinal (Yum et al., 2017). Elles sont transmises de fagon autosomique
dominante, et provoquées par une expansion de microsatellites tri- ou quadrinucléotidiques
dans des portions non-codantes de 2 genes : des répétitions CTG dans la région 3’ non
traduite du géne DMPK (Myotonic Dystrophy Protein Kinase) dans le cas de la dystrophie
myotonique de type 1 (ou dystrophie de Steinert), et des répétitions CCTG dans le premier
intron du gene CNBP/ZNF9 dans le cas de la dystrophie myotonique de type 2. La
transcription de ces genes donne naissance a des ARN messagers présentant des expansions
CUG ou CCUG, entrainant la formation de foci et la séquestration de protéines
cytoplasmiques telles que des membres de la famille MBNL (Muscleblind like) ou CELF
(CUGBP, Elav-Like Family), impliqués notamment dans la régulation de 1’épissage alternatif
de certains ARN messagers cibles (Jones et al., 2011).

De facon intéressante, certains transcrits ciblés par la protéine MBNLI1 codent pour des
protéines impliquées dans le couplage excitation/contraction (BIN1, Bridging Integrator 1
(Fugier et al., 2011); ATP2A1/SERCAI1, Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca;"-
ATPase (Kimura et al., 2005) ; CIC-1, Chloride Channel 1 (Mankodi et al., 2002) ; RyR,
Ryanodine Receptor ; Cavl.1/CACNAI1S, Calcium Channel, voltage-dependent,, L-type, alS
subunit (Tang et al., 2012)), la structure sarcomérique (ZASP/LDB3, LIM domain binding 3



(Lin et al.,, 2006) ; TNNT3, Troponine T3 (Kanadia et al., 2003)) et la signalisation
(MTMRI1, Myotubularin-related protein 1 (Buj-Bello et al., 2002)).

Dystrophies musculaires congénitales (CMD)

Les dystrophies musculaires congénitales (CMD pour Congenital Muscular Dystrophy) sont
un ensemble de maladies hétérogénes a transmission majoritairement autosomique récessive.
Un diagnostic moléculaire permet de distinguer 3 groupes différents de dystrophies
musculaires congénitales : les CMD impliquant des mutations de protéines de la matrice
extracellulaire, de la lame basale et du sarcolemme ; les CMD impliquant des mutations dans
des enzymes de glycosylation de I’a-dystroglycane et de la 0-glycosylation (Muntoni et al.,
2007) ; les CMD impliquant des mutations dans d’autres génes n’entrant pas dans les groupes

précédents.

Dystrophies Facio-Scapulo-Humérales (FSHD)

Les dystrophies Facio-Scapulo-Humérales (FSHD pour Facio-Scapulo-Humeral dystrophy)
ou dystrophies de Landouzy-Déjerine sont classées en 2 catégories : les FSHD de type 1, a
transmission autosomique dominante, et les FSHD de type 2, a transmission autosomique
récessive. Les premiers signes cliniques apparaissent généralement entre 10 et 20 ans, et se
traduisent par des atteintes des muscles du visage, des épaules et des bras. Dans la majorité
des cas, ces pathologies sont causées par des anomalies de répétition dans la région D474,
située sur le bras long du chromosome 4, entrainant un relichement de la chromatine et une
surexpression du facteur de transcription DUX4 (Double homeobox 4) ou de génes voisins.
D’autres anomalies génétiques, telles que des mutations dans les génes SMCHDI (Structural
maintenance of chromosomes flexible hinge domain-containing protein 1) et DNMT3B (DNA
(cytosine-5) MethylTransferase 3B), peuvent entrainer une hypométhylation et un
relachement de la chromatine, menant aussi a la surexpression de DUX4. La surexpression de
ce facteur de transcription au sein des muscles entraine 1’activation de voies de signalisation
menant a une atrophie musculaire, a une augmentation du stress oxydatif, ainsi qu’a des

anomalies de différenciation (Celegato et al., 2006; Vanderplanck et al., 2011).
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Dystrophies musculaires d’Emery-Dreifuss (EDMD)

Les dystrophies musculaires d’Emery-Dreifuss (EDMD pour Emery-Dreifuss Muscular
Dystrophy) se caractérisent par une faiblesse musculaire progressive et une amyotrophie des
bras, des épaules et des jambes. Les origines génétiques de ces pathologies se traduisent par
un déficit en protéines liées a ’enveloppe du noyau, telles que I’émerine, les lamines A/C et
les nesprines, entrainant un défaut de couplage avec le cytosquelette des fibres musculaires.

(Bonne et al., 1999; Nagano et al., 1996; Zhang et al., 2007)

Dystrophies Oculo-Pharyngées (OPMD)

Pathologies a transmission autosomique dominante et a développement tardif (entre 40 et 60
ans), les dystrophies musculaires oculo-pharyngées (OPMD pour Oculo-Pharyngeal
Muscular Dystrophy) sont causées par des expansions de triplets GCA dans le géene PABPNI
(Polyadenylate-binding nuclear protein 1), codant pour la protéine PABP2 (Polyadenylate-
binding protein 2). Les résidus poly-alanine générés entrainent la formation d’inclusions
nucléaires de PABP2, capables d’interagir avec la queue polyA d’ARN messagers et de
séquestrer ces derniers, empéchant ainsi leur traduction (Calado et al., 2000). Cette maladie
touche principalement les muscles releveurs des paupicres et les muscles de la déglutition,
mais les ceintures scapulaire et pelvienne peuvent aussi étre affectées, rendant certains

mouvements (tels que la marche) difficiles.

Dystrophies musculaires des ceintures (LGMD)

Les dystrophies musculaires des ceintures (LGMD pour Limb-Girdle Muscular Dystrophy)
regroupent un grand nombre de pathologies touchant principalement les muscles des ceintures
scapulaire et pelvienne. A ce jour, on dénombre 31 LGMD, répertoriées en 2 classes : les
LGMD de type 1, a transmission autosomique dominante (LGMDI1A a LGMDIH) et les
LGMD de type 2, a transmission autosomique récessive (LGMD2A a LGMD2W ; les plus
fréquentes). L’age d’apparition des premiers symptomes, ainsi que leur rapidité d’évolution
sont trés variables, tout comme leur sévérité.

Les genes impliqués dans ces pathologies codent majoritairement pour des protéines

structurales du sarcolemme, des sarcomeres, de I’enveloppe nucléaire ou du cytoplasme.



Dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

Sauf indications contraires, les informations citées ci-apres sont issues majoritairement de :
DMD mutations database, Bladen et al., 2015; Blake et al., 2002; Leturcq & Tuffery-
Giraud, 2015

Historique & étiologie

La dystrophie musculaire de Duchenne, communément appelée DMD, a été initialement
décrite en 1851 par Edward Meryon, puis en 1858 par Guillaume Duchenne de Boulogne qui
a étudié la forme la plus sévere de la maladie, et lui a donné son nom.

Les premiers signes cliniques de la dystrophie musculaire de Duchenne se manifestent
généralement vers 1’age de 2-3 ans et se traduisent par un retard dans ’apprentissage de la
marche, 1’acquisition d’une démarche dandinante et des difficultés a se remettre debout lors
de chutes. D’un point de vue musculaire, une pseudo-hypertrophie des mollets peut déja étre
observée a cet age. S’en suivent pour les patients des difficultés a courir et & monter les
escaliers, ainsi que la perte de la marche lors de 1’adolescence, nécessitant I'utilisation d’un
fauteuil roulant. Des scolioses plus ou moins prononcées apparaissent suite a 1’immobilité
prolongée, et peuvent nécessiter des interventions chirurgicales, en vue de soulager les
patients. Des complications respiratoires et cardiaques sont généralement responsables du
déces des malades, dont 1’espérance de vie, qui ne dépassait pas 25 ans en 1970, approche

désormais les 40 ans (Kieny et al., 2013).

L’origine génétique de cette pathologie est restée mystérieuse jusqu’a I’identification du geéne
de la dystrophine en 1986 (Monaco et al., 1986). Avec ses 2,6 millions de paires de bases, ce
gene, localisé sur le bras court du chromosome X (Xp21.2), possede plusieurs promoteurs
permettant la syntheése de différentes isoformes tissus-spécifiques de la protéine :

- l'isoforme DP427M (musculaire), P (localisée dans les cellules de Purkinje), L
(Iymphoblastique) ou B (localisée dans les neurones adultes) composée de 79 exons.

- ’isoforme DP412e, embryonnaire (Massourides et al., 2015)

- I’isoforme DP260, rétinienne (Wersinger et al., 2011)

- I’isoforme DP140, présente dans le cerveau, la rétine et les reins (Lidov & Kunkel, 1997,
Lidov et al., 1995; Wersinger et al., 2011)

- ’isoforme DP116, localisée dans les nerfs périphériques de I’adulte

- I’'isoforme DP71, spécifique du cerveau et des tissus non musculaires



- ’'isoforme DP40, spécifiquement localisée dans le cerveau

Le geéne de la dystrophine est soumis a un trés grand nombre de mutations (Figure 18),
pouvant entrainer des décalages de cadres de lecture ainsi que 1’apparition de codons STOP
prématurés, menant a la production de dystrophine peu fonctionnelle (dans le cas de la
dystrophie musculaire de Becker), ou a ’absence totale de protéine (dans le cas de la
dystrophie musculaire de Duchenne). Environ 70 a 80% des mutations impliquées dans la
dystrophie musculaire de Duchenne correspondent a des insertions/délétions, contre 20-30%
de mutations ponctuelles. Ces modifications génétiques surviennent préférentiellement dans 2
régions du gene, caractérisées de « hot spot » : autour des exons 2 a 20, ou entre les exons 45

et 55 (Leturcq & Tuffery-Giraud, 2015).

Mutations non-sens
20

« Petites » lésions
(< 1 exon)

Mutations introniques
30

Mutations faux-sens

Sites d’épissage

Insertions - 54

Délétions

Délétions -

Délétions « larges »
(2 1 exon)

Duplications

Figure 18 : Les différents types de mutations impliqués dans les dystrophinopathies (Source : DMD mutations database).
Le géne de la dystrophine est le plus long géne retrouvé chez I’ Homme. Sa taille de 3,4 millions de paires de bases (,4€b) et ses
79 exons rendent propices 1’apparition de diverses mutations : des 1ésions dites « larges » d’au moins un exon, de petites 1ésion (<
un exon) ou des mutations introniques (favorisant 1’apparition d’exons cryptiques). Au total, f898 mutations différentes

impliquées dans le développement des dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker sont référencées sur le site DMD
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Défauts subcellulaires

A T’état embryonnaire, les muscles des patients atteints de DMD ne présentent, d’ un point de
vue histologique, aucune différence avec des muscles sains. Les premiers défauts sont

observables des la naissance, avant méme 1’apparition de faiblesse musculaire.

Altérations du sarcolemme et de sa fonctionnalité
L’absence de dystrophine entraine une fragilisation de la membrane plasmique des fibres
musculaires, due a la déstabilisation du DGC et a la rupture du lien existant entre
compartiment intracellulaire et matrice extracellulaire. La transmission de la force mécanique
lors des cycles de contractions musculaires est donc altérée, entrainant la rupture du

sarcolemme.

Perturbations de I’homéostasie calcique
Dans les muscles des patients atteints de DMD, 1’homéostasie calcique est perturbée par une
entrée massive d’ions Ca," dans les fibres musculaires, via des canaux calciques et des points
de rupture présents dans le sarcolemme. Le calcium est impliqué dans la régulation de
nombreuses voies de signalisation intracellulaires, intervenant notamment dans le processus
de contraction musculaire et dans I’activation de protéases telles que les calpaines.
L’activation de ces enzymes entraine in fine 1’activation de voies de mort cellulaire, telle que

I’apoptose (Allard, 2006).

Déficit en nNOS
Le monoxyde d’azote, ou NO, est un composé vasodilatateur, augmentant 1’apport en
oxygene et en nutriments nécessaires au bon fonctionnement des muscles. Dans le DGC, se
trouve une enzyme, la nNOS (neuronal Nitric Oxyde Synthase), chargée de synthétiser ce
monoxyde d’azote. Cette enzyme est ancrée a la membrane sarcoplasmique par le biais d’une
interaction avec la dystrophine (Molza et al., 2015). Cependant, dans les muscles de patients
atteints de DMD, 1’absence de dystrophine déstabilise le DGC, entrainant la relocalisation
subcellulaire cytosolique de cette enzyme et sa dysfonction. De plus, on observe chez ces
patients une diminution de I’expression de la nNOS, reflétée par une baisse de la transcription
et de la traduction (Chang et al., 1996). Ces anomalies pourraient participer a la diminution
de I’irrigation musculaire et donc a la fatigue musculaire (Sander et al., 2000; Sato et al.,

2008).



Inflammation
La dégénérescence progressive des fibres musculaires retrouvée chez les patients DMD
entraine un recrutement de cellules du systéme immunitaire. La fuite de cytokines a travers le
sarcolemme endommagé, ainsi que [infiltration de neutrophiles et de macrophages,
permettent le développement d’une réaction inflammatoire, contribuant ainsi a I’évolution de

la maladie (Spencer & Tidball, 2001).

Altération du processus régénératif
Un nouveau rdle de la dystrophine a récemment été mis en évidence par 1’équipe de Mickael
Rudnicki, dans la division asymmétrique des cellules satellites lors de la régénération
musculaire. Dans les cellules satellites de patients DMD, dépourvues de dystrophine, la
division des cellules satellites est altérée et ne permet plus la génération de précurseurs
myogéniques, entrainant I’accumulation de cellules satellites dans les muscles, et un défaut de

régénération musculaire (Chang et al., 2016; Dumont et al., 2015).

Modgeéles d’étude

Cultures primaires et lignées cellulaires
Les biopsies musculaires effectuées sur les quadriceps et/ou deltoides de jeunes patients
atteints de DMD peuvent étre utilisées dans le cadre d’un diagnostic, mais aussi dans le cadre
de la recherche médicale. Cependant, méme si ces cultures primaires, extraites directement de
leur milieu physiologique, sont un bon moyen d’¢tudier la pathologie, leur fragilité¢ et leur
rareté en font un modele trés difficile a utiliser. Pour pallier a ce manque de matériel, il est
désormais possible de cultiver des lignées de myoblastes immortalisés ; ces lignées sont
capables d’exprimer des marqueurs myogéniques et de lancer une programme de

différenciation in vitro (Mamchaoui et al., 2011).

Modeles invertébrés
Caenorhabditis elegans
Depuis le séquencage de son génome en 1998, le nématode est devenu un modele de choix
dans la création de souches mimant un grand nombre de maladies humaines. En effet, plus de
65 % des geénes impliqués dans des pathologies chez I’humain possédent un geéne orthologue
chez C. elegans. Ainsi, en 2000, une souche mimant la dystrophie musculaire de Duchenne a

été développée par 1I’équipe de Laurent Ségalat et est toujours utilisée dans notre équipe



(Gieseler et al., 2000; Megeney et al., 1996). Cette souche résume a la fois le processus de
dégénérescence musculaire observable chez les patients DMD, mais aussi les mécanismes

moléculaires impliqués dans cette pathologie (Brouilly et al., 2015).

Drosophila melanogaster

Tout comme le nématode, la drosophile, ou mouche du fruit, est un organisme modele tres
utilis€ dans 1’étude des pathologies humaines. Cependant, contrairement a Caenorhabditis
elegans, les cellules musculaires de la drosophile sont fusionnées, comme chez les
mammiferes. Son court cycle de vie et de développement, son génome entierement séquencé
et la présence de nombreux genes orthologues aux geénes humains ont permis le
développement de souches mimant des maladies retrouvées chez 1’humain, telles que les
dystrophies musculaires (LGMD, DMD, CMD... ; Plantié et al., 2015; Shcherbata et al.,
2007).

Modeles vertébrés
Modele murin
La souris est I’un des organismes modéles vertébrés les plus couramment utilisés en
génétique, grace a la forte homologie entre son génome et le génome humain (> 90%). Ainsi,
en mutant le gene de la dystrophine, des équipes ont réussi a développer une lignée murine
capable de mimer la dystrophie musculaire de Duchenne la souris mdx (Bulfield et al., 1984;
Sicinski et al., 1989). Cependant, la souris possédant un fort taux de régénération musculaire
di en partie a I’expression d’utrophine, la dégénérescence musculaire observée dans ce
modele n’est pas aussi important que celle observée chez les patients humains. Une nouvelle
lignée murine a par la suite été créée, inactivant a la fois le géne de la dystrophine et le géne
de I'utrophine (Isaac et al., 2013). Les animaux double KO possédent un phénotype plus
sévere que les souris mdx, reflétant de facon plus réaliste les symptdmes de la dystrophie

musculaire de Duchenne.

Poisson zébre
84 % des genes humains impliqués dans des pathologies possedent un orthologue chez le
poisson zebre (Zebrafish). Sa facilité d’entretien, le grand nombre de descendants générés et
surtout sa transparence, permettant des observations microscopiques in vivo, en font un
modele d’étude tres utilisé, notamment dans I’analyse des mécanismes d’embryogenése et de

formation des organes, de la migration cellulaire, du comportement et du sommeil (Bassett



& Currie, 2004; Steffen et al., 2007). L’identification d’un gene orthologue de la
dystrophine humaine, le géne sapje, a permis le développement d’un modele DMD chez le
poisson zebre, présentant des défauts sarcomériques ainsi que des problémes de contraction

(Li et al., 2014) similaires a ceux retrouvés chez les patients.

Autres modeles
D’autres organismes modeles sont utilisés pour étudier la dystrophie musculaire de Duchenne.
La DMD a été modélisée chez de nombreuses races de chien, dont la plus connue et étudiée
reste le Golden Retriever (GRMD, pour Golden Retriever Muscular Dystrophy) ; les défauts
phénotypiques observés sont similaires a ceux retrouvés chez 1’humain (pour revue, voir
Duan, 2015). Des races de chats (Gaschen & Burgunder, 2001) ont également été
génétiquement modifiées afin de mimer cette pathologie et présentent, en plus de 1’absence
d’expression de la dystrophine, une diminution du nombre de fibres intermédiaires (type 2A).
De méme, le modele porcin de la DMD récapitule bon nombre de caractéristiques
phénotypiques retrouvées chez les patients : élévation du taux de Créatine Kinase, apparition
de Iésions nécrotiques, développement de cardiomyopathies (Klymiuk et al., 2013; Selsby et
al., 2015)... Enfin, chez les rats DMD (Larcher et al., 2014), les muscles des individus
dystrophiques présentent de sévéres fibroses, ainsi qu’une infiltration de tissu adipeux. De

plus, une baisse globale de la force musculaire, ainsi que ’apparition de cardiomyopathies ont

pu étre observées.

Stratégies thérapeutiques

Bien qu’a I’heure actuelle, aucun traitement curatif ne soit disponible pour la dystrophie
musculaire de  Duchenne, de nombreux essais cliniques sont en cours
(https://clinicaltrials.gov). 2 types de stratégies thérapeutiques sont développées: la
premiere, a but curatif, vise principalement a corriger le défaut génétique primaire, et a
permettre la réexpression de la dystrophine ou a complémenter cette expression par
I’expression d’utrophine ; la seconde, a but palliatif, vise a traiter les défauts secondaires
associés a la DMD, et a améliorer la qualité de vie des patients, en retardant ou en limitant

I’apparition des symptomes de la maladie.



Correction du défaut génétique primaire
Saut d’exon
Le saut d’exon, ou exon skipping, est une stratégie visant a restaurer un cadre de lecture
correct en retirant artificiellement un ou plusieurs exons du gene de la dystrophine, pour
permettre la transcription et 1’épissage d’'un ARN messager dont la traduction permettra
I’expression d’une protéine tronquée, mais fonctionnelle. Cette méthode est basée sur
I’utilisation d’oligonucléotides antisens (AON, pour Antisens OligoNucleotide) spécifiques de
séquences cibles du gene et reste la stratégie la plus prometteuse dans le traitement de la
DMD (Arechavala-Gomeza et al., 2012; Koo & Wood, 2013). Plusieurs molécules ont fait
I’objet d’essais cliniques ces derniéres années. Ainsi, le Drisapersen, un oligonucléotide dirigé
contre I’exon 51, a atteint la phase III. Cependant la trop faible amélioration du score 6MWT
(6 Minutes Walk Test, ou test de marche sur 6 minutes) chez les 186 patients testés n’a pas
convaincu la FDA (Food & Drug Administration), qui a par conséquent refusé de délivrer une
autorisation de mise sur le marché pour ce composé (Lu et al., 2014). En parall¢le, un second
laboratoire a mis au point un autre AON, I’Eteplirsen, lui aussi dirigé contre 1’exon 51 de la
dystrophine. L’augmentation de I’expression de la protéine chez les patients DMD observée
dans les phases II et III, le ralentissement de la perte de la marche ainsi que de la fonction
respiratoire et la bonne tolérance des patients ont mené, en Septembre 2016, a la mise sur le

marché de cette molécule (Lim et al, 2017).

Translecture de codon STOP
Les mutations non-sens représentent 10 % des mutations impliquées dans la dystrophie
musculaire de Duchenne. Elles consistent en 1’apparition de codons STOP prématurés dans la
séquence du gene de la dystrophine, menant a la production d’une protéine tronquée non
fonctionnelle, ou a la dégradation des ARN messagers par le systtme NMD (Nonsense-
mediated mRNA Decay). L utilisation de composés chimiques, tels que I’ Ataluren (Bushby et
al., 2014) ou la Gentamicine, permet de forcer la machinerie traductionnelle a passer outre ce
codon stop et a poursuivre la traduction, et la synthése d’une protéine fonctionnelle.
Cependant, bien qu’un traitement par le PTC124 (Ataluren) ait permis de restaurer une
expression partielle de dystrophine dans les muscles de patients DMD (Finkel et al., 2013) et
de retarder leur déclin ambulatoire (Bushby et al., 2014), la Gentamicine n’a montré que tres

peu d’effets bénéfiques (Malik et al., 2010).



Correction/Supplémentation génétique
Une autre stratégie consiste a complémenter les cellules musculaires DMD en dystrophine
(Lostal et al., 2014) ou en utrophine (un homologue fonctionnel de la dystrophine), via la
transduction adéno-virale (Athanasopoulos et al, 2004) de mini/micro-versions de ces genes
(Blankinship et al, 2006; Odom et al, 2008). Cependant, un des facteurs limitant de cette
technique reste le développement par les patients traités d’une éventuelle réponse
immunitaire, dirigée contre la capside virale et/ou le transgéne (Okada & Takeda, 2013). Un
traitement immunosuppresseur pourrait donc accompagner ce type de thérapie, afin de
maitriser cette réponse immunitaire. La restauration de I’expression de dystrophine/utrophine
fait actuellement I’objet d’essais cliniques visant a tester le caractére immunogene de cette
technique. En 2010, la phase I d’un premier essai (NCT00428935) a ainsi démontré 1’absence

de réponse immunitaire a I’égard d’un AAV exprimant la minidystrophine.

Enfin, il est désormais possible de procéder directement a des modifications du génome, grace
a I'utilisation d’enzymes telles que des méganucléases (Popplewell et al., 2013). L’édition
génétique peut se révéler tres utile dans le cas de délétions d’exons : les enzymes provoquent
des cassures double brin de I’ADN et, grace a un phénoméne de recombinaison homologue a
partir d’un ADN matrice issu d’un donneur sain, peuvent permettre la restauration du géne et
de I’expression de la dystrophine. Ainsi, 1’édition génétique du gene de la dystrophine dans
des muscles de souris mdx (Xu et al., 2016) a permis la restauration de I’expression, de la
localisation ainsi que de la fonction de la protéine. Enfin, la méthode du CRISPR/Cas9 a été
employée avec succes dans des myoblastes issus de patients DMD présentant une duplication
de I’exon 2, entrainant une réexpression de la dystrophine, a I’échelle de I’ARN messager et

de la protéine (Lattanzi et al., 2017).

Injection de cellules souches
Il est aussi envisageable de transplanter directement des cellules souches (cellules satellites ou
iPSCs) provenant de donneurs sains ou corrigées génétiquement a partir de cellules de
malades, dans les muscles de patients DMD, afin de permettre leur régénération. Cette
méthode, bien qu’applicable a tous les types de mutations, reste toutefois limitée par le faible
nombre de cellules satellites, et les méthodes d’injection intramusculaire encore imprécises
(Tabebordbar et al., 2013). L’utilisation de cellules souches reprogrammées (iPSCs) dans la
régénération musculaire a été testée avec succes dans les modeles canin (Nitahara-Kasahara

et al., 2012) et murin (Zhang et al., 2015).



Traitement des défauts secondaires
Utilisation de glucocorticoides
Les glucocorticoides, tels que le Deflazacort ou la Prednisone, sont les médicaments les plus
fréquemment utilisés dans le traitement des symptomes de la dystrophie de Duchenne. Bien
que leur(s) mécanisme(s) d’action soi(en)t encore mal compris, leur utilisation quasi
systématique a montré une nette amélioration de la motricité des patients, avec un retard de la
perte de la marche (10 ans chez les patients non traités, contre 14,5 ans chez les patients
traités quotidiennement ; Ricotti et al., 2013), un développement de cardiomyopathies différé
(13,1 ans contre 15,2 ans; Barber et al., 2013), une diminution du développement de
scolioses (Lebel et al., 2013), une amélioration de la fonction respiratoire (Buyse et al., 2013)
et une diminution du taux de mortalité¢ (Schram et al., 2013). Cependant, malgré des effets
positifs évidents, les traitements aux glucocorticoides possedent de nombreux effets
indésirables, tels qu’une prise de poids excessive, la diminution de la densité des os,
I’hypertension artérielle, I’apparition d’une cataracte, et des troubles de I’humeur (Beytia et

al., 2012).

Amélioration du métabolisme oxydatif
Une conséquence indirecte de 1’absence de dystrophine dans les muscles de patients DMD est
la dérégulation du métabolisme oxydatif. L’administration d’un traitement a base
d’Idebenone, un analogue du coenzyme Q10, permettrait d’améliorer ce processus chez des
patients non traités aux corticoides, ce type de médicaments ayant montré un effet neutralisant
sur le composé. Apres des essais concluants sur le modele murin mdx (Buyse et al., 2009),
des essais cliniques ont mis en évidence les effets bénéfiques du ledebenone sur les fonctions

cardiaque et respiratoire (Buyse et al., 2015) chez les patients DMD.

Autres méthodes
Le maintien de la masse musculaire est une stratégie thérapeutique secondaire trés importante
pour les patients DMD, dont I’un des principaux symptomes est la fonte excessive des
muscles. Des résultats prometteurs ont notamment été obtenus suite a 1’utilisation de stéroides
anabolisants tels que 1I’Oxandrolone (Orr & Singh, 2004), ainsi que d’agonistes des
récepteurs aux androgenes (Ponnusamy et al.,, 2017). Les effets de la diminution des
mécanismes de protéolyse (cathepsine S, calpaines et protéasome) ont aussi été analysés et
ont montré une diminution du phénotype dystrophique chez les souris mdx (Briguet et al.,

2008 ; Tjondrokoesoemo et al., 2016).



Par ailleurs, le développement d’une réaction inflammatoire fait partie des autres symptomes
rencontrés chez les patients DMD. La mise en évidence récente dans le modele murin de
I’implication du récepteur P2RX7, acteur de la réponse immunitaire, dans le phénotype
dystrophique a permis de démontrer que la modulation de I’inflammation était une piste
thérapeutique prometteuse dans le traitement de la DMD (Sinadinos et al., 2015).

Enfin, des études ont été menées sur les effets de I’inhibition de la myostatine, une protéine
capable d’inhiber la prolifération des cellules satellites. Si le traitement de souris mdx par des
anticorps masquant les récepteurs a la myostatine a permis d’augmenter la masse musculaire
de ces animaux, de graves effets secondaires se sont développés, tels que des myopathies
mitochondriales séveres (Relizani et al., 2014). Un essai clinique débuté en 2010 sur des
patients DMD a ainsi du étre stoppé prématurément, les patients présentant des symptomes
inquiétants. L’analyse de cette voie de signalisation est cependant toujours en cours, afin de

trouver de nouveaux traitements.



CHAPITRE 3 : Contrdle Qualité des Protéines et
Dystrophie Musculaire de Duchenne

Etat de art

Différentes études réalisées sur des modeles variés de dystrophies dont la DMD rapportent
des modifications de certains acteurs du contrdle qualité des protéines.

Ainsi, certains types de mutations du gene de la dystrophine touchant le domaine de liaison a
I’actine (ABD, pour Actin Binding Domain) entrainent une déstabilisation de la structure
protéique, provoquant la formation d’agrégats de dystrophine et rendant la protéine non
fonctionnelle (Singh et al., 2010).

Des analyses protéomiques réalisées chez des souris mdx ont mis en évidence une
augmentation de I’expression de différentes isoformes de Hsp70 (Carberry et al., 2014),
ainsi que de HspB5/aB-crystalline (Carberry et al., 2013). Une augmentation de I’expression
de certains chaperons moléculaires (Hsp70, Hsp90a et Hsp90p) a aussi pu étre observée chez
des patients souffrant de DMD (Paepe et al., 2012). De plus, 1’analyse du processus de
dégradation non lysosomale dans des biopsies de patients DMD a montré une augmentation
de I’activité du protéasome (Kumamoto et al., 2000). L’utilisation du MG132, un inhibiteur
de DP’activité¢ du protéasome, sur des souris mdx (Bonuccelli et al., 2003) ou des poissons
zebre sapje (Winder et al.,, 2011) a permis une diminution du phénotype dystrophique,
caractérisée par une diminution des dommages musculaires et une augmentation de
I’expression de protéines sarcolemmales. Enfin, des études menées dans le modele murin mdx
ont permis de mettre en évidence une dérégulation de [’autophagie, traduite par une
augmentation de I’activation d’AKT, ainsi qu'une diminution de la lipidation de LC3, et une
accumulation d’organites défectueux et du récepteur autophagique p62 (De Palma et al.,
2014). L’utilisation du lysotracker, un marqueur des vésicules acides, dans le mode¢le DMD
du nématode, a aussi montré une accumulation de ces vésicules (lysosomes et

autophagolysosomes) dans les vers DMD (Pierson & al., en préparation).

Ainsi, le contrdle qualité des protéines semble modulé dans différents modeles de la
dystrophie musculaire de Duchenne. Ces défauts secondaires pourraient donc constituer de

nouvelles cibles pour le développement de traitements palliatifs.



Objectifs de I’étude

Malgré la constante augmentation des études menées depuis 30 ans, il n’existe a 1’heure
actuelle aucun traitement curatif pour la dystrophie musculaire de Duchenne. De plus, en
raison de la diversité des mutations impliquées dans cette pathologie, les différentes pistes
thérapeutiques explorées nécessiteraient la mise en place de processus de médecine
personnalisée. Malheureusement, ce type de thérapie « patient-dépendant » est difficilement
envisageable a I’heure actuelle, a cause de la durée nécessaire a sa mise au point, mais aussi
de son coft tres élevé. Une solution alternative serait de développer des traitements palliatifs,
ciblant les défauts secondaires inhérents a cette dystrophie, tels que les anomalies du contrdle
qualit¢ des protéines. Ces traitements permettraient d’atténuer le phénotype dystrophique et
d’ameéliorer les fonctions musculaires et respiratoires chez le plus grand nombre de patients
DMD.

Bien que les mécanismes de PQC aient été étudi€s séparément dans différents organismes
modeles, aucune analyse globale des mécanismes du contrdle qualité des protéines et de leurs
interconnexions n’a encore été réalisée au sein d’'un méme modele de la dystrophie
musculaire de Duchenne. De plus, jusqu’a aujourd’hui, I’é¢tude de ces mécanismes a été

menée uniquement dans des muscles différenciés.

Durant ma thése, je me suis donc appliquée a caractériser 1’état du controle qualité des
protéines ainsi que des différents mécanismes régulateurs de I’homéostasie protéique au sein
de cellules musculaires non différenciées provenant de patients souffrant de dystrophie
musculaire de Duchenne ; I’objectif étant de déterminer si des défauts du PQC pourraient déja
étre détectés avant différenciation des myoblastes en myotubes.

A court terme, ce projet vise a acquérir une meilleure compréhension des mécanismes
cellulaires impliqués dans le développement de la dystrophie musculaire de Duchenne. Cette
¢tude pourra ensuite é&tre étendue a d’autres pathologies musculaires, et permettra
I’identification d’acteurs communs de la dégénérescence musculaire, et le développement de

thérapies palliatives communes au plus grand nombre de ces maladies.






RESULTATS







CHAPITRE 1 : Caractérisation des lignées de myoblastes

immortalisés

Les cultures primaires de cellules musculaires constituent un matériel précieux pour
les laboratoires. Cependant, le peu de cellules disponibles, ainsi que leur prolifération limitée
par leur entrée en sénescence rendent difficiles 1’utilisation de ce type de matériel. Les
premieres lignées de myoblastes immortalisées par transduction virale de plasmides
permettant la surexpression de la télomérase et de CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4) ont été
développées par 1I’équipe de Vincent Mouly et leur potentiel prolifératif ainsi que leur capacité
de différenciation ont été étudiés (Mamchaoui et al., 2011). Ainsi, ce nouveau modele
permet d’étudier le développement et la physiologie des muscles squelettiques, du stade
précoce myoblastique au stade différencié, tout en s’affranchissant des contraintes évoquées

précédemment.

Les lignées utilisées dans cette étude proviennent initialement de cultures primaires issues de
biopsies musculaires de donneurs sains ou de patients atteints de dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD) (cf. Matériel & Méthodes), immortalisées par 1’équipe de Bénédicte
Chazaud (UMRS5310/INSERM U1217, Institut NeuroMyoGene) d’apres le protocole de V.
Mouly. Lorsque nous avons obtenu ces lignées, elles n’avaient pas encore été¢ entieérement
caractérisées. J’ai donc commencé par la caractérisation de ces lignées, en termes de

prolifération et de différenciation.

Potentiel prolifératif

Les myoblastes ont été ensemencés a une densité donnée, dans des milieux de
compositions différentes (cf. Matériel & Méthodes), afin de déterminer les conditions

optimales de culture. Un comptage quotidien a ensuite été effectué sur une période de 5 jours.

L’utilisation du Milieu 1 a permis de mettre en évidence une premicre différence entre les
lignées immortalisées de myoblastes provenant de donneurs sains et ceux provenant de

patients DMD. En effet, si les lignées saines (Wild type, ou WT ; W1 & W4) ont besoin de 48



a 72h pour doubler leur population, il faut en moyenne 4 a 5 jours aux lignées issues de
biopsies de patients atteints de la myopathie de Duchenne (DMD ; D1, D2, D3 & D4) pour
arriver a ce méme résultat (Figure 19). Ce milieu a été utilisé par notre équipe durant les 2/3

de ma these, ne bénéficiant pas de meilleure alternative.

Depuis un an, nous utilisons un mélange (Milieu 2) composé du Milieu 1 et d’un milieu de
prolifération complet spécifiquement mis au point pour la culture de cellules musculaires
squelettiques et commercialisé par la société Promocell (ratio 1:1). L’utilisation de ce
nouveau milieu sur les différentes lignées a montré une nette amélioration de leur
prolifération, démontrée par la diminution du temps nécessaire au doublement de la
population des myoblastes Wild Type (24h a partir de J2) et DMD (2 jours au lieu de 4).
Cependant, malgré I’importante augmentation de prolifération des cellules DMD dans ce
second milieu, leur vitesse de prolifération reste inférieure a celle des cellules saines (4,5)(105
a 5x10° cellules DMD, contre 7,3x10° a 7,5x10° cellules Wild Type apreés 5 jours de
croissance en Milieu 2; ***p < 0,001). Cependant, les cellules n’ayant jamais été
ensemencées plus de 48h avant la réalisation de nos expériences, cette différence de

croissance ne s’est pas révélée problématique.
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Figure 19 : Analyse du potentiel prolifératif des lignées de myoblastes immortalisés. La croissance des lignées de myoblastes
immortalisés (Wild type : W1 & W4 ; DMD : D1, D2, D3 & D4) dans différents milieux de culture (Milieu 1, Milieu 2 ; cf.
Matériel & Méthodes) a été analysée. Si la croissance des myoblastes DMD semble ralentie par rapport aux myoblastes WT dans
le Milieu 1, le Milieu 2 améliore considérablement leur temps de doublement (2 jours au lieu de 3-4 jours dans le Milieu 1). (¥*p

<0,01 & *** p <0,001)

Capacité de différenciation




Lors de leur différenciation, les myoblastes changent de morphologie, adoptant une
conformation fusiforme et orientée. Ces cellules allongées vont ensuite fusionner avec leurs
voisines, afin de donner naissance a des myotubes polynucléés. Le programme génétique des
cellules musculaires engagées dans ce processus leur permet I’expression de protéines
spécifiques telles que la chaine lourde de la myosine (MHC, pour Myosin Heavy Chain) ou la

desmine.

La capacité des lignées de myoblastes immortalisés a se différencier a été analysée. Pour ce
faire, les cellules ont été différenciées durant 8 jours et un immunomarquage de la MHC a été
réalisé. Comme attendu, la MHC est totalement absente dans les myoblastes non différenciés
(JOpigr). Apres 8 jours de différenciation (J8pifr), un fort marquage de la MHC est observable
dans les lignées immortalisées WT1, WT4, DMD3 et DMD4. Cependant, un nombre moins
important de cellules MHC-positives est observable dans le cas des lignées DMD1 et DMD?2.
De plus, il est possible d’observer pour toutes les lignées des myoblastes fusionnés, (présence

d’au moins 2 noyaux par cellule musculaire ; Figure 20A).
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Figure 20 : Capacité de différenciation des lignées de myoblastes immortalisés. A - Des myoblastes Wild type (W1 et W4) et

DMD (D1 a D4) ont été ensemencés dans du milieu de prolifération (JOp;;). Le jour suivant, le milieu de prolifération a été
remplacé par du milieu de différenciation. Les cellules ont été différenciées durant 8 jours (J8p;y) et un immunomarquage de la
chaine lourde de la myosine (MHC, en vert) a été réalisé. Un marquage nucléaire au Hoechst (en bleu) a aussi été réalisé. Les
observations ont été réalisées au grossissement x40, sur le microscope Z1 Axio Imager. Echelle : 50um. B - Des extraits
protéiques totaux ont été préparés a partir de myoblastes non différenciés ou différenciés durant 8 jours, puis séparés par SDS-
PAGE ; I’expression de la MHC a été analysée par immunoblot grace a 1’utilisation d’anticorps spécifiques. L’actine est utilisée

comme témoin de charge.



L’expression de MHC apres 8 jours de différenciation a également été confirmée par
immunoblot (Figure 20B). En effet, si la protéine est totalement absente dans les myoblastes,
une bande d’intensité variable a pu étre révélée dans les cellules différenciées. Ces résultats
reflétent donc la capacité de ces myoblastes a s’engager dans le processus de différenciation.
Cependant, les cellules présentes sur les lames n’expriment pas toutes la MHC suggérant
qu’elles n’entrent pas toutes dans un processus de différenciation et ceci de fagon plus

importante dans les lignées DMD que dans les lignées WT.

Expression de la dystrophine

Si certaines études ont montré une expression de la dystrophine limitée aux cellules
musculaires différenciées (Miranda et al., 1988), d’autres ont cependant réussi a mettre en
évidence sa présence dans des myoblastes humains (Trimarchi et al., 2006), ainsi que dans
les cellules satellites de souris (Dumont et al., 2015). Il nous a donc semblé nécessaire
d’analyser I’expression de la dystrophine dans les lignées de myoblastes immortalisés de cette
étude. Pour ce faire, un immunoblot a été réalisé sur des extraits protéiques des différentes
lignées non différenciées et un anticorps spécifique de la région C-terminale de la protéine
(MANDRAT) a été utilisé pour révéler la dystrophine. Des extraits protéiques préparés a
partir de cellules différenciées durant 8 jours ont été utilisés comme témoin positif. Une bande
de haut poids moléculaire correspondant a la dystrophine est observable dans les myoblastes
Wild type (W1 et W4), mais est totalement absente des lignées DMD. Ces résultats suggerent
que la dystrophine est bien exprimée a 1’état de myoblastes, mais que les mutations portées
par les myoblastes DMD ne permettent pas I’expression de cette protéine. Cependant, cette
expression reste relativement faible par rapport aux cellules différenciées (W4 J8pig). En
effet, la quantification du taux de dystrophine dans les myoblastes Wild type a montré une

expression 13 fois plus faible que dans les cellules différenciées (Figure 21).
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Figure 21 : Analyse de ’expression de la dystrophine dans les lignées de myoblastes immortalisés. Des extraits protéiques
totaux ont été préparés a partir de myoblastes non différenciés ou différenciés durant 8 jours et 10 ou 30ug ont été séparés par
SDS-PAGE ; D’expression de la dystrophine a été analysée par immunoblot grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques

(MANDRALI). Le ratio dystrophine/actine indique la quantité relative de dystrophine exprimée dans les différentes lignées.



La bonne prolifération des lignées de myoblastes immortalisées ainsi que leur capacité a s’engager dans le processus de différenciation en
font donc un bon modele pour 1’étude des mécanismes physiologiques et du développement musculaire. Durant la suite de ma thése, je me
suis particulierement intéressée aux mécanismes de Controle Qualité des Protéines (PQC) au sein des cellules musculaires non différenciées
présentant une déficience en dystrophine. Cette analyse a permis de déterminer les conséquences de la différence d’expression de cette

protéine entre les lignées Wild Type et DMD sur la fonctionnalité des mécanismes du PQC.



CHAPITRE 2 : Analyse des mécanismes du Controle Qualité
des Protéines (PQC) dans des lignées de myoblastes controle ou DMD

Efficacité du Controle Qualité des Protéines dans des

myoblastes DMD

Le maintien de 1’homéostasie cellulaire est trés important au sein des muscles. Les
mouvements quotidiens ainsi que 1’activité physique entrainent une production excessive
d’especes réactives de 1’oxygene, ainsi qu’un important besoin en ATP. De plus, certaines
protéines musculaires telles que la filamine, sont trés endommagées lors des cycles de
contraction/relaxation et ont tendance a s’agréger. Le Controle Qualité des Protéines (PQC)
joue donc un rdle important dans le maintien de la qualit¢ du protéome des cellules
musculaires en jouant un role dans 1’élimination des organites endommagés ou des agrégats
protéiques mais aussi dans le recyclage des composés pour fournir de I’énergie.

Des défauts du PQC ont déja été décrits dans certaines myopathies, et en particulier dans le
cas de dystrophies. Cependant, aucune étude de ces mécanismes n’a été réalisée dans un seul
modele d’étude et a un stade précoce, avant la différenciation musculaire. Mon projet de thése
a donc visé a caractériser 1’état du Contrdle Qualité des Protéines dans des lignées de
myoblastes immortalisée issues de donneurs sains ou de patients atteints de dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD). Dans un premier temps, je me suis intéressée a 1’efficacité

du PQC au sein de ces lignées.

Taux de p62/multiubiquitine
J’ai tout d’abord analysé 1’expression de deux marqueurs reflétant 1’efficacité du PQC : p62 et
les chaines multiubiquitinées. En effet, p62 est un récepteur de la macroautophagie, spécialisé
dans la reconnaissance des agrégats protéiques et leur adressage a la dégradation. Grace a son
domaine UBD (Ubiquitin-Binding Domain), p62 est capable de lier des cargos
multiubiquitinés, préférentiellement via une chaine K63. La présence d’un domaine LIR
(LC3-Interacting Region) lui permet également d’interagir avec la protéine LC3, faisant le
lien entre agrégats protéiques et machinerie autophagique (Pankiv & al., 2007). Les chaines

multiubiquitinées permettent 1’adressage aux principaux systemes de dégradation cellulaire :



le systéme ubiquitine-protéasome (chaine de multiubiquitine K48) et 1’autophagie (chaine de
multiubiquitine K63 ; voir ).

Des extraits protéiques totaux ont été préparés a partir des lignées de myoblastes
immortalisés, puis séparés par SDS-PAGE. Une immunorévélation a permis de détecter les
protéines d’intérét, grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques (Figure 22A). Une forte
augmentation du taux de protéines multiubiquitinées a pu €tre observée dans les lignées DMD
en comparaison aux lignées contrdle ; cependant, I’expression de la protéine p62 s’est révélée
tres variable d’une lignée a 1’autre. La quantification des blots issus de trois expériences
indépendantes (Figure 22B) a permis d’une part de confirmer 1’augmentation significative
(***p < 0,001) de la présence de chaines multiubiquitinées dans les lignées DMD et d’autre

part, I’absence de variation du taux de p62 entre les lignées contréle et DMD.
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Figure 22 : Analyse du taux de protéines multiubiquitinées et de p62 dans les lignées de myoblastes immortalisées. A - Des
extraits protéiques totaux ont été séparés par SDS-PAGE et analysés par immunoblotting grace a I’utilisation d’anticorps
spécifiquement dirigés contre les chaines multiubiquitinées et p62. B - Les blots issus de trois expériences indépendantes ont été
quantifiés (n = 3). Les analyses statistiques (ANOV A) montrent une différence significative entre les lignées Wild Type et DMD
(4% 1 p < 0,001)

Agrégation protéique
L’accumulation de protéines multiubiquitinées et/ou mal repliées dans le cytosol des cellules
peut entrainer la formation d’agrégats protéiques toxiques. J’ai donc procédé a 1’analyse du

recrutement des protéines multiubiquitinées ainsi que de la protéine p62 dans des agrégats



protéiques. Pour ce faire, des expériences de Filter Trap ont été réalisées sur les différentes
lignées (Figure 23A ; Nivon et al., 2009). Une augmentation du taux d’agrégats protéiques
associés a p62 ou multiubiquitinés a ainsi pu étre constatée dans les quatre lignées DMD en

comparaison aux cellules controle.
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Figure 23 : Analyse de ’agrégation protéique. A - Des extraits protéiques totaux ont été analysés par Filter Trap (voir Matériel
& Méthodes). Les blots montrent une augmentation des agrégats protéiques contenant la protéine p62 ou des protéines
multiubiquitinées dans les lignées de myoblastes DMD en comparaison aux lignées WT. B - Un immunomarquage des protéines
p62 et des chaines multiubiquitinées a été réalisé dans les différentes lignées. Le nombre d’agrégats protéiques par cellule a
ensuite été compté dans 100 a 200 cellules par lignée. Les graphiques résultent du comptage de trois expériences indépendantes (n

=3). Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une différence significative entre les lignées Wild Type et DMD (*** ; p <

0,001)



Un immunomarquage de ces protéines a également été réalis¢ afin d’appuyer ces observations
(Figure 23B). Le nombre d’agrégats protéiques positifs pour p62 ou la multiubiquitine- a
ensuite été compté dans 100 a 200 cellules de chacune des lignées de myoblastes. Ainsi, le
nombre de cellules présentant plus de 15 agrégats p62-positifs augmente de fagon
significative dans les lignées DMD (***p < (0,001). Le nombre de myoblastes contenant plus
de 15 agrégats multiubiquitine-positifs est également plus important dans les lignées DMD

(***p <0,001).

Ainsi, les lignées de myoblastes issus de patients souffrant de dystrophie musculaire de
Duchenne présentent une accumulation de protéines multiubiquitinées et d’agrégats
protéiques dans leur cytosol. Cette agrégation pourrait étre le reflet de défaillances du PQC et
notamment des mécanismes de reconformation des protéines mal conformées (Heat Shock
Proteins) et/ou de dégradation des protéines agrégées (systeme ubiquitine-protéasome et

autophagie). La suite de ce projet a donc été d’analyser ces différents mécanismes.

Mécanisme de reconformation et protéines de choc

thermique (HSP)

Les chaperons moléculaires sont les premiers senseurs de la mauvaise conformation
protéique. Ces protéines chaperons sont majoritairement des protéines de choc thermique
(HSP pour Heat Shock Proteins) capables de reconnaitre les résidus hydrophobes externalisés
des protéines mal repliées. Une premicre hypothése de travail quant a 1’accumulation de
protéines multiubiquitinées et d’agrégats protéiques dans les myoblastes immortalisés DMD
pouvait étre celle d’un mécanisme de reconformation peu efficace. Je me suis donc intéressée
aux deux catégories de HSP:

- Les foldases, dont I’activité enzymatique permet la reconformation de substrats de fagon
ATP-dépendante

- Les holdases, séquestrant les protéines mal conformées en attente de

reconformation/dégradation

Foldases
Expression des foldases
Dans un premier temps, j’ai analysé 1’expression des protéines HSP40, HSP70 et HSP90. Des

extraits protéiques issus des différentes lignées contrdle et DMD ont été analysés par



immunoblot, grace a 'utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre les protéines d’intérét
(Figure 24).

La quantification de trois expériences indépendantes et I’analyse statistique des résultats
obtenus n’ont permis de montrer aucune différence significative entre les lignées de

myoblastes WT et DMD, pour les taux de HSP40, HSP70 et HSP90.
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Figure 24 : Analyse de I’expression des foldases. Des extraits protéiques issus des lignées Wild Type (W1, W4) et DMD (D1,
D2, D3, D4) ont été analysés par immunoblot. Les graphiques présentés correspondent a la quantification de trois expériences
indépendantes, aprés normalisation. Les analyses statistiques (ANOVA) n’ont pas montré de différence significative entre les

lignées de myoblastes WT et DMD pour les taux des HSP.

Activité chaperon globale
L’absence de variation d’expression des protéines analysées dans la partie n’exclut
cependant pas une modification de leur activité chaperon. Cette activité a donc été étudiée par
la réalisation d’un test luciférase de reconformation (Figure 25) ; brievement, les lignées de
myoblastes immortalisés ont été transfectées transitoirement avec un plasmide permettant
I’expression de la luciférase. 24 heures apres transfection, les cellules ont été soumises a un
choc thermique qui entraine le mauvais repliement/la dénaturation de la luciférase et donc sa
perte d’activité enzymatique. Les cellules sont alors replacées a 37°C pendant différents
temps de récupération, ce qui permet aux foldases d’éventuellement reconformer la luciférase

qui retrouvera alors son activité enzymatique. La détection de luminescence nous renseigne



donc sur la récupération d’activité enzymatique de la luciférase et ainsi sur ’efficacité de

I’activité chaperon dans les cellules.

Unités arbitraires

2 Figure 25 : Activité chaperon. L’activité globale des chaperons

i a été mesurée dans les différentes lignées (WT : W1, W4 ;

1.5 . —_— DMD : D1, D2, D3, D4) en conditions basales (Non Traitées,
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0.5 1 t — 1k oD4 résultat de trois expériences indépendantes, aprés normalisation

Hw ﬂ‘m‘ﬁ Tlﬂ ( par rapport a la condition non traitée. Une analyse statistique

0 ‘ - - \ - (ANOVA) a été réalisée (*p < 0.05).
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On peut observer une cinétique de récupération de 1’activité luciférase trés semblable entre les
différentes lignées ; ainsi apres 4 heures de récupération a 37°C, la luciférase a récupéré entre
67% et 110% de son activité pour toutes les lignées cellulaires. L’analyse statistique des
résultats confirme une absence de différence significative entre les lignées de myoblastes
immortalisées WT et DMD, excepté apres une heure de récupération a 37°C (R1 ; *p < 0.05) :

I’origine de cette variation résidant dans une grande variabilité existant entre les lignées WT.

Ainsi, il n’existe pas de différence dans le taux des foldases ni dans leur activité chaperon
entre les myoblastes controle ou DMD. Je me suis donc intéressée par la suite a la seconde

catégorie de HSP: les holdases.

Holdases
Expression des holdases
J’ai procédé a I’analyse de I’expression de trois holdases, en raison de leurs roles associés aux
muscles striés squelettiques (voir ; Figure 26): HSPBI1/HSP27,
HSPBS5/aB-crystalline et HSPB8/HSP22. Ces holdases sont notamment impliquées dans le
maintien des structures sarcomériques (Arndt et al., 2010 ; Yoshida et al., 1999). De plus,
dans le muscle HSPBS8 intervient dans I’élimination de protéines musculaires mal conformées
ou agrégées telles que la filamine C par le processus de CASA (Chaperone-Assisted Selective

Autophagy ; Ulbricht et al., 2015).
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Figure 26 : Analyse de I’expression des holdases. Des extraits protéiques issus des lignées Wild type (W1, W4) et DMD (D1,
D2, D3, D4) ont été analysés par immunoblot. Les graphiques présentés correspondent a la quantification de trois expériences

indépendantes, aprés normalisation. Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une différence significative entre les lignées

WT et DMD (**p < 0,01 ; ***p <0,001).

Le taux d’expression de HSPB1 ne présente pas de variation significative entre les différentes
lignées. Cependant, I’expression de HSPBS5 montre une augmentation significative (***p <
0,001) d’environ 300% dans les lignées de myoblastes DMD. Pour ces mémes cellules, on
observe a I’inverse une diminution significative (**p < 0,01) de I’expression de HSPBS,

allant de 22 (D3) a 82% (D2).

Holdases et agrégation protéique
La modulation de I’expression de HSPBS et HSPB8 pourrait étre corrélée a un potentiel
recrutement de ces acteurs lors du processus d’agrégation. En effet, cette famille de chaperons
moléculaires participe a la séquestration de protéines mal conformées grace a la formation de
réservoirs. J’ai donc étudié le recrutement de ces protéines au sein d’agrégats protéiques grace

a la technique de Filter Trap (Figure 27).

La dilution en cascade des échantillons permet de quantifier les blots obtenus. Les protéines
HSPBS5 et HSPBS8 semblent étre présentes de fagon plus importante au niveau des agrégats
protéiques dans les lignées immortalisées de myoblastes DMD et ce, en dépit de leur niveau

d’expression. Ainsi, malgré une sous-expression protéique d’HSPBS observée dans les



myoblastes DMD, son recrutement au niveau des agrégats semble deux a trois fois plus
important dans ces cellules que dans les cellules contrdle. Dans le cas d’HSPBS,
I’augmentation d’expression de cette protéine est associée a une augmentation de son
recrutement dans les agrégats : en effet, les lignées de myoblastes DMD présentent deux (D2,
D3, D4) a cinq (D1) fois plus d’agrégats contenant HspB5

Cette augmentation du recrutement d’HSPB5 et d’HSPB8 au niveau d’agrégats pourrait

refléter des modulations du cytosquelette (HSPBS) (v. ci-dessous) et/ou du processus

autophagique (CASA ; HSPBS) dans ces cellules (v. de la partie ).
Wild type DMD
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Figure 27 : Holdases et agrégation protéique. Des extraits protéiques totaux ont été analysés par Filter Trap (voir Matériel &
Méthodes). Les blots montrent une augmentation des taux d’HSPB5 et HSPB8 dans les agrégats protéiques présents dans les

lignées de myoblastes DMD (n = 3).

HSPBS et cytosquelette

HSPBS est impliquée dans le maintien des structures sarcomériques, en interagissant avec les
composants du cytosquelette (microfilaments, microtubules, filaments intermédiaires) afin
d’empécher leur agrégation lors des cycles de contraction/relaxation des muscles striés
squelettiques ou lors de stress. Ainsi, la présence de potentiels défauts architecturaux touchant
les différentes catégories de filaments pourrait entrainer leur agrégation, et expliquer
I’augmentation du recrutement d’HSPB5 observée précédemment dans les agrégats
protéiques.

J’ai donc analysé la structure du cytosquelette par immunomarquage de protéines
constitutives des différents types de filaments : les microfilaments d’actine, la tubuline o des

microtubules et les filaments intermédiaires de vimentine (Figure 28).

L’immunomarquage de I’actine (en rouge) montre un réseau de microfilaments identique
entre les lignées Wild Type et DMD. De la méme manicre, le marquage de la tubuline ainsi
que de la vimentine (en vert) n’a montré aucune différence d’organisation entre les différentes

lignées. Le cytosquelette des myoblastes DMD ne semble donc présenter aucune anomalie



d’ordre structural. L’augmentation de I’expression d’HSPBS ainsi que sa localisation dans les
agrégats protéiques mises en évidence dans les lignées immortalisées de myoblastes DMD ne

semblent donc pas corrélées a la présence de défauts d’architecture du cytosquelette.

Ainsi, si le mécanisme de reconformation assuré par les foldases ne parait pas modifié, le
recrutement des holdases au niveau d’agrégats protéiques semble étre affecté dans les lignées
de myoblastes immortalisés issus de patients DMD ; en ce qui concerne HSPBS, celui-ci ne

semble cependant pas €tre associé a un remaniement du cytosquelette.

Wild type DMD
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Figure 28 : HSPBS et cytosquelette. Des myoblastes Wild Type (W1 et W4) et DMD (D1 a D4) ont été ensemencés dans du
milieu de prolifération. Le jour suivant, les cellules ont été fixées et un immunomarquage de 1’actine, de la vimentine et de la
tubuline a été réalisé. Un marquage nucléaire (en bleu) a aussi été réalisé. Les observations ont été faites au grossissement x100,

sur le microscope Z1 Axio Imager. Echelle : 50pum.

Apres avoir analysé la fonctionnalité des chaperons moléculaires, je me suis ensuite intéressée
aux différents mécanismes du PQC responsables de la dégradation des protéines mal
conformées et/ou agrégées : le systeme ubiquitine-protéasome (ou UPS) et le processus

autophagique.

Le systeme ubiquitine-protéasome (UPS)

L’accumulation de protéines multiubiquitinées et d’agrégats protéiques dans le cytosol des
myoblastes immortalisés issus de patients DMD pourrait €tre la conséquence du mauvais

fonctionnement des mécanismes de dégradation cellulaires (autophagie et systéme ubiquitine-



protéasome). En ce qui concerne le protéasome, cette accumulation d’agrégats pourrait
provenir d’une augmentation de I’ubiquitination des substrats, d’un défaut de leur adressage
au protéasome 26S ou d’une baisse de I’activité de ce dernier. Ces trois hypothéses ont donc

été testées.

Activité du protéasome
Le protéasome 26S est constitué d’un empilement de deux anneaux externes de sous-unités o
et deux anneaux internes de sous-unité ; trois de ces dernieres portent des activités
enzymatiques permettant la dégradation des substrats protéiques en petits peptides : une
activité de type trypsine portée par la sous-unité B2, une activité de type chymotrypsine
assurée par la sous-unité 5, et enfin une activité de type caspase assurée par la sous-unité 1

(voir ).

Ces différentes activités enzymatiques ont été analysées grace a I’utilisation de substrats
luminogénes spécifiques de chacune d’elles: Suc-LLVY-aminoluciférine pour [’activité
chymotrypsine-like, Z-LRR-aminoluciférine pour Dactivité trypsine-like et Z-nLPnLD-
aminoluciférine pour I’activité caspase-like (Figure 29). Le clivage de ces substrats entraine
la libération de luciférine ; I’addition de luciférase permet alors la production de luminescence

corrélée a I’activité enzymatique.
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Figure 29 : Activité enzymatique du protéasome dans les myoblastes contréle et DMD. L’activité du protéasome a été

analysée grace a [’utilisation de substrats luminogeénes spécifiques de chaque activité enzymatique de type trypsine,

chymotrypsine ou caspase. Les cellules Wild Type servant de référence dans cette étude, les différentes activités enzymatiques

ont été normalisées d’apres les résultats obtenus dans ces lignées. Les graphiques présentés sont le résultat de trois expériences

indépendantes. Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une diminution significative (***p < 0,001) de I’activité de type

chymotrypsine dans les myoblastes DMD.

Les 3 activités du protéasome ont donc été quantifiées pour chacune des lignées cellulaires
controles et DMD. Apres quantification des résultats issus de trois expériences indépendantes,

nous avons pu constater une diminution significative de 1’activité chymotrypsine dans les
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lignées de myoblastes DMD (de 43% dans les cellules D3 a 54% dans les cellules D1) en
comparaison a celle des lignées contrdle, tandis que les activités de type trypsine et caspase ne
semblent pas modifiées. La diminution de I’activité¢ de type chymotrypsine du protéasome
26S dans les myoblastes DMD pourrait donc entrainer une diminution générale de 1’efficacité
de ce mécanisme de dégradation et ainsi altérer le processus de controle qualité des protéines

dans ces cellules.

Ubiquitination des substrats
Le processus d’ubiquitination des substrats fait intervenir différents types d’enzymes : les E1,
qui activent la molécule d’ubiquitine, les E2 permettant son acheminement jusqu’au client et
les E3 qui catalysent la liaison entre les deux. Dans les muscles striés squelettiques humains,

on retrouve majoritairement deux enzymes de type E3 : MuRF1, et MAFbx/Atrogin.

Wild type DMD Figure 30 : Expression des E3 ligases MuRF1 et
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myoblastes DMD.

Une modification du taux de ces enzymes pourrait affecter le taux d’ubiquitination de leurs
protéines cibles. Leur expression a donc été quantifiée par immunoblot dans les différentes
lignées de myoblastes immortalisés (Figure 30). Aucune différence significative n’a pu étre
observée entre les lignées WT et DMD. L’accumulation de protéines multiubiquitinées dans
les myoblastes DMD ne provient donc pas d’une augmentation du taux des E3 ligases

musculaires.

Adressage a I’UPS : le co-chaperon BAG1
Lorsque les chaperons moléculaires échouent a replier correctement les protéines, ces

derni¢éres peuvent éEtre ubiquitinées, puis adressées aux mécanismes de dégradation

significative entre les myoblastes WT et

MAFbx/Atrogin. Des extraits protéiques issus des
lignées Wild Type (W1, W4) et DMD (D1, D2, D3,
D4) ont été analysés par immunoblot révélés par des
anticorps dirigés contre MuRF1 et MAFbx/Atrogin.
La révélation de I’actine constitue un contréle de
charge. Les graphiques présentés correspondent a la
quantification de trois expériences indépendantes,
aprés normalisation. Les analyses statistiques

|_EI (ANOVA) n’ont pas montré de différence

les



BAG1

Figure 31 : Analyse de I’expression BAG1 (-L, -M, BAG1 et -S). Des extraits protéiques issus des lignées Wild type (W1, W4)
et DMD (D1, D2, D3, D4) ont été analysés par immunoblot en utilisant un anticorps dirigé contre les différentes formes, BAG1-
L, -M, BAGI1 et BAG1-S de BAGI. La révélation de ’actine sert de témoin de charge. Les graphiques présentés correspondent a

la quantification de trois expériences indépendantes, aprés normalisation. Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une

cellulaires : I’'UPS ou D’autophagie. L’intervention de co-chaperons permet 1’adressage
spécifique de clients ubiquitinés a 1’un ou I’autre de ces mécanismes. La protéine BAGI1
(BCL-2-associated AthanoGene) est une protéine servant de lien entre HSP70/HSC70 et le
systeme ubiquitine-protéasome (voir ). Elle est synthétisée sous 4
isoformes, chacune des ces isoformes portant un site UBL (ubiquitin-like) leur permettant de

se lier au protéasome.

Une de nos hypothéses quant a 1’accumulation des protéines ubiquitinées était un défaut
d’adressage de celles-ci au systeme de dégradation protéasomal. Afin de la vérifier,
I’expression des différentes formes de BAG1 a été analysée par immunoblot puis quantifi¢e
(Figure 31). Parmi les sous-unités analysées (BAGI1-S, -M, BAGI et BAGI1-L), seule une
diminution significative (***p < 0,001) du taux de BAG1-M (de 39 a 49%) a pu étre observée

dans les lignées de myoblastes DMD.

Ainsi, un défaut d’adressage des substrats ubiquitinés au protéasome ainsi qu’une diminution
de D’activité enzymatique du protéasome 26S pourraient participer a 1’accumulation de

protéines multiubiquitinées et/ou agrégées observées dans le cytosol des myoblastes DMD.

20 1
@ 15 @
£ £
- s 1.0
. = &
Wild type DMD 10 S
= -
Wi w4 DI D2 DI D4 | - kad
m 05 1 — |— o
L
T o el s S =S o
0.0 0.0 : ;
Wi w4 D1 D2 D3 D4 Wi w4 DI D2 D3 D4
BAGI T TS W= . e . Lignée cellulaire Lignée cellulaire
15 7
S - -— - -—— rra— - 5 15
g )
Actine | EHENS GEES GEED GHED NS S— o 1ol
o
5 o
= =
° =
05 1| ®os -
= <
1]
0.0 +L- R N T
Wi W4 DI D2 D3 D4 Wi W4 DI D2 D3 D4
Lignée cellulaire Ligneée cellulaire

diminution significative de 1’expression de la sous-unit¢ BAG1-M (***p < 0,001) dans les lignées de myoblastes DMD.




Switch BAG1/BAG3
Dans les cellules jeunes, le controle qualité des protéines est assuré principalement par la
dégradation protéasomale de clients multiubiquitinés médiée par la protéine BAGI. En effet,
chacune des sous-unités de BAG1 (-L, -M, BAGI et -S) possede un domaine de liaison aux
chaines multiubiquitinées, permettant la reconnaissance et [’adressage de clients au
protéasome. Cependant, lors du vieillissement ou en réponse a un stress aigu, les protéines
mal repliées et agrégées s’accumulent dans le cytosol, activant un mécanisme de « switch » :
tandis que le niveau d’expression de BAG1 diminue, I’expression d’une autre protéine de la
famille BAG, BAG3, augmente, permettant un adressage majoritaire au processus
autophagique (Minoia et al., 2014). Ainsi, la diminution d’expression de la sous-unité¢ BAG1-
M observée précédemment pourrait refléter une activation de ce switch dans les lignées de
myoblastes DMD. Afin de vérifier cette hypothese, j’ai analysé I’expression de la protéine
BAG3 par immunoblot (Figure 32A). De facon intéressante, le taux de BAG3 est augmenté

de 40 a 50% dans les myoblastes DMD, comparé aux cellules contrdle.

BAGS3 intervient dans un type particulier d’autophagie, appelée CASA (Chaperone-Assisted
Selective Autophagy), en association avec le chaperon moléculaire HSPBS8. La modulation de
I’expression de ces protéines observée dans les lignées immortalisées de myoblastes DMD
pourrait donc étre corrélée a une modulation des taux de complexes BAG3/HSPBS. Afin de
vérifier cette hypothése, des expériences de Proximity Ligation Assay ont été réalisées et le
nombre de complexes a été quantifié dans chacune des lignées de myoblastes immortalisés
(Figure 32B). On observe une augmentation significative (***p < 0,001) d’environ 270 (D1)
a 375% (D3) de la quantit¢ de complexes BAG3/HSPB8 formés dans les lignées de
myoblastes DMD en comparaison aux lignées contrdle. Ainsi, la modulation de I’expression
de BAG3 et HSPBS dans les myoblastes DMD semble associée a une augmentation de la

formation des complexes.

Le switch BAG1/BAG3 semble donc étre activé dans les lignées de myoblastes immortalisés
issues de patients DMD, ce qui peut suggérer une augmentation de I’autophagie dans ces

cellules. Je me suis donc intéressée au processus autophagique dans les différentes lignées.
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Figure 32 : Switch BAG1/BAG3. A - Des extraits protéiques issus des lignées Wild type (W1, W4) et DMD (D1, D2, D3, D4)
ont été analysés par immunoblot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés BAG3. La révélation de ’actine constitue un
contrdle de charge. Les graphiques présentés correspondent a la quantification de trois expériences indépendantes, apres
normalisation. Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une différence significative entre les lignées Wild Type et DMD
(***p < 0,001). B - La formation des complexes BAG3/HSPBS8 a été analysée par Proximity Ligation Assay. Les conditions
contrdle (Ctrll & Ctrl2) correspondent a des hybridations avec un seul des anticorps (Ctrll) ou avec des anticorps anti-BAG3 et
anti-PML (2 protéines qui n’interagissent pas 1’une avec 1’autre). Le nombre de ponctuations a été compté dans environ 50 cellules
de chaque lignée. Le graphique présenté résulte du comptage de 3 expériences indépendantes (n = 3). Les résultats sont considérés

comme statistiquement significatifs (ANOVA ; **¥*p < 0,001).

Processus autophagique

L’autophagie est un processus cellulaire permettant I’élimination de protéines a longue demi-
) . . . . ) . .-

vie, d’agrégats protéiques, ainsi que de pathogénes intracellulaires. L’importance de ce

mécanisme dans le controle qualité des protéines, en particulier dans le maintien de
I’homéostasie musculaire, a été largement décrite et des anomalies de ce processus sont a

I’origine ou accompagnent le développement de nombreuses pathologies.



L’autophagie implique I’intervention de nombreux acteurs a chacune des étapes: la
nucléation de la structure préautophagosomale (PAS), I’élongation de la membrane
vésiculaire, les récepteurs/adaptateurs autophagiques, la cloture de la vésicule autophagique,
le transport de 1’autophagosome et sa fusion avec les lysosomes. L’augmentation des
complexes BAG3/HspB8 dans les lignées de myoblastes immortalisées issus de patients
DMD pourrait étre associée a une modulation de I’activité autophagique. J’ai donc étudi¢ le

processus autophagique dans les lignées contrdles et DMD.

Nucléation de la structure préautophagosomale (PAS)
La nucléation de la structure préautophagosomale, ou PAS, est régulée par le complexe coeur
constitué¢ de Beclinel, AMBRAI1, Vpsl5 et de la PI3K de classe III (voir

). La protéine BCL-2 est décrite comme un inhibiteur de la formation de
ce complexe.
J’ai donc analysé I’expression de différents acteurs impliqués dans cette phase de nucléation :
Beclinel (BECN1), BCL-2 et la PI3KIII (Figure 33). L’expression de BCL-2 ainsi que de
Beclinel ne semble pas varier entre les lignées contrdle et les lignées DMD. Cependant, on
observe une augmentation significative (***p < 0,001) du taux de PI3KIII, de 50% pour les

myoblastes D1 a 100% pour les myoblastes D4 en comparaison aux cellules controles.
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Figure 33 : Analyse de ’expression de PI3KIII, BECN1 et BCL-2. Des extraits protéiques issus des lignées Wild Type (W1,

W4) et DMD (D1, D2, D3, D4) ont été analysés par immunoblot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre PI3KIII,

BECNI1 et BCL-2. La révélation de 1’actine constitue un contrdle de charge. Les graphiques présentés correspondent a la

quantification de trois expériences indépendantes, aprés normalisation. Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une

différence significative entre les lignées Wild Type et DMD pour le taux de la PI3KIII (***p < 0,001).



Elongation de la membrane, reconnaissance des clients, et cloture de
I’autophagosome

L’¢longation et la cloture de la vésicule autophagique dépendent de I’intervention des
protéines ATG : le complexe ATGS5/ATG12/ATG16, les protéines ATG8/LC3, ATG7 et
ATG3 ( )... Dans les muscles striés squelettiques,
le facteur de transcription FOXO3A régule I’expression de ces acteurs.
L’expression de ces différentes protéines a été quantifiée par immunoblot dans les différentes
lignées de myoblastes immortalisés (Figure 34). Aucune différence significative n’a pu étre
observée pour les protéines FOXO3A, ATG7, ATG16 et ATGS/12. Cependant, une
augmentation significative (***p < 0,001) de I’expression d’ATG3 a pu étre observée dans les
lignées de myoblastes DMD. Cette augmentation se traduit par une multiplication par 2,2 a
3,45 du taux d’ATG3 par rapport aux cellules contrdle. De la méme maniére, les lignées
DMD présentent une augmentation significative (**p < 0,01) de la forme conjuguée aux
phosphatidyl-éthanolamine de LC3 (LC3-II) (de 40% pour les cellules D3 a 140% pour les
cellules D4).

C’est ¢galement lors de la phase d’¢élongation qu’interviennent les récepteurs et adaptateurs
autophagiques, tels que p62, BAG3 ou NBR1. Ces récepteurs/adaptateurs sont chargés de lier
les chaines multiubiquitinées et de les adresser aux autophagosomes pour permettre leur
dégradation. L expression de p62, mesurée dans le , n’a pas montré de différence
significative entre les lignées Wild type et DMD. L’expression de BAG3 en revanche,
augmente de facon significative dans les lignées DMD (voir ). Enfin,

le taux de NBR1 ne semble pas varier de facon significative entre les différentes lignées.
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Figure 34 : Analyse des taux protéiques de différents acteurs de I’autophagie. Des extraits protéiques issus des lignées Wild
type (W1, W4) et DMD (D1, D2, D3, D4) ont été analysés par immunoblot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre
FOXO3A, NBR1, ATG7, ATG16, ATG5/12, ATG3 et ATG8/LC3. La révélation de I’actine constitue un contrdle de charge. Les
graphiques présentés correspondent a la quantification de trois expériences indépendantes, aprés normalisation. Les analyses
statistiques (ANOV A) montrent une différence significative entre les lignées Wild Type et DMD pour les protéines ATG3 et LC3-
I (**p < 0,01 & ***p < 0,001).

Transport des autophagosomes et fusion avec les lysosomes
Une fois les clients reconnus et les autophagosomes formés, la dégradation du contenu
vésiculaire nécessite le transport de ceux-ci jusqu’aux lysosomes en vue de leur fusion. Ce
transport est dépendant du réseau de microtubules et des modifications post-traductionnelles
de la tubuline. Dans un premier temps, j’ai procédé a I’analyse de I’acétylation de la tubuline
a. Cette modification post-traductionnelle est décrite pour stabiliser le réseau de microtubules
et ainsi faciliter le transport des autophagosomes et leur fusion avec les lysosomes (Xie et al.,
2010). Cependant, apres quantification de trois expériences indépendantes, ni I’expression de
la tubuline o ni son acétylation n’ont montré de variation significative entre les différentes

lignées (Figure 35A).
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Figure 35 : Transport et maturation des autophagosomes. Des extraits protéiques issus des lignées Wild type (W1, W4) et
DMD (D1, D2, D3, D4) ont été analysés par immunoblot en utilisant (A) des anticorps spécifiques dirigés contre la tubuline o
ainsi que sa forme acétylée, (B) des anticorps dirigés contre VCP et HDACG6. La révélation de 1’actine constitue un contrdle de
charge. Les graphiques présentés correspondent a la quantification de trois expériences indépendantes, aprés normalisation. Les

analyses statistiques (ANOV A) montrent une différence significative du taux d’HDAC6 p < 0,01 (**).

Je me suis également intéressée a deux protéines impliquées dans la fusion autophagosome-
lysosome : VCP (Valosin-Containing Protein) et HDAC6 (Histone DeACetylase 6). Bien que
la fonction exacte de VCP dans le processus de fusion soit encore inconnue, des études ont
montré que son inhibition provoque une accumulation d’autophagosomes liée a un défaut de
maturation (Ju et al., 2009). HDAC®6, en plus de son rdle dans la formation d’agrésomes
(Kawaguchi et al., 2003) et dans la déacétylation de la tubuline, est impliquée dans le
remodelage du cytosquelette d’actine nécessaire a la fusion (Lee et al., 2010). L’analyse de
I’expression de ces protéines a €té réalisée par immunoblot puis quantifiée (Figure 35B). Si le
taux de VCP ne présente aucune variation significative entre les lignées, 1’expression de
HDACG6 augmente de facon significative (**p < 0,01) dans les myoblastes DMD. En effet,
ces derniers présentent un taux de HDAC6 de 1,2 (D1) a 2 fois supérieur au taux observé dans
les cellules contrdles. La fusion des autophagosomes avec les lysosomes pourrait donc étre

modulée dans les lignées de myoblastes DMD.

Ainsi, nous avons pu observer des variations de certains acteurs des différentes étapes du
processus autophagique dans les lignées de myoblastes immortalisés issues de patients DMD,
en comparaison aux lignées controle. Cette modulation, reflétée par une augmentation de

I’expression de protéines impliquées dans la formation d’autophagosomes (PI3KIII, ATG3,



LC3-II) ainsi que dans le processus de fusion (HDAC6) qui semble se traduire par une

augmentation du nombre de vésicules autophagiques.

Augmentation du flux autophagique/Blocage de la fusion ?
Les observations précédentes semblent indiquer une modulation du processus autophagique
dans les myoblastes immortalisés issus de patients DMD. Plusieurs hypothéses pourraient
expliquer cette modulation : soit I’augmentation du flux autophagique, soit un blocage de la
fusion autophagosome-lysosome et donc de la dégradation lysosomale qui aboutit lui aussi a

une augmentation du nombre d’autophagosomes.

Afin de valider I’'une ou I’autre de ces hypotheses alternatives, les cellules ont été traitées par
un cocktail d’inhibiteurs d’enzymes lysosomales : ’E64D, inhibiteur spécifique des protéases
a cystéine et la Pepstatine A, inhibiteur spécifique des protéases acides. Ce traitement sur des
cellules saines entraine un blocage de la dégradation lysosomale associée a une accumulation
d’autophagosomes et donc une augmentation de la quantité de LC3-II, forme lipidée de la
protéine LC3 associ€ée aux autophagosomes. La quantité de LC3-II a été analysée par
immunoblot dans les différentes lignées de myoblastes avant et apres traitement (Figure
36A). Dans les cellules Wild Type, I’inhibition des enzymes lysosomales provoque une
augmentation du taux de LC3-II (4,3 pour les W1 et 3,2 pour les W3), reflétant
I’accumulation d’autophagosomes. De méme, les lignées DMD présentent une augmentation
du taux de cette protéine, de 1,2 pour les cellules D1 et D4 a 3 pour les cellules D2. Cette
expérience permet donc d’écarter 1’hypothése concernant un éventuel blocage de la fusion
autophagosome-lysosome au profit de celle d’une augmentation du flux autophagique dans les
myoblastes DMD.

Afin de confirmer ces observations, les différentes lignées ont été transfectées de facon
transitoire avec un plasmide permettant I’expression d’EGFP-LC3. Le nombre
d’autophagosomes a ensuite ét¢ compté dans 100 cellules par lignée (Figure 36B). Apres
quantification de trois expériences indépendantes, nous avons pu constater une augmentation
significative du nombre d’autophagosomes dans les lignées DMD comparé aux lignées
controle. En effet, si le pourcentage moyen de cellules présentant plus de 50 autophagosomes
est d’environ 30 a 40% pour les lignées Wild Type, ce pourcentage varie de 60 (D1, D2, D3)
a 80% (D4) pour les cellules DMD.
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Figure 36 : Augmentation du flux autophagique A - Des myoblastes Wild Type (W1 & W4) et DMD (D1, D2, D3, D4) ont été
traités par un cocktail d’inhibiteurs de protéases lysosomales (E64D + Pepstatine A) durant 19 heures. Des extraits protéiques ont
ensuite été analysés par immunoblot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre LC3. La révélation de 1’actine constitue
un controle de charge. Les chiffres indiqués sous le blot correspondent a la quantification du taux de LC3-II/Actine apres
normalisation par la condition Non Traitée (NT). B - Des myoblastes Wild Type (W1 & W4) et DMD (D1, D2, D3, D4) ont été
transfectés de facon transitoire avec un plasmide EGFP-LC3. Le nombre d’autophagosomes a été compté dans 100 cellules par
lignée et regroupés en 3 catégories : 10-20, 20-50 >50 vésicules/cellules. Le graphique présenté correspond a la quantification de 3
expériences indépendantes. Les analyses statistiques (ANOVA) montrent une différence significative du nombre de vésicules

autophagiques entre cellules controles et cellules DMD p < 0,001 (**%).

En conclusion, le flux autophagique semble plus important dans les lignées de myoblastes
immortalisés issus de patients DMD que dans les lignées controle. Cette augmentation de
I’autophagie pourrait étre une conséquence de la baisse d’activit¢ du protéasome observée
précédemment, afin de pallier aux défauts d’élimination des protéines multiubiquitinées.
Cependant, cette suractivation du processus autophagique semble ne pas étre suffisante pour

¢liminer les nombreux agrégats présents dans les lignées DMD.



NFkB et controle qualité des protéines

Divers types de stress pouvant mener a I’inhibition ou a la surcharge du systéme ubiquitine-
protéasome, a une augmentation de la formation des complexes BAG3/HSPBS8 et de I’activité
autophagique sont décrits pour étre associ€s a une activation de la voie NFkB (Minoia et al.,

2014 ; Nivon et al., 2012 ; Nivon et al., 2016).

Nous nous sommes demandé si les défauts du Controle Qualité des Protéines observés dans
les lignées de myoblastes immortalisés issus de patients atteints de DMD pouvaient étre
associés a une modulation de I’activit¢ de NFkB. Dans un premier temps, j’ai analysé par
immunoblot 1’expression de p65/RelA, la sous-unité de NFkB possédant un domaine
d’activation de la transcription (Figure 37A). La quantification de trois expériences
indépendantes a révélé une augmentation significative du taux de p65 dans les lignées DMD,

variant de 1,8X (D1) a 2,6X (D2) comparé aux cellules controle.

J’ai ensuite analysé 1’activit¢ de NFxB en conditions basales ou en réponse a un choc
thermique dans les différentes lignées (Figure 37B). Pour ce faire, les cellules ont été
transfectées de fagon transitoire avec un plasmide permettant 1’expression de la luciferase
sous contrdle d’un promoteur contenant des sites de fixation pour le facteur de transcription.
Ainsi, la quantification de luminescence apres ajout de luciférine nous renseigne sur I’activité
de NF«B, résultant de la cascade de signalisation, de sa fixation a I’ADN ainsi que de son
activité transcriptionnelle. En conditions basales, nous avons pu observer une forte
augmentation de 1’activit¢ NFxB dans les myoblastes DMD. En effet, la luminescence
quantifiée est 3 a 4 fois plus importante dans ces lignées que dans les cellules contrdle. Apres
traitement par choc thermique (1h30 a 43°C), les cellules Wild Type présentent une activité
NFkB environ quatre (W1) a 5 (W4) fois plus importante qu’en conditions basales. Cette
augmentation significative (**p < 0,01) est cohérente avec 1’activation de la voie atypique
décrite précédemment. Cependant, cette activité ne varie pas entre les conditions Non Traitées

(NT) ou apres choc thermique (Heat Shock (HS)) dans les lignées DMD.
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Figure 37 : NFkB et contrdle qualité des protéines. A - Des extraits protéiques totaux ont été séparés par SDS-PAGE et
analysés par immunoblot grace a l’utilisation d’un anticorps spécifiquement dirigés contre p65. L’actine est utilisée comme
témoin de charge. Le graphique présenté représente la quantification de trois expériences indépendantes aprés normalisation. Les
analyses statistiques (ANOVA) montrent une différence significative entre les lignées Wild Type et DMD (**p < 0,01). B -
L’activité¢ NFkB a été mesurée par test luciférase, en conditions basales (graphique de gauche) ou en réponse a un choc thermique
(1h30 a 43°C ; graphique de droite). En conditions basales, 1’activité relative correspond aux résultats normalisés par rapport aux
lignées Wild Type. Aprés choc thermique, I’activité relative correspond aux résultats normalisés par rapport a la condition Non
Traitée (NT). Les analyses statistiques (ANOVA et STUDENT) montrent une différence significative entre les lignées Wild Type
et DMD en conditions basales (***p < 0,001), ainsi qu’entre les conditions Non Traitées (NT) et Heat Shock (HS) pour les lignées
WTI1 & WT4 (**p <0,01). ns = non significatif.

Ainsi, ’augmentation de I’expression de p65 dans les lignées de myoblastes DMD est
corrélée a une augmentation de [Dactivitt NFkB en conditions basales. Cependant,
I’application d’un stress d’agrégation protéique (choc thermique) sur ces cellules, ne
provoque aucun effet additif sur cette activation basale. Les lignées DMD semblent donc
présenter un état de stress en conditions basales, corrélé a 1’apparition d’anomalies des

mécanismes de Controle Qualité des Protéines.






CONCLUSION GENERALE







Le Controle Qualité des Protéines est un processus particulierement important au sein des
cellules car il permet le bon fonctionnement de leur protéome. Ceci est d’autant plus
important dans les cellules musculaires; en effet, les cycles de contraction/relaxation
endommagent de nombreuses protéines qui ont ainsi tendance a s’agréger et a s’accumuler de
facon toxique dans les cellules. Des défauts des mécanismes de reconformation (chaperons
moléculaires) ou de dégradation (protéasome et autophagie) ont déja été décrits dans le cadre
de maladies musculaires, telles que des dystrophies (dystrophies musculaires d’Emery-
Dreifuss, de Duchenne ou d’Ullrich). Cependant, a ce jour, aucune analyse de la
fonctionnalité de ces mécanismes et de leurs interconnexions n’a été réalisée sur un méme

modele de pathologie musculaire et avant la formation de muscles différenciés.

Durant ma thése, j’ai travaillé sur des lignées de myoblastes immortalisés obtenus a partir de
donneurs sains ou de patients souffrant de dystrophie musculaire de Duchenne provoquée par
une mutation sur le geéne de la dystrophine. Ces lignées apparaissent comme un bon modele
d’étude des mécanismes impliqués dans le développement précoce de la Dystrophie de
Duchenne, les myoblastes de patients n’exprimant pas la dystrophine au contraire des
myoblastes de donneurs sains.

L’analyse de I’état global du Controle Qualité des Protéines dans les myoblastes m’a permis
d’observer une augmentation de 1’agrégation protéique dans les myoblastes DMD en
comparaison aux myoblastes contrdles. Ce phénomene s’accompagne d’une dérégulation des
mécanismes du PQC, reflétée par une modulation de 1’expression des chaperons moléculaires
HSPBS5 et HSPBS, une augmentation de 1’activation de la voie NFkB, une diminution de
I’activité du protéasome ainsi qu’un switch du ratio BAG1/BAG3 conduisant a une

augmentation du flux autophagique.

Les résultats obtenus lors de ma these apportent ainsi de nouveaux indices concernant les
altérations précoces de la cellule musculaire au cours de la dystrophie musculaire de
Duchenne. L’identification de nouveaux acteurs impliqués dans cette maladie permettra a
long terme de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques qui pourront peut-étre &tre
applicables aux différentes pathologies musculaires ot une dérégulation du contrdle qualité

des protéines a été détectée.






DISCUSSION & PERSPECTIVES







Les lignées de myoblastes immortalisées, nouvel outil d’étude du

développement et de la physiologie musculaires

Les premicres lignées de myoblastes immortalisés ont été développées par 1’équipe de
Vincent Mouly, grice a la transfection conjointe de plasmides permettant la surexpression de
la télomérase (hTERT, pour human Telomerase Reverse Transcriptase) et de CDK4 (Cyclin-
Dependent Kinase 4). Durant ma these, j’ai procédé a la caractérisation de 6 lignées de
myoblastes immortalisés selon ce méme protocole par I’équipe de Bénédicte Chazaud (UMR
5310/INSERM U1217, Institut NeuroMyoGene) : 2 lignées provenant de donneurs sains,
notées W1 et W4 (pour Wild Type) et 4 lignées issues de patients souffrant de dystrophie
musculaire de Duchenne, notées D1 a D4. Suite aux tests réalisés dans le Milieu 1, I’analyse
du potentiel prolifératif de ces différentes lignées a révélé un temps de doublement plus long
pour les lignées DMD comparé aux cellules contrdle. Cette différence a pu étre en partie
réduite grace a 1’utilisation d’un nouveau milieu de culture (Milieu 2) composé pour moitié
d’un milieu commercial (Promocell). Il nous est donc désormais possible de maitriser la
prolifération de ces lignées. De plus, ce protocole d’immortalisation par surexpression de la
télomérase permet de s’affranchir du phénomeéne physiologique de sénescence (Bernadotte et
al., 2016) survenant aprés un certain nombre de divisions cellulaires, en raison de 1’érosion
progressive des télomeres, régions agéniques protectrices des chromosomes. Ce nouveau
modele d’étude permet donc 1’obtention d’un grand nombre de cellules en un minimum de
temps. De plus, I'utilisation de lignées immortalisées nous a permis de nous familiariser avec

la culture de cellules musculaires humaines.

Nous avons également procédé a I’analyse de la capacité de différenciation de ces lignées de
myoblastes immortalisés. Pour ce faire, nous avons utilisé le protocole standard employé dans
I’équipe de Vingent Gache (UMR 5310/INSERM U1217, Institut NeuroMyoGene), consistant
a remplacer le milieu de prolifération par un milieu de différenciation pauvre en sérum,
lorsque la densité cellulaire avoisine les 70 a 80% de confluence, et ce pendant 8 jours. Par un
marquage de la chaine lourde de la myosine (MHC pour Myosin Heavy Chain), une protéine
exprimée spécifiquement dans les cellules musculaires engagées dans le processus de
différenciation, nous avons montré que les différentes lignées pouvaient se différencier et
fusionner partiellement, formant des myotubes plurinucléés. Cependant, toutes les cellules
présentes sur nos lames n’exprimaient pas la MHC et n’étaient pas capables de fusionner. Ce

protocole de différenciation ne semble donc pas optimal et nécessitera des ajustements. Un



protocole spécifiquement mis au point par Promocell est actuellement en phase de test dans
notre laboratoire, et consiste a laisser les cellules en contact avec le milieu de différenciation
durant 5 jours, avant de le remplacer a nouveau par du milieu de prolifération. L’utilisation de
cette méthode permettrait d’obtenir de nombreux myotubes, pouvant présenter pour certains

une contraction spontanée.

La dystrophine : role et expression

Décrite initialement comme une protéine architecturale assurant le lien entre matrice
extracellulaire et machinerie contractile des fibres musculaires, la dystrophine fait désormais
I’objet d’études plus approfondies concernant un rdle potentiel avant la différenciation
musculaire. Ainsi, en 2011, I’équipe de Michael Rudnicki a mis en évidence chez la souris
une expression de la dystrophine dans les cellules satellites, cellules souches des muscles
squelettiques, et un role fondamental dans la division asymétrique de celles-ci (Dumont et
al., 2015). En effet en cas de 1ésion musculaire, les cellules satellites sont sollicitées pour
créer de nouveaux précurseurs myogéniques afin de pallier a la destruction des fibres
musculaires. Cette action nécessite une division asymétrique des cellules souches, afin de
donner naissance d’une part a un précurseur myogénique qui va migrer jusqu’au site
endommagé et d’autre part, a une nouvelle cellule souche pour maintenir une réserve de
cellules satellites constamment disponible. Ainsi, chez les patients souffrant de Dystrophie
Musculaire de Duchenne, 1’absence de dystrophine provoque des anomalies de polarisation
des cellules satellites, réduisant de fagon drastique leur capacité de division asymétrique et par
extension, la régénération musculaire. La dystrophine apparait donc comme une protéine
multifonctions impliquée dans divers processus cellulaires, aussi bien dans des muscles striés

matures que dans les cellules souches musculaires.

Les avis concernant I’expression de la dystrophine a I’état myoblastique s’averent partagés.
En effet, si certaines études affirment que cette protéine est absente dans ces cellules
musculaires non différenciées (Miranda et al., 1988), d’autres ont mis en évidence son
expression dans les myoblastes (Trimarchi et al., 2006). Nous nous sommes donc
légitimement demandé si les lignées immortalisées de myoblastes que nous utilisons
exprimaient de la dystrophine. Un protocole nécessitant 1’utilisation de gels Tris-acétate en
gradient a permis de révéler I’expression de cette protéine dans les lignées de myoblastes

issus de donneurs sains, de facon beaucoup moins importante cependant que le taux



observable dans des cellules différenciées. Ces résultats nous permettent ainsi d’affirmer que
(1) la dystrophine est exprimée dans les myoblastes Wild Type et (2) que les mutations
affectant le géne de la dystrophine dans les lignées DMD ne permettent pas 1’expression de la
protéine. Les lignées DMD présentent soit une mutation ponctuelle causant I’apparition d’un
codon STOP dans I’exon 41 du geéne de la dystrophine (D1, D2, D3), soit une délétion totale
de I’exon 44 provoquant un décalage du cadre de lecture (D4). Les anticorps utilisés pour les
analyses d’expression protéique (Western Blot) reconnaissent spécifiquement la partie C-
terminale de la protéine (MANDRAI, Santacruz ; acides aminés 3558-3684). Plusieurs
hypothéses peuvent se poser concernant cette absence de dystrophine dans les myoblastes
DMD : (1) la protéine n’est pas exprimée dans ces cellules, ou (2) la protéine est traduite sous

une forme tronquée instable aussitot dégradée (Aartsma-Rus et al., 2016).

Dystrophie Musculaire de Duchenne, agrégation protéique et

Controle Qualité des Protéines (PQC)

Parmi les nombreuses dystrophies musculaires connues a ce jour, la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD, pour Duchenne Muscular Dystrophy) apparait comme 1’une des plus
fréquentes (avec une prévalence d’1/3500 parmi les garcons nouveau-nés). L’apparition
précoce des premiers symptomes aux alentours de 2 ans ainsi que son évolution rapide (les
patients perdent leur capacité ambulatoire dés 1’adolescence) en font également 1’une des
pathologies musculaires les plus séveres. A 1’heure actuelle, il n’existe malheureusement
aucun traitement curatif pour cette maladie, et les thérapies palliatives ne suffisent pas a

soulager les patients sur le long terme.

De nombreux défauts physiologiques ont ét€é mis en évidence depuis de nombreuses années
chez les patients DMD ou dans les animaux modeles : dégénérescence progressive des fibres
musculaires liée aux cycles répétés de contraction/relaxation, phénomeéne inflammatoire
persistant avec infiltration de cellules immunitaires dans le tissu musculaire, problemes de
régénération et remplacement des muscles par du tissu adipeux... L’étude des mécanismes
cellulaires sous-jacents a également montré des anomalies du controle qualité des protéines
(PQC). Si ces mécanismes cellulaires ont été analysés dans différents modeles de muscles
striés différenciés (nématode, souris, chien...) ou sur des biopsies de patients, aucune étude
n’avait jusqu’a maintenant été réalisée dans un seul et méme modele, a un stade précoce du

développement musculaire. Les lignées de myoblastes immortalisés caractérisées



précédemment nous ont donc permis d’étudier, dans un contexte d’absence de dystrophine, la
fonctionnalité des mécanismes du PQC ainsi que leur interconnexion avant la différenciation
musculaire. Ce projet vise a identifier des acteurs précoces pouvant favoriser la

dégénérescence musculaire, dans la perspective de nouvelles thérapies.

Etat global du PQC

La premiere étape a été d’analyser I’état global du Contrdle Qualité des Protéines dans ces
lignées. Pour ce faire, nous avons procédé a une quantification de I’agrégation protéique grace
au marquage de deux protéines spécifiques : (1) p62, un récepteur de 1’autophagie capable de
lier des substrats ubiquitinés grace a son domaine UBD et (2) les protéines multiubiquitinées
adressées aux différentes machineries de dégradation (le systeme Ubiquitine-Proteasome pour
une polyubiquitination via le résidu Lysine 48 de la molécule d’ubiquitine ; le processus
autophagique pour les chaines polyubiquitinées via le résidu Lysine 63 de la molécule
d’ubiquitine). Les lignées de myoblastes DMD ont montré un recrutement plus important de
la protéine p62 au niveau des agrégats (Filter Trap), confirmé par la présence d’un plus grand
nombre d’agrégats p62-positifs dans ces cellules (immunofluorescence). Une augmentation
du taux de protéines multiubiquitinées (immunoblot) associée a une augmentation de leur
agrégation (Filter Trap et immunofluorescence), ont également pu étre observées dans les
myoblastes DMD. L’augmentation de la présence de protéines multiubiquitinées révele une
augmentation du taux de protéines a adresser aux systemes de dégradation cellulaires : le
systeme ubiquitine-protéasome (chaines K48) ou le processus autophagique (chaines K63).
L’utilisation d’anticorps spécifiquement dirigés contre ces types deux types différents de
polyubiquitination permettra de distinguer les protéines adressées a I'un ou l'autre de ces

mécanismes.

Ainsi, ce travail montre pour la premicre fois un taux d’agrégation plus important dans des
cellules DMD que dans des lignées contrdle et ce des le stade myoblaste.

Pour se prémunir contre 1’accumulation toxique d’agrégats protéiques dans leur cytosol, les
cellules possedent différents mécanismes de défense. Parmi eux, on trouve notamment le
phénomene de division asymétrique, durant lequel la cellule meére centralise ses « déchets »
(agrégats protéiques, protéines mal conformées, organites défectueux...) dans une seule des
cellules filles lors de la mitose, afin d’épargner la seconde (Fuentealba et al., 2008). Dans le

modele murin de la dystrophie de Duchenne (mdx), ’absence de dystrophine cause une



défaillance de la division asymétrique des cellules satellites, provoquée par une mauvaise
répartition de Pard3 (Partitioning defective 3 homolog) régulateur de la famille des protéines
PAR (Dumont et al., 2015). Cependant, le rdle de ces protéines dans la division asymétrique
impliquée dans la gestion des déchets n’est, a I’heure actuelle, pas connu. En revanche, des
études menées sur ce phénomene chez la levure (Zhou et al., 2014) ont mis en évidence
I’importance de 1’attachement des agrégats protéiques a la membrane externe des
mitochondries, et I’implication de la protéine FIS1 (mitochondrial FlSsion protein 1)
intervenant dans le processus de fusion/fission. En effet, I’inhibition de I’expression de cette
protéine par mutation génétique entraine une diminution du taux d’agrégats protéiques
associés aux mitochondries. Il serait intéressant d’étudier la capacité de liaison des agrégats
protéiques aux mitochondries grace a un double marquage immunofluorescent

(agrégats/mitochondries), et ce lors de la division des cellules WT ou DMD, pour déterminer

st la répartition des agrégats protéiques pourrait s’avérer hétérogene.

Les chaperons moléculaires : séquestration et reconformation

Les chaperons moléculaires, et en particulier les protéines de choc thermiques (HSP pour
Heat Shock Proteins) sont les premiers senseurs du mauvais repliement protéique. Ces
protéines peuvent lier les domaines hydrophobes exposés de clients mal conformés, afin de
les séquestrer (holdases) et/ou de les reconformer (foldases). L’analyse de 1’expression
d’HSP70 et HSP90, ainsi que du co-chaperon HSP40 n’a pas montré de différence
significative entre les lignées contrdle et les lignées DMD. De méme, 1’activité enzymatique
de ces foldases n’a pas révélé d’anomalies dans ces cellules. Les mécanismes de
reconformation ne semblent donc pas affectés dans les myoblastes DMD. Des études
protéomiques menées chez des patients DMD ont cependant mis en évidence une
augmentation de I’expression d’HSP70 et HSP90o/p (Paepe et al., 2012). Ces observations
ont été confirmées dans le modele murin de la DMD (mdx), ot une augmentation du taux
d’HSP70 a pu étre constaté (Carberry et al., 2014). Cette différence d’expression pourrait
s’expliquer par une augmentation progressive de la quantité de protéines mal conformées dans
les cellules musculaires des patients DMD, nécessitant une mobilisation plus importante des
mécanismes de reconformation.

L’analyse de I’expression d’HSPB1, HSPBS5 et HSPBS, trois holdases impliquées dans le
maintien de I’intégrité des structures sarcomériques en réponse au stress, a mis en évidence

d’une part une augmentation du taux de HSPBS5 et d’autre part une diminution du taux de



HSPBS8 dans les cellules DMD. Une augmentation du recrutement de ces deux acteurs au
niveau des agrégats protéiques a également été constatée dans ces lignées. Les mécanismes de
séquestration semblent donc mobilisés de facon plus importante dans les lignées de
myoblastes immortalisés DMD. La séquestration de protéines mal conformées permet
d’empécher leur agrégation toxique, en attendant D’intervention des mécanismes de

reconformation ou 1’adressage aux mécanismes de dégradation.

Ainsi la protéine HSPBS interagit avec le co-chaperon moléculaire BAG3 dans un type
particulier d’autophagie, nommé CASA (Chaperone-assisted Selective Autophagy). Ce
processus, initialement mis en évidence dans les muscles de la drosophile (Arndt et al.,
2010), intervient dans 1’¢limination de protéines mal conformées telles que la Filamine C
(FLNC). Cette protéine, exprimée spécifiquement dans les muscles, subit les cycles de
contraction/relaxation et a tendance a s’agréger. Des études ont mis en évidence une
augmentation de la localisation de FLNC au niveau du sarcolemme dans les muscles de
patients DMD, suggérant un potentiel role compensatoire pour pallier aux dommages
membranaires (Thompson et al., 2000). L’augmentation de la formation des complexes
BAG3/HSPBS dans les myoblastes DMD, que nous observons dans cette étude, pourrait donc
étre liée a une augmentation de 1’agrégation de cette protéine. L’expression de filamine C,
ainsi que son recrutement au niveau des agrégats protéiques, nécessiteront d’étre analysés par
des méthodes d’immunoblot, de Filter Trap et d’immunofluorescence. La FLNC intervient
également dans le processus de fusion lors de la différenciation musculaire et son absence
cause le développement de maladies musculaires séveres, les filaminopathies (Dalkilic et al.,
2006). Une modulation de I’expression de la filamine C ainsi que son agrégation pourraient
participer a la mauvaise régénération des muscles chez les patients DMD, via des défauts de

fusion lors de la différenciation des précurseurs myogéniques.

HSPBS, aussi connue sous le nom d’alphaB-crystalline, intervient notamment dans le
maintien des structures cytosquelettiques en réponse a des stress pouvant provoquer leur
agrégation (Bullard et al., 2004 ; Djabali et al., 1997 ; Ghosh et al. 2007 ; Singh, et al.,
2007 ; Wang et al., 2003). Cependant, I’analyse de I’intégrit¢ des différentes catégories de
filaments (actine, tubuline, vimentine) n’a révélé aucune anomalie architecturale pouvant
expliquer 1’augmentation d’expression d’HSPBS observée dans les myoblastes DMD.

L’augmentation de I’expression d’HSPBS5 a été préalablement mise en évidence dans les

muscles de souris mdx (Carberry et al., 2013), ainsi que dans les muscles vieillissants



(Doran et al., 2007), révélant I’importance de ce chaperon moléculaire au sein de ces
organes. HSPBS possede trois sites de phosphorylation (Sérine 19, sérine 45 et sérine 59). La
modulation de la phosphorylation de ces sites permet la détermination des fonctions
cellulaires assurées par la protéine (Ahmad et al., 2008 ; Ecroyd et al., 2007) ainsi que sa
localisation subcellulaire (Den Engelsman et al., 2005). Ainsi, des études menées dans des
muscles squelettiques humains lors du processus de vieillissement ont montré une
augmentation de la phosphorylation d’HSPBS ainsi que du recrutement de cette forme
phosphorylée au niveau des fractions insolubles (agrégats protéiques ; Yamaguchi et al.,
2007). Le recrutement d’HSPBS5 au niveau des agrégats protéiques étant plus important dans
les myoblastes immortalisés DMD, 1’état de phosphorylation de cette sHSP pourrait étre
modifié dans ces cellules. Il serait donc intéressant d’analyser le taux de phosphorylation de
chacun des résidus Sérine (S19, S45 et S59) dans les différentes lignées, afin de comparer les

profils de phosphorylation.

Le systeme Ubiquitine-Protéasome

Le systeme Ubiquitine-Protéasome (UPS) est un mécanisme de dégradation spécialisé dans
I’¢limination des protéines a courte demi-vie et des protéines mal conformées
multiubiquitinées. L’accumulation de protéines multiubiquitinées dans les lignées de
myoblastes immortalisées DMD nous a poussés a analyser D’activité catalytique du
protéasome 26S. Nous avons ainsi pu mettre en évidence une diminution de 1’activité
chymotrypsine dans ces mémes cellules, sans modification des activités caspase et trypsine.
Des études menées sur I’importance de 1’activité de type chymotrypsine ont mis en évidence
le role primordial des sous-unités B5, porteuses de cette activité. En effet, leur inhibition
chimique par un traitement au Z-IE(OtBu)AL-CHO, un aldéhyde peptidique inhibant de facon
spécifique 1’activité chymotrypsine du protéasome, entraine 1’accumulation de protéines
ubiquitinées dans des cellules neuronales de souris (Figueiredo-Pereira et al., 1994).
Cependant, des analyses effectuées chez des patients DMD ont montré une augmentation
significative de I’activité enzymatique globale du protéasome (Kumamoto et al., 2000). Cette
différence d’observations pourrait étre liée a la différence de matériel analysé (muscle

différencié vs myoblastes).

La baisse d’activité catalytique du protéasome observée dans les myoblastes DMD

s’accompagne d’une baisse de 1’expression de la protéine BAGI1-M. Chacune des sous-unités



de BAG1 (BAGI-L, -M, BAGI, -S) posséde un domaine de liaison a 1’'ubiquitine, permettant
la reconnaissance des prot€ines multiubiquitinées. De plus, Liiders et son équipe ont démontré
I’implication de BAG1 dans I’adressage de clients vers la dégradation protéasomale, grace a
une interaction avec le protéasome 26S (Liiders et al., 2000). Enfin, différentes études
indiquent que BAGI1 participe a I’adressage de substrats spécifiques tels que la protéine BCR-
ABL (Tsukahara & Maru, 2010), I’huntingtine (Sroka et al., 2009) ou la protéine Tau
(Elliott et al., 2007) a la dégradation protéasomale. Ainsi, la baisse d’expression de la sous-
unité BAG1-M dans les myoblastes DMD pourrait causer une diminution de ’adressage de
certaines protéines au systeme ubiquitine-protéasome.

De facon intéressante, la baisse du taux de BAGI est corrélée a une augmentation de
I’expression de la protéine BAG3, indiquant 1’existence d’un switch BAGI/BAG3 dans les
lignées de myoblastes DMD. Ce phénomene est observable en conditions physiologiques, lors
du vieillissement cellulaire (Gamerdinger et al., 2009), ainsi qu’en cas de surcharge ou
d’inhibition du systéme ubiquitine-protéasome (Rapino et al., 2014). L’augmentation du taux
de BAG3 dans les myoblastes DMD est associée a une augmentation du nombre de
complexes BAG3/HSPBS. Ce phénomene a déja été écrit en réponse a une augmentation de
I’agrégation protéique, favorisant ainsi ’adressage des agrégats et leur élimination par le
processus autophagique (Minoia et al., 2014 ; Nivon et al., 2012). Nos résultats suggerent
donc que ce switch entraine une activation préférentielle du processus autophagique au

détriment de la dégradation protéasomale dans les lignées de myoblastes DMD.

Le processus autophagique

Nous avons pu mettre en évidence une modulation de 1’expression d’acteurs intervenant a
différentes étapes du processus autophagique dans les lignées de myoblastes DMD.

Parmi les protéines concernées par cette modulation, on trouve la PI3 Kinase de classe III, une
enzyme responsable de la formation de PIP3 (Phosphatidyl-Inositol 3 phosphate) et de la
nucléation de la structure pré-autophagosomale (PAS pour Pre-Autophagosomal Structure).
L’augmentation de 1’expression de cette protéine dans les lignées de myoblastes DMD n’étant
pas nécessairement corrélée a une augmentation de son activité enzymatique, cette derniere
pourra étre analysée par une méthode immunoenzymatique (test ELISA, pour Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) aprés purification de I’enzyme et quantification de la formation de

PIP3 (Hassett et al., 2017).



L’augmentation du taux d’ATG3 et de LC3-II, forme lipidée de la protéine LC3, ainsi que
I’augmentation du nombre d’autophagosomes présents dans les lignées DMD semble indiquer
une augmentation du flux autophagique dans ces cellules. Ces résultats concordent avec
I’augmentation de la machinerie autophagique observée dans les muscles de souris mdx
(Spaulding et al., 2017). Cependant, si cette augmentation dans les lignées de myoblastes
DMD correspond a une augmentation du flux autophagique, 1’augmentation observée dans les
muscles mdx est associée a une diminution du flux, 1ié a la diminution du nombre de
lysosomes disponibles pour assurer la dégradation. Ces observations pourraient s’expliquer
par une perte d’efficacité du processus autophagique au fur et a mesure de 1’avancée de la

pathologie, causée par une diminution de la réserve de lysosomes disponibles.

Une augmentation de 1’expression de HDACG6 (Histone DeACetylase 6) a également été
constatée dans les myoblastes DMD. Cette enzyme est impliquée dans différents processus
cellulaires : elle entraine notamment la déstabilisation du réseau de microtubules en
déacétylant la tubuline (Matsuyama et al., 2002), permet la formation des agrésomes en
transportant les agrégats protéiques jusqu’au centre organisateur des microtubules (MTOC,
pour MicroTubule Organizing Center; Kawaguchi et al., 2003) et intervient dans le
processus de fusion autophagosome-lysosome par déacétylation de la cortactine (J.-Y. Lee et
al., 2010). Cependant, malgré I’augmentation du taux de HDAC6 observée dans les cellules
DMD, I’acétylation de la tubuline o ne présente aucune variation significative par rapport aux
lignées controle. La surexpression de cette protéine pourrait agir comme un mécanisme
compensatoire en cas de diminution de son activité enzymatique. L’analyse de cette activité
dans les différentes lignées grace a I'utilisation d’un kit fluorogénique (BML-AKS516-0001,
Enzo Life Sciences ; Pai et al., 2015) permettrait de tester cette hypothése. Des études
menées chez la souris mdx (Minetti et al., 2006) et chez le poisson zebre sapje (Johnson et
al., 2013) ont montré que I’inhibition chimique de ’activité déacétylase de HDAC6 réduisait
le phénotype dystrophique, reflétant un rdle central de I’activité déacétylase dans cette
pathologie. HDAC6 pourrait également étre inhibée via son interaction avec d’autres
partenaires protéiques. En effet, I’interaction avec la protéine TPPP (Tubulin Polymerization
Promoting Protein) a été décrite pour inhiber I’activité déacétylase de HDAC6 (Tokési et al.,
2010). Ainsi, la quantification du taux de TPPP dans les lignées de myoblastes DMD pourrait
nous renseigner sur l’activité enzymatique de HDAC6. Une absence de modulation de
I’activité enzymatique d’HDAC6 laisserait a penser que 1’augmentation de son expression

observée dans les myoblastes DMD pourrait ne pas étre liée a son intervention dans



I’acétylation de la tubuline. Dans ce cas, 1’¢lévation du taux de HDAC6 pourrait alors
s’expliquer par ’augmentation de 1’agrégation protéique constatée dans ces cellules, et par la
nécessiter de transporter ces agrégats dans la zone du centre organisateur des microtubules
(MTOC, pour MicroTubule Organizing Center) ou se produit la fusion
autophagosome/lysosome. L’analyse de la localisation subcellulaire de HDAC6 ainsi que des
différents moteurs moléculaires (kinésine, dynéine) par immunofluorescence, ainsi que des
expériences de Time-Lapse pour visualiser le transport des agrégats protéiques dans les

différentes lignées de myoblastes permettraient de vérifier cette hypothese.

Activation de NFxB

L’accumulation de protéines mal conformées et/ou agrégées peut mener a la surcharge ou la
diminution de I’efficacité¢ du systéme ubiquitine-protéasome, ainsi qu’a une augmentation de
la formation des complexes BAG3/HSPBS8 et de I’activité autophagique. Ces phénomenes
sont également décrits pour étre associés a une activation de la voie NFkB (Nivon & al.,
2012 ; Nivon & al., 2016 ; Minoia & al., 2014). L’analyse de I’expression de p65, sous-unité
intervenant dans la voie canonique et une des voies atypiques décrites par notre équipe, a mis
en évidence une augmentation de son expression dans les lignées de myoblastes DMD. Nous
avons également constaté une augmentation de D’activité NFxB a 1’¢état basal dans les
myoblastes DMD. L’application d’un stress d’agrégation protéique (choc thermique) n’a pas
entrainé d’activation supplémentaire dans ces cellules, suggérant ainsi une activité maximale
de NF«B a I’état basal.

L’inflammation chronique est une des caractéristiques principales de la dystrophie musculaire
de Duchenne. Celle-ci entraine la production de molécules activant la voie NFkB, telles que le
TNFa ou I’interleukine-1, permettant la transcription de geénes spécifiques de la réponse
inflammatoire (Messina et al., 2011). L’une des prochaines étapes de ce projet consistera
donc a déterminer quel type de voie (classique ou atypique) est activé, ainsi que les geénes

cibles transcrits en réponse a I’hyperactivation de la voie NF«xB dans les myoblastes DMD.

Réexpression de la dystrophine

L’accumulation d’agrégats protéiques toxiques ainsi que les nombreux défauts du Controle
Qualité des Protéines observés dans les myoblastes DMD ou I’expression de la dystrophine

est abolie, semblent impliquer cette protéine dans la modulation du PQC. Afin de valider ces



résultats, notre équipe va procéder a la réexpression de la protéine et vérifier la restauration
d’un PQC similaire a celui analysé dans les cellules controles. L’édition génomique a visée
thérapeutique a déja été utilisée auparavant dans des myoblastes de patients DMD, avec
succes, grace a la méthode CRISPR/Cas9 (Lattanzi et al., 2017). Cette méthode est utilisée
par notre équipe pour procéder a la réexpression de la dystrophine dans la lignée D4,
présentant un codon STOP prématuré causé par un décalage du cadre de lecture consécutif a

la délétion de 1’exon 44.
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ABSTRACT

The maintenance of proteome integrity is of primary importance in post-mitotic tissues such
as muscle cells; thus, protein quality control mechanisms must be carefully regulated to
ensure their optimal efficiency, a failure of these processes being associated to various
muscular disorders. Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is one of the most common and
severe form of muscular dystrophies and is caused by mutations in the dystrophin gene.
Protein quality control modulations have been diversely observed in degenerating muscles of
patients suffering from Duchenne Muscular Dystrophy or in animal models of the disease. In
this study, we investigated whether modulations of protein quality control mechanisms
already pre-exist in undifferentiated myoblast cells originating from DMD patients. We report
for the first time that the absence of Dystrophin in human myoblasts is associated with
protein aggregation stress characterized by an increase of protein aggregates. This stress is
combined with BAG1 to BAG3 switch, NF«xB activation and up-regulation of BAG3/HSPB8
complexes that ensure preferential routing of misfolded/aggregated proteins to stimulated
autophagy rather than to 26S proteasome. In this context, restoration of pre-existing
alterations of protein quality control processes might represent a valuable strategy for

Duchenne Muscular Dystrophy therapies.
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INTRODUCTION

The maintenance of the proteome integrity is of great importance for cell viability. Indeed,
proteins must fold into specific three-dimensional structures to acquire their functional native
states, which is energetically favored but in precarious equilibrium. Actually, proteins often
misfold as a result of stochastic fluctuations, mutations or environmental stresses such as
elevated temperatures, exposure to chemicals, production of reactive oxygen species or
physiological aging (Herczenik and Gebbink, 2008; Haigis and Yankner, 2010; Chen et al.,
2011). Because of their altered spatial arrangement, misfolded proteins expose hydrophobic
domains usually located internally; these hydrophobic motifs drive protein aggregation and
can sequester other functional cellular components leading to cell cytotoxicity. Accumulation
of toxic misfolded/aggregated proteins is considered as a major mechanism of human
disease highlighted by the growing list of “protein conformational diseases” resulting from
accumulation of toxic inclusions (Herczenik and Gebbink, 2008). Consequently, cells
possess protein quality control (PQC) machinery that monitors and preserve the health of its
proteome by three main strategies: refolding, sequestering or degrading misfolded proteins.
Refolding is achieved by molecular chaperones that bind to hydrophobic motifs of non-native
proteins (Vabulas et al., 2010). Chaperones can be classified according to their mode of
action: i) the foldases such as HSPA (Hsp70) family that assist protein refolding in an ATP-
dependent way and ii) the ATP-independent holdases, such as HspB1, HspB5 or HspB8,
which prevent protein aggregation by binding partially unfolded client proteins, holding them
in a folding-prone state and thus protecting them from aggregation (Suss and Reichmann,
2015). Chaperones form a dynamic network of chaperones and co-chaperones whose
composition change and adapt to the environment; as for example, when refolding is not
possible the association of BAG1 or BAG3 co-chaperones to HspA1/A8 and other partners
can redirect misfolded/aggregated proteins to degradation mechanisms: the proteasome for
the former and the autophagy for the latter (Kettern et al., 2010). The ubiquitin-proteasome
system (UPS) is responsible for the degradation of proteins residing in the cytosol, the
endoplasmic reticulum and the nucleus (Arrigo et al., 1988). The 26S proteasome is a barrel-
like structure in which the two inner B-ring structures of the core particle bear caspase-like,
trypsine-like and chymotrypsin-like proteolytic activities (Livneh et al., 2016). Substrate
proteins are targeted to the proteasome through multi-ubiquitination accomplished by E1, E2
and E3 (Dick et al., 1998) and are de-ubiquitinated and degraded into small peptides of 7-8
amino acids long (Verma et al., 2002). The other major degradation pathway is the
autophagic process. Macroautophagy (herein referred as autophagy) is a self-eating process
starting with de novo formation of double-membrane autophagosomes that engulf parts of
the cytoplasm and fuse with acidic lysosomes to form autolysosomes (Wirth et al., 2013 ;
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Wilson et al., 2014); the autophagosome content is then degraded by lysosomal hydrolases.
The autophagic process is regulated by ATG proteins and requires the ULK1 kinase complex,
the interaction of beclin1 with class Ill phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), the ATG9 cycling
system, the WIPIs, and the Atg12-Atg5 and the LC3-phosphatidylethanolamine (LC3-II)
conjugation systems, which are under the control of various signal transduction pathways
(Kamada et al., 2000 ; Kraft and Martens, 2012; Bakula et al., 2017 ). Autophagy has long
been described as a bulk degradation process which recycles cellular building blocks for
energy salvage, after starvation for example (Kuma et al, 2004). However, it is now
abundantly described that autophagy can selectively degrade damaged mitochondria,
aggregated proteins etc. by targeting cargos to the autophagosomal membrane protein LC3-
I, via the use of autophagic receptors and adaptors (such as p62 or BAG3) (Nivon et al.,
2016 ; Zaffagnini and Martens, 2016). When PQC mechanisms are inefficient or
overwhelmed, protein aggregates are formed and accumulate, leading to cell toxicity and
eventually protein conformational diseases such as neurodegenerations or muscular
disorders of which muscular dystrophies characterized by progressive wasting of skeletal
muscles (Martinez-Vicente and Cuervo, 2007; Sandri et al., 2013).

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is one of the most common form of muscular
dystrophies (1 out of 3500 new-born males) (Hoffman et al., 1987; Koenig et al., 1987). DMD
is characterized by progressive muscle degeneration starting in early childhood and affecting
skeletal and cardiac muscle as well as the diaphragm (Davies et al., 1988). This X-linked
recessive disorder is caused by duplications, deletions or point mutations of the human
dystrophin gene (Magri et al., 2011). The Dystrophin protein is essential for maintenance of
the muscle cell membrane; it recruits other structural and signaling proteins to the
sarcolemma, allowing the formation of the Dystrophin-associated Glycoprotein Complex.
This complex plays a key role during muscle contraction by mechanically stabilizing the
sarcolemma but is also involved in the scaffolding of intracellular signaling proteins (De
Palma et al., 2014). In addition to its role in differentiated muscles, it was recently reported
that Dystrophin is necessary for maintaining the asymmetric division and the regenerating
potential of mouse satellite cells that will differentiate in myoblasts and myotubes (Dumont et
al., 2015). To date no cure for DMD is available, but several pre-clinical and clinical settings
are currently investigated (Shimizu-Motohashi et al., 2016). Interestingly, some connections
between PQC perturbation and altered muscles in DMD patients or diverse animal models
have been performed. For instance, an increase of the levels of HspB5 and HSPAT1
molecular chaperones was observed in the muscles of mdx mouse model (Carberry et al.,
2013; Carberry et al., 2014); modulation of autophagy was also reported in mdx mice
muscles and in muscle biopsies of DMD patients (De Palma et al., 2012; De Palma et al.,
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2014). Moreover, our group also observed an increased number of autophagosomes in the
nematode (C. elegans) DMD model and could identify various genetic suppressors of muscle
degeneration that were connected to protein degradation pathways (Brouilly et al., 2015).
However, whether and how PQC contributes to Dystrophin-dependent muscle degeneration
is still unknown. In addition, all PQC studies on DMD models have been carried out on
mature, degenerating muscles; it is thus still unknown whether PQC modulations pre-exist in
DMD myoblasts, the myofibres precursors. Therefore, we performed an exhaustive study of
PQC actors in a unigue DMD model consisting of immortalized human myoblast cell lines

originating from dystrophic muscle biopsies of DMD patients.

In this study, we observed an accumulation of intracellular protein aggregates in DMD
myoblasts, in comparison to controls from healthy donors. Moreover, we detected
modulations of molecular chaperones levels, notably HspB5 and HspB8, a decreased activity
of the 26S proteasome and a BAG1 to BAG3 molecular switch. These modulation of PQC
processes were associated with an up-regulation of NFxB activity, increased levels of
autophagy actors (ATG3, LC3-Il, HDAC6) and stimulation of the autophagic flux along with
down-regulation of proteasome activity. These results demonstrate that PQC alterations pre-
exist in DMD myoblasts and could represent interesting targets in palliative treatment
strategies for DMD.

RESULTS

Characterization of immortalized myoblasts derived from healthy donors or Duchenne
Muscular Dystrophy patients.

DMD is the most common childhood muscular dystrophy, but there is still no cure for this
disease; thus, standardized tools that could allow the study of the molecular and cellular
mechanisms involved in this disease are still needed. In this context, human primary
myoblasts derived from muscle biopsies of dystrophic patients have been used to assess
molecular and cellular mechanisms of DMD. However, these in vitro cultures of primary
human cells suffer from phenotype variations and cellular senescence occurring during
prolonged cell division. The use of stable immortalized cell lines deriving from human
myoblasts isolated from muscular biopsies of DMD patients can overcome these drawbacks
and thus help to assess the pathological mechanisms of DMD (Mamchaoui et al., 2011). In
this study, we used six immortalized myoblasts cell lines expressing human telomerase
reverse transcriptase (hTERT) and cyclin-dependent kinase-4 (CDK4), to study the
involvement of protein quality control in DMD pathology. W1 and W4 cell lines were obtained
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from biopsies of healthy patients whereas D1 to D4 cell lines were derived from muscle
biopsies of DMD patients (see Materials and Methods).

We first checked the myogenic signature and differentiation ability of the cells by detecting
myosin heavy chains (MyHC) in control or DMD cell lines, during proliferation or
differentiation conditions (Figure 1A and 1B). As seen by immunofluorescence analysis, after
8 days of differentiation all cell lines expressed MyHC, whereas undifferentiated cells did not
(Fig.1A); moreover, at D8 we could distinguish fused myoblasts containing more than 2
nuclei in each cell line. These results were confirmed by western blot analysis of MyHC
levels; indeed, MyHC was expressed in each cell line, albeit to a higher degree in W4 and to
a lower degree in D3 cell line (Fig.1B). We then tested for Dystrophin expression, by western
blot analysis using mandral antibody that recognizes the end of the C-terminal domain of
Dystrophin. We could detect low levels of Dystrophin in control proliferating/undifferentiated
control cells (W1 and W4) but no expression in DMD cell lines (Fig.1C). In addition, as
expected, we detected high levels of Dystrophin in differentiated control cells but not in
differentiated DMD cell lines. To confirm Dystrophin expression in proliferating control
myoblast cell lines, a western blot analysis of total protein extracts of control and DMD
undifferentiated myoblasts was performed with a 30 pg of total protein extracts and
compared with the analysis 10 ug of total protein extracts from W4 differentiated control cell
lines (supplementary figure S1). Quantification of the Dystrophin bands revealed a 13-fold
higher level of Dystrophin in differentiated myotubes compared to non-differentiated
myoblasts; in contrast, no Dystrophin band was detectable in protein extracts from DMD
myoblasts or myotubes. Thus, our results demonstrate that Dystrophin protein is expressed
at myoblasts stage and consequently that DMD immortalized myoblastic cell lines constitute
a robust ex vivo model to assess the consequences of Dystrophin absence on PQC

mechanisms.

Protein aggregation is increased in DMD myoblasts.

To evaluate the involvement of protein quality control in Duchenne Muscular Dystrophy, we
first analyzed the protein aggregation status of control (W1 and W4) and DMD (D1 to D4)
immortalized myoblasts. To this end, we focused on multi-ubiquitinated proteins or p62
protein that are often associated to protein aggregates and are involved in proteasome or
autophagy addressing, respectively (Thrower et al., 2000; Lamark et al., 2009). As shown in
Figure 2A, in DMD cell lines the level of multi-ubiquitinated proteins was increased by 1.7
(D1) to 2.4-fold (D2) in comparison to control ones. However, no significant modulation of
p62 level was detected. We next determined the protein aggregation status of multi-
ubiquitinated proteins or p62-associated aggregates by filter trap analysis; in DMD cell lines,

we observed a 4 to 6-fold increased level of protein aggregates conjugated to multi-ubiquitin
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and a 2 to 4-fold increase of p62-containing aggregates as compared to control cells (Fig.
2B). These results were confirmed by immunofluorescence analysis, in which more
aggregates labeled by multi-ubiquitin or p62 antibodies were detected in DMD cell lines than
in controls (Fig. 2C). Quantification of aggregates revealed that the percentage of cells
containing more than fifteen p62-containing aggregates is increased by 2.5-fold and of cells
containing multi-ubiquitinated aggregates by 13-fold in DMD cell lines with respect to controls.
Taken together, our results indicated an increased protein aggregation level in DMD
immortalized myoblasts in comparison to their control counterparts, which suggests that
protein quality control might be less efficient in myoblasts derived from muscle biopsies of

DMD patients than from healthy donors.

HspB5 and HspB8 levels are modulated in DMD myoblasts.

Heat shock proteins (HSP) are sensors of protein misfolding and aggregation and can act as
molecular chaperones that help the proteins to recover their native conformation. Since we
observed an increased level of multi-ubiquitinated and aggregated proteins in DMD
immortalized myoblasts, we asked whether HSP were efficient in these cells.

We first focused on foldases and determined the level of the major members of the three
main foldases families that are HSPC2/C3 (Hsp90a. and ), HSPA1/A8 (Hsp70/Hsc70) and
DNAJB1 (Hsp40). As shown in Figure 3A, no modulation of the major foldases levels could
be detected by western blot analysis in control or DMD myoblasts; this observation was
confirmed by statistical analysis of quantifications (supplementary figure S2A). We then
determined the global folding activity in each of the control and DMD cell lines by performing
a refolding luciferase assay (Figure 3B). This assay allows determining the cell-folding
capacity by quantifying cell extracts ability to restore the enzymatic activity of constitutively
expressed luciferase that has been inhibited by heat shock-induced denaturation. We
observed that the kinetics of luciferase activity recovery after the heat shock was similar in all
cell lines, indicating that the folding capacity of DMD myoblastic cell lines is not altered.

We next analyzed by western blot the levels of the major muscle holdases: HspB1 (Hsp27),
HspB5 (aB-crystallin) and HspB8 (Hsp22). No modulation of HspB1 level was observed
between control and DMD cell lines (Figure 3C and S2B). By contrast, a two- to sevenfold
increase of HspB5 level and a 20% to 78% decrease of HspB8 level were observed in DMD
cell lines in comparison to control cells (Figure 3C). We therefore asked whether HspB5 and
HspB8 could be recruited to protein aggregates. Filter trap data indicated a fourfold to
eightfold increase of HspB8 recruitment to protein aggregates in DMD cell lines (Figure 3D)
whereas its global expression is decreased in these cell lines when compared to control.
Thus, these results suggest that HspB8 is specifically redirected to protein aggregates in

DMD myoblasts. As for HspB5, we observed a two- to eightfold increase of HspB5-
7
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containing aggregates in DMD cell lines compared to control cell lines (Figure 3D) indicating
that the overexpression of HspB5 goes along with its recruitment to protein aggregates.
Since a major function of HSPBS5 is the chaperoning of cytoskeleton filaments (Nicholl and
Quinlan, 1994; Fujita et al., 2004; Singh et al., 2007), we analyzed by immunofluorescence
actin microfilaments, microtubules, or vimentin intermediate filaments in control and DMD
myoblasts. However, we did not detect any modification of actin bundles, vimentin or
microtubule networks in DMD cell lines compared to control ones (supplementary figure S3).
In conclusion, our results indicate that the refolding capacity of DMD cell lines is not altered;
however, the expression of HspB5 and HspB8 holdases is modulated, these proteins being
preferentially redirected to protein aggregates; this observation might suggest that the
chaperone network in DMD myoblasts is harnessed but overwhelmed.

Proteasome activity is decreased in DMD myoblasts

The accumulation of multi-ubiquitinated protein, and the increased recruitment of holdases to
protein aggregates in DMD cells, despite efficient chaperone activity, suggest that the
degradation mechanisms of PQC (ubiquitin-proteasome system (UPS) and/or autophagy)
might be roped in. As for UPS, the increase of multi-ubiquitinated and/or aggregated protein
levels could be the consequence of a modulation of the ubiquitination process, of the
misfolded proteins addressing to UPS or of the proteasome enzymatic activity. We first
quantified enzymatic activity of 26S proteasome by incubating WT and DMD myoblasts with
luminogenic substrates specific for chymotrypsin-, tryspin- and caspase-like activities.
Trypsin- and caspase-like activities were not modified between control and DMD cell lines
(Figure 4A); in contrast, we observed a 50% decrease of chymotrypsin-like activity, which is
the prevailing activity for 26S proteasome function (Kisselev et al., 2012). We then checked
the expression of the major muscle-ubiquitin E3 ligases that are MuRF1 (Muscle really
interesting novel gene (RING) finger-1) and MAFbx/Atrogin-1 (Muscle atrophy F-box) by
western blot analysis. MuRF1 and MAFbx/Atrogin-1 levels were identical in control and DMD
myoblasts suggesting that ubiquitination efficiency is similar in these cell lines (Figure 4B and
supplementary figure S4). At last, we quantified the BAG1 co-chaperone level. Indeed, this
HspA1/A8 interactor is described to route misfolded/aggregated proteins to the 26S
proteasome due to the ability of its 4 isoforms to bind to the proteasome. We observed a
45% decrease of the medium isoform of BAG1 (BAG1-M) in DMD myoblasts in comparison
to controls; by contrast, BAG1L, BAG1 and BAG1S levels were similar (Figure 4B).

Taken together, our results indicate that the addressing of multi-ubiquitinated proteins to the
proteasome mediated by BAG1 might be less efficient in DMD cells; as in addition, in these
cells, the chymotryspsin-like activity of the 26S proteasome activity is decreased, we propose
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that misfolded/aggregated proteins degradation by the proteasome is impaired in DMD
myoblasts.

BAG1 to BAG3 switch, increased level of BAG3/HspB8 complexes and autophagy up-
regulation in DMD myoblasts

Since we observed a decreased level of BAG1 proteins in DMD immortalized cell lines, we
further investigated BAG3 co-chaperone levels. Indeed, in an aggregation-prone
environment such as aging or proteasome inhibition (Gamerdinger et al., 2009; Minoia et al.,
2014) a reciprocal change in the expression of BAG1 and BAG3 co-chaperone was
described; this BAG1 to BAG3 switch enhances the autophagy-lysosome degradation
pathways of multi-ubiquitinated proteins at the expense of their clearance by the proteasome.
We thus quantified BAG3 levels by western blot in control and DMD cell lines and observed a
1.3 (D3) to 1.5-fold (D1 and D4) up-regulation of BAG3 levels in DMD cell lines in
comparison to controls (Figure 5A). Moreover, filter trap analysis revealed a two- to fourfold
increase of BAG3-containing aggregates in comparison to control cells, indicating that BAG3
up-regulation is accompanied by its recruitment to protein aggregates. Of interest, we and
others demonstrated that BAGS3 in complex with HSPB8 could be involved in the selective
clearance of protein aggregates by autophagy (Carra et al., 2008; Nivon et al., 2012; Ulbricht
et al., 2015; Nivon et al., 2016). Because our observations revealed a higher recruitment of
BAG3 and HSPBS8 to protein aggregates in DMD myoblasts; we quantified BAG3/HspB8
complexes in control and DMD cell lines by proximity ligation assay (PLA, Figure 5C). PLA
detection of endogenous BAG3/HspB8 complexes generated a more abundant signal in
DMD cell lines than in control cells; the average number of dots per cell was increased by 2.7
(D1) to 4.5-fold (D4) in DMD myoblasts compared to controls (Figure 5C, graph). In addition,
the signal was absent in experiments performed with only one antibody (anti-BAG3, Cont1)
or with antibodies for BAG3 and PML (located in cytoplasm and nucleus respectively)
(Cont2). Our results thus indicate that there is a switch between BAG1 and BAGS levels in
DMD cell lines associated to an up-regulation of the level of BAG3/HspB8 complexes
suggesting that selective autophagic process could be stimulated in order to degrade protein
aggregates.

To assess autophagic activity in DMD cell lines we first quantified the levels of various
proteins involved in the autophagic nucleation phase that allows the formation of the pre-
autophagosome (PAS) structure. We detected a 1.5 to 2-fold increase of class Ill PI3K level
in DMD cell lines compared to control cells, whereas beclin1i and bcl2 levels remained
unchanged (Figure 7A and supplementary figure S5). As for proteins involved in the
elongation phase (FOXO3a, ATGS3, ATGOL1, ATG5-12 and ATG7), the closure of
autophagosomes and their fusion to lysosomes (HDACG6), we observed a significant increase
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of ATG3 (2.2 (D4) to 3.4-fold (D1)) and of HDACS6 levels (between 1.8 and 2-fold in DMD2, 3
and 4 cell lines), which would be in favor of an enhancement of autophagosome formation
(Figure 6B). We thus quantified LC3 levels and observed a 1.4 to 2.4 increase of the
lipidated form of LC3 (LC3-1l) in DMD cell lines compared to controls (Figure 6C). These
results were confirmed with immunofluorescence analysis of control and DMD cell lines
transiently expressing EGFP-LC3 (Figure 6D). Indeed, whereas 35 % of control cell lines
contained more than 50 autophagosomes per cell, this percentage raised up to 57% (D2) or
78% (D4) in DMD cell lines, indicating an increased number of autophagosomes in DMD cell
lines. This increase could be the consequence of either increased autophagic flux or
inhibition of the maturation/degradation step of autophagy. We thus performed LC3-lI
quantification in each cell line, in presence or absence of E64D and pepstatin A, two
inhibitors of lysosomal cathepsins that are known to block autophagosome maturation into
autolysosomes (Figure 6E). Addition of these inhibitors further increased the already
elevated level of LC3-Il in DMD cell lines, indicating that the autophagic flux is up-regulated
in DMD cell lines compared to controls. Our results thus describe an increase of
BAG3/HspB8 complexes associated with a stimulation of the autophagic flux in DMD
myoblasts, as compared to control cells.

NF«B activity is stimulated in DMD myoblasts

Various stress conditions leading to proteasome inhibition or overload, to increased
BAG3/HspB8 complexes and increased autophagic activity have been described to be
associated with enhanced NF«B activity (Nivon et al., 2012; Minoia et al., 2014; Nivon et al.,
2016). We thus checked whether this was the case in DMD cell lines. By western blot, we
first quantified RelA/p65 level, which is the transcriptional subunit of NFxB (figure 7A) and
observed a 1.8 (D1) to 2.6 (D3) increase of p65 subunit in DMD cell lines compared to
control cells. Control and DMD cell lines were thus transiently transfected with pNF«Bluc
reporter vector to quantify NFxB activity (Figure 7B). The luminescence produced was up-
regulated by 3 (D1) to 4.2 (D3) fold in DMD cell lines in comparison to control cells, indicating

that NFkB basal activity is increased in DMD myoblasts.

Taken together, our results demonstrate that DMD myoblasts are under protein aggregation
stress as evidenced by the accumulation of protein aggregates, the modulation of expression
of HSPB chaperones, the stimulation of NFkB activity, the altered proteasome activity
associated to a BAG1 to BAG3 expression switch. This ensures up-regulation of
BAG3/HspB8 complexes and stimulation of the autophagic process.

10
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DISCUSSION

In muscle cells, protein quality control (PQC) must be carefully regulated, in order to ensure
optimal efficiency, as evidenced by various studies highlighting the importance of PQC actors
in different types of muscular disorders. For instance, mutations in some co-chaperones such
as DNAJB6 (HSP40) are associated with Limb-girdle muscular dystrophy type 1D and 2l
(LGMD1D, LGMD2I) (Couthouis et al., 2014; Stein et al., 2014); increases of molecular
chaperone levels were detected in some muscles of mdx mice (Carberry et al., 2013), in
idiopathic inflammatory myopathies (IIM) (Paepe et al., 2012) or in oculopharyngeal muscular
dystrophies (Abu-Baker et al., 2003). As for the proteasome, an increase of its expression
(biopsies of DMD patients), of ubiquitin conjugation to muscle proteins, of transcripts
encoding ubiquitin, of ub-conjugating enzymes (E2) and Ub ligases (MURF1 and
MAFBx/Atrogin-1) are reported to be associated to muscular dystrophies or muscle atrophy
(Kumamoto et al.,, 2000; Bernardi and Bonaldo, 2013), while deletion of the proteasome
component Rpt3 was described to contribute to myofiber degeneration (Kitajima et al., 2014).
At last, autophagy defects in autophagosome biogenesis/maturation, mitophagy, lysosome
biogenesis or autolysosome exocytosis are described in DMD, Ullrich congenital muscular
dystrophies (UCMD) and Emery-Dreifuss muscular dystrophies (EDMD) (De Palma et al.,
2012; Sandri et al., 2013), while autophagy hyperactivation was observed in Merosin-
deficient congenital muscular dystrophy (Carmignac et al., 2011). It is thus clear that PQC
efficiency is modified in muscular disorders including DMD. However, it is still unknown
whether and how PQC contributes to dystrophin-dependent muscle degeneration. Moreover,
PQC mechanisms are intimately interconnected and therefore it seems necessary to have an
overview of global PQC modulation the same model. Although numerous animal models for
DMD have been developed (C. elegans, drosophila, zebrafish, mouse, rats, cats, dogs and
pigs) (Gieseler et al, 2000; Nakamura and Takeda, 2011; McGreevy et al., 2015) to
investigate the physiopathology of DMD. However, all these studies have been carried out on
mature, degenerating muscles; therefore, it is still unknown whether alterations in particular
of PQC mechanisms could pre-exist myoblast stage. We thus decided to perform an
exhaustive study of PQC actors in a unigue DMD model consisting of immortalized human
DMD myoblasts.

We first have taken advantage of immortalized myoblasts to address the controverted
question of Dystrophin expression in non-differentiated muscles, which was either reported to
be positive (Trimarchi et al., 2006) or negative (Miranda et al., 1988). Western blot analysis
of Dystrophin with mandrai antibody recognizing the C-terminal part of the protein did not
detect any signal in DMD myoblastic cell lines, which is in agreement with the dystrophin

gene mutations present in DMD cell lines. Indeed, D1 to D3 cell lines contain a premature
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stop codon in exon 41, which leads to premature protein translation termination; D4 cell lines
contains a large out of frame deletion of the entire exon 44 leading to inclusion of aberrant
amino acids, which generally leads to premature truncation of translation. The resulting
Dystrophins are thus non-functional and generally degraded (Aartsma-Rus et al., 2016).
However, we were able to detect Dystrophin expression in undifferentiated control myoblasts.
This expression is lower than in differentiated myotubes, but clearly confirms that Dystrophin
is expressed at the myoblast stage, which validates immortalized DMD myoblasts as

powerful tool to study the involvement of PQC in the physiopathology of DMD.

In this study, we describe for the first time the existence of a protein aggregation stress in
Dystrophin-deficient myoblasts, as evidenced by the observation of increased multi-
ubiquitinated protein levels and of multi-ubiquitinated proteins- or p62-containing aggregates.
Indeed, a protein aggregation of specific mutated Dystrophin with missense mutations in
actin binding domain 1 was reported (Henderson et al., 2010), however a global increase of
protein aggregation level was, to our knowledge, never reported. Our results thus suggest
that a PQC deficiency could be responsible for this accumulation of protein aggregates. HSP
are the first line actors of PQC, since they can refold misfolded/aggregated proteins. In
contrast with the observation of increased levels of HspA and HspC proteins in muscle
biopsies from DMD patients (Paepe et al., 2012; Brinkmeier and Ohlendieck, 2014) or mdx
hind limb muscle (Carberry et al., 2014), we could not detect any modulation of these HSP in
human immortalized DMD myoblasts; however, in these previous studies, HSPA and HSPC
increases were mostly detected in regenerating muscle fibers (Paepe et al., 2012), which is a
different stage from undifferentiated muscle cells. Small HSP (HSPB family) are of special
interest in muscles since they play a protective role in the maintenance of cytoskeletal
network and contractile elements (Fujita et al., 2004; Golenhofen et al., 2004; Singh et al.,
2007; Elliott et al., 2013). In addition, abnormalities of some HSPB members are involved in
muscle disorders: HSPB5 mutations are associated to myofibrillar myopathies (Vicart et al.,
1998) and HSPB1 or HSPB8 to distal myopathy and Charcot-Mary-Tooth disease type 2
(Capponi et al., 2011; Nakhro et al., 2013). In this study, we observed a drastic increase of
HspB5 in DMD cell lines, which is consistent with the observation of increased levels of
HspB5 in soleus and interosseous muscles of mdx mouse (Carberry et al., 2013). In addition,
we detected an accumulation of HspB5-containg aggregates in DMD myoblasts. Since we
did not detect any disturbance of actin, tubulin or vimentin networks in DMD myoblasts, our
results suggest that HspB5 chaperone activity might nevertheless be important for stabilizing
cytoskeletal network in a weakened dystrophic muscle and for the providing of reservoirs of
misfolded/aggregated muscle proteins that can prevent their probable aggregation. Of
interest, we also report for the first time a diminution of HSPB8 levels in DMD myoblasts that
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is however associated with an increase of HSPB8-containing aggregates suggesting that
HSPB8 is specifically and efficiently redirected to protein aggregates, like HspB5. This
increased recruitment of HSPB5 and HSPB8 to the aggregates associated with an
accumulation of protein aggregates in DMD myoblastic cell lines suggest that the refolding
capacities of the chaperone network might be overwhelmed and that protein degradation
mechanisms could thus also be modulated.

The Ubiquitin Proteasome System (UPS) has been shown to play an important role in
muscle protein catabolism by participating in disassembly or degradation of myofibrillar
proteins or regulation of myogenesis (Bilodeau et al., 2016). In this study, we observed a
50% decrease of the chymotrypsin-like activity of the 26S proteasome in DMD myoblasts
compared to control cells. Interestingly, site-directed mutagenesis in yeast allowed to identify
the B5 (chymotrypsin-like) sites of the proteasome to be the most important sites for the
protein breakdown (Kisselev et al., 2012). Our results thus suggest that down-regulation of
the chymotrypsin-like activity could lead to decreased degradation rates of proteasome
substrates in DMD myoblasts. This is quite surprising since increased levels of proteasome
were detected in skeletal necrotic fibers of DMD patients (Kumamoto et al., 2000) and the
use of proteasome inhibitors in mdx mice was found to improve the histo-pathological signs
of the disease even if it did not rescue every explants of muscle biopsies of DMD patients
(Bonuccelli et al., 2007; Sandri et al., 2013; Assereto et al., 2016). Moreover, increased
proteasome levels (Kumamoto et al., 2000) and increased proteasome activity (Assereto et
al., 2016) were observed in muscles biopsies from DMD patients. This discrepancy could be
linked to the differentiation state of the samples analyzed, myoblasts vs degenerating
myotubes, or to the type of proteasome and activities measured; indeed, immunoproteasome
content was described to be increased in dystrophic muscles of mdx mice whereas the total
content of proteasome was unchanged (Chen et al., 2014). The absence of modulation of the
MuRF1 and MAFbx/atrogin-1 levels, two major muscle E3 UB ligases observed in DMD
myoblasts was in accordance with the quantifications performed in muscles biopsies of DMD
patients (Assereto et al., 2016). At last, we analyzed the levels of BAG1, a co-chaperone that
interacts with HSPA1/A8/CHIP and their substrates and further sorts multi-ubiquitinated
proteins to the proteasome (Alberti et al., 2002). BAG1 exists as multiple isoforms, BAG1-L, -
M, BAG1 and BAG1-S, generated by alternative translation initiation, the L isoform being
predominantly nuclear and the others mostly cytoplasmic (Luders et al., 2000). In this study,
we detected a decrease of BAG1-M level in DMD myoblasts in comparison to control ones.
Interestingly, BAG1-M isoform was reported to bind to HSPA1/A8, to the proteasome and to
the CHIP Ubiquitin ligase (Demand et al., 2001; Alberti et al., 2003), which suggest that a
down-regulation of its level could decrease the efficiency of addressing of multi-ubiquitinated

13



O 0 N O Ul B W N =

W W W W W W wWwWwKNI-NDNDDNDDNNIN NN NIDNIDNRRR PR R R R R p @
U Ul WN R O O 0O N UL WN P O O 0N O U A WN R O

misfolded proteins to the proteasome. Moreover, BAG1 was described to be in balance with
BAGS3, another member of the BAG family. BAG3 is highly expressed in skeletal muscle cells
and is co-localized with sarcomere-associated Z-disk, its mutation being associated to
severe myofibrillar myopathy (Selcen et al., 2009). Moreover, BAG1 and BAG3 were found to
be reciprocally regulated in aggregation-prone environments such as cellular aging or
proteasome inhibition, with a switch from high levels of BAG1 and low levels of BAG3
associated to BAG1-mediated proteasomal degradation of substrates to low levels of BAG1
and high levels of BAG3, associated to BAG3-mediated autophagy (Gamerdinger et al.,
2009; Minoia et al., 2014). In addition, BAG3, in complex with HSPB8 protein, was described
to activate selective autophagic removal of aggregated proteins such as Htt43Q, SOD1G85A
or filamin C in human skeletal muscles submitted to resistance exercise (Carra et al., 2008;
Ulbricht et al., 2015; Nivon et al., 2016). Our observation of increased BAG3 levels in DMD
myoblasts associated with a detection of more numerous BAG3/HspB8 complexes in DMD
cells indicate that even if decreased in DMD myoblasts, HSPB8 level is not limiting for its
preferential association with BAG3 in DMD cell lines. Moreover, our results report for the first
time the existence of a BAG1 to BAG3 switch between control and DMD myoblastic cell lines,
which suggest a shift to autophagy as a preferential protein degradation pathway. This was
confirmed by autophagic activity measurements, since we observed increased levels of
nucleation (class lll PI3K), elongation (ATG3, LC3-Il) or closure/fusion and transport
(HDAC®6) actors of autophagy/aggrephagy in DMD myoblastic cell lines. Moreover, we
determined that the increased number of autophagosomes formed was due to an up-
regulated autophagic flux. We thus describe here for the first time a BAG1 to BAGS3 switch
associated with stimulated autophagic activity and impaired degradation by the proteasome
in DMD myoblasts. Such a mechanism was also recently described in a knock-in mouse
model of spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA), where changes in the expression
ratios of BAG1 to BAG3 were associated with a shift from proteasome to autophagy
degradation pathways (Rusmini et al., 2015). However, inhibition of autophagy was reported
in mdx mice, with persistent activation of the AKT, mTOR axis, increase of p62 levels and
decreased LC3 conjugation to phosphatidylethanolamine (De Palma et al., 2012; Bibee et al.,
2014). These results were nevertheless not discordant with another study in the same mouse
model reporting no differences in phosphorylated AKT and mTOR or LC3 levels between
wild type and mdx mice, but an impairment of autophagy induction by starvation (Spitali et al.,
2013). As for DMD patients, increased levels of phospho-AKT and p62 were observed in
muscle biopsies of 5 patients (De Palma et al., 2012). Of interest, a recent study described
increased autophagic actors (beclin1, ATG5-ATG12, class Il PI3K) in dystrophic muscles of
mdx mice but decreased lysosomal content during disease progression. We thus could
hypothesize that the up-regulation of autophagic flux could turn into autophagy down-
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regulation because of lysosomal content exhaustion during disease progression (Spaulding
etal., 2017).

Since various stress conditions leading to proteasome inhibition or overload are described to
be associated with enhanced NF«B transcription factor activity and since NF«xB can stimulate
HSPB8 and BAG3 expression, we checked NFkB activity in control and DMD myoblasts and
observed an increased level of the RelA/p65 subunit of NFkB and an increased NF«B basal
activity in DMD myoblasts. These results are in accordance with studies reporting increased
levels of p65 and NF«kB activity, associated with stimulation of inflammatory pathways, in the
muscles of infants soon after birth, prior to the onset of clinical manifestations (Monici et al.,
2003; Chen et al., 2005); interestingly, NFkB was also reported to be activated in dystrophic
muscles of mdx mice. However, its stimulation was not associated to any phosphorylation or
degradation of its inhibitory subunit IxBo, suggesting that the classical signaling pathway
triggered by inflammatory cytokines is not responsible for this activation (Acharyya et al.,
2007). Whether NFkB activation associated with protein aggregation stress is thus
responsible for induction of inflammatory cytokines in DMD myoblasts will merit further

investigations.

In conclusion, in this study we report for the first time that the absence of Dystrophin in
immortalized DMD myoblast is accompanied by increased levels of multi-ubiquitinated
proteins- and p62-containing aggregates. Furthermore, this protein aggregation stress is
associated with increased basal activity of NF«xB transcription factor, BAG1 to BAG3 switch
and up-regulation of BAG3/HspB8 complexes that ensure preferential routing of
misfolded/aggregated proteins to stimulated autophagy rather than to 26S proteasome. Thus
our results highlight that PQC modulation already pre-exists in non-differentiated DMD
muscle cells, prior to the onset of clinical manifestations. Consequently, modulation/restoring
of this altered PQC could improve myoblasts and thus myotubes physiology and might
represent a valuable strategy for DMD therapies.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and cell lines

The cell lines used were derived from satellite cells that were isolated from muscle biopsies
of healthy donors or Duchenne Muscular Dystrophy patients and differentiated into
myoblasts. These myoblasts were immortalized with viral transduction of CDK4 (cyclin-
dependent kinase-4) and hTERT (human telomerase reverse transcriptase) that are required
to overcome cellular senescence (Mamchaoui et al., 2011). Various clones were isolated and
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amplified; the cell lines were cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere in Skeletal Muscle
Cell Growth medium (PromoCell), complemented with 20% FCS (Invitrogen), 0.2%
dexamethasone (D4902, Sigma) and 1ug/mL puromycin (selection marker; p8833, Sigma).
Six distinct cell lines have been used in this study: (W1) and (W4) that are two cell lines
derived from biopsies of healthy donors of 95 months and 121 months, respectively ; 4 cell
lines derived from the biopsies of 147 (D1, D2 and D3) and 142 (D4) months old patients: D1,
D2 and D3 in which the dystrophin gene is interrupted by a STOP codon in exon 41 (c5758
C>T); D4 cell line, in which the exon 44 of the dystrophin gene is deleted (c.44 del from
intron 43 (position 27742) to intron 44 (position 116255)).

Reagents and plasmids

E64D (#E3132), Triton-X100 and Hoechst 33258 were from Sigma. PepstatinA was from
Merck-Millipore. Bovine Serum Albumin was from Euromedex. Rabbit polyclonal antibody
against ATG9L1 was from Abgent (AP1814a). Rabbit polyclonal antibodies against Bag3
(#ABC277) and p65 (#06-418) and mouse monoclonal antibody against actin (#MAB1501)
were from Millipore. Mouse monoclonal anti-HspB8 (#H00026353) was from Abnova. Mouse
monoclonal antibodies against DNAJB1 (#SPA-450), HSPA1/A8 (#ADI-SPA-822F) and
HspB5/alphaB-crystallin (#ADI-SPA-222F), rabbit polyclonal antibody against HspB5/alphaB-
crystallin (#SPA-223) and rat monoclonal antibody against HSPC2/C3 (#ADI-SPA-835F)
were from Enzo Life Sciences. Rabbit polyclonal anti-LC3B (#L7543) and mouse monoclonal
anti-acetylated o-tubulin (#MABT868) were from Sigma. Rabbit polyclonal antibodies against
Beclin1 (#ab51031), HDACG6 (#ab133493) and Pericentrin (#ab4448) and mouse monoclonal
antibody against Atg3 (#ab56409) and VCP (#ab11433) were from Abcam. Mouse
monoclonal anti-multi-ubiquitin (clone FK1; #D071-3) was from MBL. Goat polyclonal
antibody against HspB1/Hsp27 (#sc-1190) and mouse monoclonal anti-dystrophin
(MANDRAT1; #SC-73592) were from Santa Cruz Biotechnology, Inc. Anti-NBR1 is a rabbit
polyclonal antibody from PTGLab (#16004-1-AP). Anti-Atg5 (#2630), anti-PI3K Il (#3811)
and anti-atubulin (#2144) rabbit polyclonal antibodies were from Cell Signaling. Mouse
monoclonal antibody against vimentin was from DAKO (#M0725). Mouse monoclonal
antibody against p62 was from BD Sciences (#610832). Anti-MHC monoclonal antibody
(#MAB4470) was from R&D Systems. Goat anti-mouse (#170-6516) and goat anti-rabbit
(#170-6515) secondary antibodies were from Bio-Rad. Donkey anti-goat (#sc-2020)
secondary antibody was from Santacruz. Rabbit anti-rat secondary antibody (#A5795) was
from Sigma. Goat anti-mouse Alexa Fluor 488 (#A11001) or 568 (#A11031), goat anti-rabbit
Alexa Fluor 488 (#A11034) or 568 (#A11011) secondary antibodies were from Thermofischer.
pNF«B-LUC was from Clontech. pGL3 promotor vector was from Promega. pEGFP-LC3 was

a kind gift from T. Yoshimori (Research Institute for Microbial Diseases, Tokyo, japan).
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Transfection

24 hours before transfection, immortalized myoblasts were seeded at a density of 10°
cells/100mm dishes or 5.8x10° cells/60mm dishes. Cells were then transiently transfected
with the desired plasmid (pNF«Bluc vector or pGL3-promotor vector) by using the Jetprime®

transfection reagent (Polyplus), according to the supplier’s protocol.

Gel electrophoresis and western-blot

Briefly, 10 pg of total protein extracts were separated by SDS-PAGE on acrylamide
/bisacrylamide (Euromedex) or 3-15% gradient Tris-Acetate gels (Cubillos-Rojas et al., 2012),
in Tris-Glycin 1X 0,1% SDS buffer or in Tris-Acetate SDS Running Buffer (Cubillos-Rojas et
al., 2012). After electrophoresis, proteins were transferred onto Protran BA85 nitrocellulose
(Perkin Elmer) or immobilon-P (Millipore) membranes and blots were incubated with primary
antibodies and horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies. Revelation was
performed with ECL detection reagents (Clarity Western ECL substrate from Bio-Rad or ECL
blotting detection reagent from Amersham). Western blot imaging was performed with
Chemidoc MP (Bio-Rad) based on charge-coupled device detection technology. Image
capture and analysis of Western-blot were processed by ImagelLab 4.0 software and

quantification by Image J software (NIH).

Proteasome assay

The control and DMD myoblasts cell lines were plated in 96 well culture plates at a density of
10* cells/well. The day after transfection, proteasome activities (caspase-, trypsin- and
chymotrypsin-like activities) were measured using cell-based Proteasome-Glo™ assay
(Promega) as previously described (Nivon et al., 2012). The proteasome inhibitors MG132
and lactacystin (10 uM, 2 h) were used as negative controls. Luminescence was measured
using a Victor® Luminometer (Perkin Elmer). The relative light units produced were reported
to 50 pg of total proteins.

Luciferase assay

Myoblasts, transiently transfected with pNF«kBluc vector the day before, were either non-
treated or submitted to a 90 min heat shock at 43°C. 24 h after the transfection, the cells
were resuspended into PBS and luciferase activity was quantified using the steady-glo®
luciferase assay (Promega) as previously described (Nivon et al., 2016). Luminescence was
measured as described above and related light units produced were reported to 1 pg of total

cellular proteins.

Luciferase refolding assay
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This technic was previously described (Nivon et al., 2009). Briefly, myoblast cell lines
transiently transfected with pGL3-promotor vector were submitted to a 30 min heat shock at
43°C to inactivate luciferase. Then cells were incubated at 37°C to allow luciferase refolding
and cell samples were taken at various time points (0.5 to 4 hours) for luciferase activity

measurements. Luminescence was reported to 1 pg of total cellular proteins.

Filter trap assay

SDS-insoluble aggregates were analyzed by filter trap analysis as previously described
(Nivon et al., 2016). Briefly, cells were scraped in 2% SDS-FTA buffer (FTA: 150 mM NaCl,
50 mM DTT, 10 mM Tris-HCI, pH 8). Next, samples were homogenized by passages through
25G needle. 2.5 ug of protein extracts were diluted by a factor of 2 to 8 and applied into a
slot blot apparatus onto a protran BA83 nitrocellulose membrane (Schleicher and Schuell)
pre-washed with 0.1% SDS-FTA buffer. Then the membrane was washed with 0.1%SDS-
FTA buffer and 0.1%Tween-TBS buffer (TBS: 20 mM Tris-HCI, pH7.6, 137 mM NacCl) and

processed for immunoblotting.

Fluorescence microscopy analysis

Cells were grown on glass coverslips or on polymer p-slide IbiTreat (Ibidi). Thereafter, cells
were fixed during 10 minutes with methanol, permeabilized and saturated with PBS-
0.2%Triton -2% BSA and hybridized with various primary antibodies (p62, vimentin, desmin,
actin, HspB5, MyHC) and Alexa Fluor secondary antibodies. Hoechst 33258 reagent was
used to stain nuclei (5 min, 1 ng/ml). Observations were performed on Zeiss Axio Imager Z1
photomicroscope (Zeiss Inc.). Images were digitized with a camera (Coolsnap HQ2; Roper
scientific) and acquired with Metavue Imaging system. Digitalization was done with Metavue

software; images adjustments were performed on ImageJ.

Proximity ligation assay (PLA)

10° cells were seeded on glass coverslips in 35 mm cell culture dishes and were fixed and
permeabilized as described above. Mouse monoclonal anti-HspB8 and rabbit polyclonal anti-
BAG3 were used for detecting BAG/HspB8 complexes with Duolink® In Situ Orange kit
mouse/rabbit (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer instructions. Images of
immunostaining were captured on a Zeiss confocal laser-scanning microscope LSM800 (63 x
objective). Digitalization was performed with Zen software. Automated counting of dots in 50
cells of each cell line was performed with Fiji's particle analysis after running through the

watershed program.

Statistics
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ANOVA parametric test was applied to compare the data obtained between Wild Type and
DMD conditions. *p<0.05; **p<0.01 ; ***p<0.001.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Characterization of human immortalized myoblasts. (A) Wild Type (W1 & W4)
and DMD (D1, D2, D3 & D4) cell lines were seeded on Matrigel-coated 35mm dishes in
proliferative medium. The day after, proliferative medium was replaced or not (Undiff) by
differentiation medium. Cells were differentiated during 8 days (D8), then myosin heavy chain
(MyHC) immunostaining and Hoechst nucleus staining were performed (scale bar: 50 pum).
(B) and (C) Total proteins of Wild type and DMD cell lines were extracted and 10 ug were
separated by SDS-PAGE. Analysis of MyHC (B) and Dystrophin (C) expression was
performed by immunoblotting thanks to the use of specific antibodies. Actin is used as a
loading control. Results are representative of three independent experiments.

Figure 2: Protein aggregation is increased in human immortalized DMD myoblasts. (A)
10 ug of total protein extracts of Wild Type (W1 & W4) and DMD (D1, D2, D3 & D4) cell lines
were separated by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting, using specific antibodies
directed against multi-ubiquitin, p62 or Actin (as a loading control). The histograms show
MultiUb/Actin and p62/Actin ratios (n=3). (B) 2.5 pg of total protein extracts from WT and
DMD cell lines were slot-blotted at four different dilutions (1, 1/2, 1/4 & 1/8) on a cellulose
acetate membrane and probed with multi-ubiquitin and p62 antibodies. Result is
representative of three independent experiments. (C) Immunostaining of multi-ubiquitin and
p62 and Hoechst staining of nuclei were performed in Wild Type and DMD myoblasts (scale
bar: 50 um). Graph: p62-containing aggregates and multi-ubiquitinated aggregates (green
dots) were counted in 3 independent experiments.

Figure 3. HspB5 and HspB8 levels are modulated in human immortalized DMD
myoblasts. (A) 10 ug of total protein extracts of Wild Type (W1 & W4) and DMD (D1 to D4)
cell lines were separated by SDS-PAGE. Heat Shock proteins expression was analyzed by
immunoblotting, using anti-HSPC2/C3, -HSPA1/A8, -DNAJB1 and -Actin (as a loading
control). (B) Control and DMD cell lines were transiently transfected with pGL3-promotor
vector. The day after, they were submitted or not (NT) to a 30 min heat-shock treatment at
43°C followed by 0 to 4 hours of recovery at 37°C before quantification of luciferase activity
(see Material & Methods). NT conditions of each cell line were set at 1. (C) — As in A) but
western-blots were hybridized with HSPB1, B5 and B8 antibodies. Actin was used as a
loading control. The histograms indicate HSPB5/Actin and HSPB8/Actin ratios. (D) Total
proteins of Wild Type and DMD cell lines were extracted and 2.5 ug of proteins were
submitted to filter trap analysis as described in figure 2. Membranes were hybridized with
anti-HSPB5 and anti-HSPB8 antibodies. Results are representative of three independent

experiments.

25



O 0 N O Ul o W N =

—_
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Figure 4: UPS efficiency is altered in human immortalized DMD myoblasts. (A)
Trypsine-, chymotrypsin- and caspase-like activities of the 26S proteasome were quantified
by using specific fluorogenic substrates, in control (W1 & W4)) and DMD (D1 to D4) cell lines.
As a negative control, two proteasome inhibitors, MG132 and lactacystin (Lacta) were added
to the cell culture medium (2 hours, 10 uM). Data were normalized to the mean of the Wild
Type results. Statistical analyses (ANOVA test, n=4) show a significant decrease of
chymotrypsin-like activity in DMD cell lines. (B) 10 ug of total protein extracts of Wild Type
and DMD cell lines were separated by SDS-PAGE. Analysis of MuRF1, MAFbx/Atrogin and
BAG1 isoforms expression was performed using specific antibodies. Actin is revealed as a

loading control. The histogram shows the BAG1M/Actin ratio (n=3).

Figure 5: BAG3 level and BAG3/HspB8 complexes are up-regulated in DMD myoblasts.
(A) 10ug of total protein extracts of Wild Type (W1 & W4) and DMD (D1 to D4) cell lines were
separated by SDS-PAGE and analyzed by immunoblots probed with BAG3 and Actin
antibodies. The histogram shows BAG3/Actin ratio (n=3). (B) 2.5 ug of total protein extracts
of Wild Type and DMD cell line were submitted to filter trap analysis as described in figure 2.
Membranes were hybridized with anti-BAG3 antibody. Results are representative of four
independent experiments. (C) Control and DMD cell lines were fixed, permeabilized and
submitted to proximity ligation assay for BAG3 and HSPB8 (red dots) along with DAPI
staining of nuclei (blue). The graph shows quantification of PLA dots /cell (n=3).

Figure 6: The autophagic flux is increased in DMD myoblast cell lines. (A to C) 10 ug of
total protein extracts from control (W1 & W4) and DMD (D1 to D4) cell lines were separated
by SDS-PAGE and analyzed by immunoblots probed with antibodies directed against (A)
proteins involved in the initiation phase of the autophagic process: PI3K class IIl, BECN1 and
BCL2; (B) proteins involved in autophagosome nucleation/elongation or transport/fusion:
FOXO3a, ATG3, ATGIL1, ATG7, ATG5/12, HDACS; (C) LC3-I and its lipidated form LC3-II.
Actin is used as a loading control. The histograms show the PI3KIII/Actin, ATG3/Actin,
HDACG6/Actin and LC3-II/Actin ratios (n=3). (D) Control and DMD cell lines were transiently
transfected with pEGFP-LC3. 24h after transfection cells were fixed and analyzed with a
fluorescence microscope (scale bar: 50 um). The histogram shows quantification of the
number of autophagic vesicles and indicates a statistically significant increase of cells
containing more than 50 vesicles (n=3). (E) Wild Type and DMD cell lines were treated (+) or
not (-) with a cocktail of lysosomal protease inhibitors (E64D and Pepstatin A) during 19
hours. 10 pg of total protein extracts of each cell lines were separated by SDS-PAGE and
analyzed by immunoblot using a specific antibody against LC3. The LC3-lI/Actin ratios were
set at 1.0 for non-treated conditions (-) in each cell line (n=3).
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Figure 7: NFkB activity is stimulated in DMD myoblasts. (A) 10ug of total protein extracts
of Wild Type (W1 & W4) and DMD (D1, D2, D3 & D4) cell lines were separated by SDS-
PAGE and submitted to an immunoblot hybridized with p65/RelA antibody. Actin is revealed
as a loading control. The histogram shows p65/Actin ratio with a statistically significant
increase of p65 level in DMD cell lines (n=3). (B) Cells were transiently transfected with
pNFkBluc vector. The day after, the luciferase activity was measured. Results were
normalized with control cells (ratio of luciferase activity in each cell line versus mean

luciferase activity of control cells (n=4).

SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS:

Figure S1: Characterization of dystrophin expression in human immortalized
myoblasts. 30 pg of total protein extracts from undifferentiated Wild Type (W1 & W4) and
DMD (D1 to D4) cell line were separated by SDS-PAGE. Analysis of Dystrophin expression
was performed by immunoblotting thanks to the use of Mandral antibody. Actin is used as a
loading control. As a positive control, 10 pg of total protein extracts of 8 days differentiated

W4 cell line (D8, W4) were submitted to the same protocol (n=2).

Figure S2: Foldases and HSPB1 holdase expression are not modulated in human
immortalized DMD myoblasts. (A and B) 10 ug of total protein extracts from Wild Type (W1
& W4) and DMD (D1 to D4) cell lines were separated by SDS-PAGE. Heat Shock proteins
expression was analyzed by immunoblotting using (A) anti-HSPC2/C3, -HSPA1/A8, -
DNAJB1 and -Actin antibodies;  (B) anti-HspB1 and -Actin. Histograms indicate
HSPC2/C3/Actin, HSPA1/A8/Actin, DNAJB1/Actin and HSPB1/Actin ratios. No statistically
significant differences were observed between control and DMD cell lines (ANOVA, n=3)

Figure S3: Cytoskeleton filaments are not altered in DMD myoblasts. Wild Type (W1 &
W4) and DMD (D1 to D4) cell lines were fixed, permeabilized and stained with antibodies
against, actin (red), a-tubulin (green) or vimentin (green). Nuclei were stained with Hoechst

(blue). Cells were analyzed with a fluorescence microscope (scale bar: 50 um) (n=3).

Figure S4: E3 Ub ligases, BAG1, BAG1-L and BAG1 expression is not modulated in
DMD myoblasts. 10 pg of total protein extracts of Wild Type and DMD cell lines were
separated by SDS-PAGE. Analysis of the expression of the E3 Ub ligases MuRF1 and
MAFbx/Atrogin and of BAG1 isoforms expression was performed using specific antibodies.
Actin is revealed as a loading control. Histograms show the ratios of the various proteins vs
Actin. No statistically significant differences could be observed (ANOVA test, n=3).
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Figure S5: FOXO3A, ATGIL, ATG7, ATG5/12, BECN1 and BCL2 levels are not
modulated in DMD myoblasts. 10 pg of total protein extracts of Wild Type and DMD cell
lines were separated by SDS-PAGE. Analysis of the expression of FOXO3a, ATGOL1, ATG7,
ATG5/12 BECN1, BCL2 and Actin was performed using specific antibodies. Actin is revealed
as a loading control. Histograms show the ratios of the various proteins vs Actin. No
statistically significant differences could be observed (ANOVA test, n=3).
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Figure 52: Foldases and HSPB1 holdase expression are not modulated in human immortalized
DMD myoblasts. (A and B) 10 ug of total protein extracts from Wild Type (W1 & W4) and DMD
(D1 to D4) cell lines were separated by SDS-PAGE. Heat Shock proteins expression was analyzed
by immunoblotting using (A) anti-HSPC2/C3, -HSPA1/A8, -DNAJB1 and -Actin antibodies; (B)
anti-HspB1 and -Actin. Histograms indicate HSPC2/C3/Actin, HSPA1/A8/Actin, DNA]B1/Actin
and HSPB1/Actin ratios. No statistically significant differences were observed between control

and DMD cell lines (ANOVA, n=3)
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MATERIEL & METHODES







> Lignées cellulaires et entretien

Les lignées utilisées durant ma thése nous ont été gracieusement fournies par Bénédicte
CHAZAUD. Des myoblastes ont été isolés a partir de biopsies musculaires de donneurs sains
ou de patients atteints de Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD), puis immortalisés par
transduction virale de plasmides permettant la surexpression de la télomérase et de CDK4
(Mamchaoui et al., 2011). Différents clones ont ensuite été isolés, cultivés dans différents
milieux de prolifération et placés en incubation a 37°C, en atmosphere 5% de CO, :

- Milieu 1 : Milieu composé¢ de DMEM et de M199 (selon un ratio 4 : 1; Invitrogen),
complémenté par 20% de sérum de veau feetal (SVF ; Invitrogen), 0,2% de déxaméthasone
(D4902, Sigma), et 1ug/mL de puromycine (marqueur de sélection ; p8833, Sigma).

- Milieu 2 : 50% Milieu 1 + 50% milieu commercial « ready to use » (C-23060 ; Promocell).

6 lignées ont été utilisées dans cette étude : W1 et W4, deux lignées issues de donneurs sains ;

D1, D2, et D3 présentant un codon STOP dans I’exon 41 du geéne de la dystrophine
(C5760>T ; GIn1920X) et D4 présentant une délétion de 1’exon 44 du geéne de la dystrophine.

Donneurs sains
W4 10,1
D1 Codon STOP dans
D2 11,8 I’exon 41 du gene de
Patients DMD
D3 la dystrophine
D4 12,3 Délétion de I'exon 44

> Anticorps, plasmides et réactifs

L’E64D (E3132), le Triton X100 et le Hoechst (33258) ont été¢ obtenus chez Sigma ; la
Pepstatine A provient de chez Merck-Millipore (516481). Le produit de transfection JetPrime
provient de chez Polyplus (114-75). Le réactif SteadyGlo® Luciferase vient de chez

Promega.

185




Anticorps Espéce Référence Fournisseur
BAG3 ) ABC277
P65 Lapin (polyclonal 06-418 Millipore
Actine MAB1501
HSPB8/HSP22 H00026353
HSP40 Souris (monoclonal) SPA-450
HSP70 ADI-SPA-822F Enzo Lifesciences
HSPB5/aBcry ADI-SPA-222F
HSP90 Rat (monoclonal) ADI-SPA-835F
LC3B L7543 Sigma
ATGI16L1 AB47946
Beclinl Lapin (polyclonal) AB51031
HDAC6 AB133493
X : Abcam
Pericentrine AB4448
ATG3 AB56409
vCP Souris (monoclonal) ABI11433
Multiubiquitine D071-3 MBL
Tubuline a acétylée MABTS868 Sigma
HSPB1/HSP27 Chevre (polyclonal) sc-1190
Dystrophine/MANDRA 1 sc-73592
BCL-2 sc-509
Atrogin Souris (monoclonal) sc-166806 Santacruz
MuRF1 sc-398608
BAGI1 sc-33704
ATG7 sc-2630
NBRI1 16-004-1-AP PTG Lab
FS}{(C;;A Lapin (polyclonal) 522(7) . ‘
PI3K III 3811 Cell Signaling
Tubuline o 2144
Vimentine MO0725 DAKO
p62 Souris (monoclonal) 610832 BD Sciences
MHC (MF20) M4470 R&D Systems
C(}}il\lf Cheévre 1;8:22 ig Biorad
DAG Ane sc-2020 Santacruz
RAR Lapin AS5795 Sigma
GAM 488 . A11001
GAM 568 Souris A11031 .
ThermoFischer
GAR 488 Lapin A11034
GAR 568 A11011




Le plasmide pNFxBluc provient de chez Clontech ; le plasmide pGL3-promoter, ainsi que le
kit Proteasome-Glo Cell-Based Assay (G1180) proviennent de chez Promega. La BSA (pour
Bovine Serum Albumine) vient de chez Euromedex.

Le révélateur ECL Clarity Substrate (1705060) provient de chez Biorad ; Le révélateur
Western Lightning ECL plus (NEL120001E1) a été obtenu chez Perkin Elmer. Le réactif de

Bradford provient de chez Biorad.

> Test de prolifération

Les lignées ont été ensemencées 2 une densité de 5x10* cellules/boite 35mm @, dans les
différents milieux cités précédemment. Les cellules ont été trypsinées puis comptées sur

cellule de Malassez de facon quotidienne durant 4 a 5 jours.

> Test de différenciation

Des boites 35mm @ ont été recouvertes d’un mélange Matrigel (1/100°™; 356231,
Dutscher)/milieu Promocell pur (sans additif) et placées 30min a 37°C. Les myoblastes ont
été ensemencés a une densité de 1,5)(105 cellules/boite 35mm @ dans du milieu de
prolifération. Le jour suivant, les boites ont été rincées avec du PBS 1X préalablement
chauffé, et du milieu de différenciation (milieu Promocell pur, complémenté avec 2% de
sérum de cheval ; Invitrogen) a été ajouté. Le milieu a été remplacé tous les 2 jours. Apres 8,
12 ou 15 jours de différenciation, les cellules ont été fixées au méthanol froid (10min a
température ambiante), perméabilisées et saturées (PBS 2% BSA, 1h sous agitation), et un
immunomarquage de la MHC (pour Myosin Heavy Chain) a été réalisé (anticorps
primaire anti-MHC, 1h a température ambiante en chambre humide; anticorps

secondaire GAM 488, 1h a température ambiante en chambre humide obscure).

> Transfections

24 heures avant leur transfection, des myoblastes immortalisés ont été ensemencés a une
densité de 10° cellules/boite 100mm @ ou 5,8)(105 cellules/boite 60mm @. Les cellules ont
ensuite été transfectées de fagon transitoire avec différents plasmides (pNFxBluc ou pGL3-

promoter), grace au réactif de transfection JetPrime, selon le protocole du fournisseur.



> Western Blot

Les myoblastes ont été ensemencés a une densité de 20 000 cellules/boite 100mm @. Le jour
suivant, les cellules ont été grattées dans du PBS 1X froid, centrifugées, et les culots ont été
repris dans différents volumes de PBS 1X. Un dosage protéique a été réalisé par la méthode
de Bradford, et 10ug de protéines ont été séparés par électrophorése SDS-PAGE sur gel
d’acrylamide/bisacrylamide (10, 12,5 ou 16% ; Euromedex) ou Tris-Acétate (gradient 3-
15%), dans du tampon Tris-Glycine 1X 0,1% SDS (Biosolve) ou Tris-Acétate. Les protéines
ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose Protran (Perkin Elmer), et
incubées avec des anticorps primaires puis secondaires. La révélation a été faite par grace a
des kits d’¢lectrochimioluminescence (Biorad & Perkin Elmer). Les Western Blot ont ensuite

été quantifiés grace au logiciel ImageLab 4.0.

> Filter Trap Assay

La présence de différentes protéines (p62, multiubiquitine, HSPB5, HSPB8, BAG3) dans les
agrégats protéiques a été test€ée par la technique du Filter Trap : Des myoblastes ont été
ensemencés a une densité de 5x10° cellules/boite 60mm @. Le jour suivant, les cellules ont
été grattées dans du tampon FTA (150mM NaCl, 5S0mM DTT, 10mM Tris-HCl pH 8)
complémenté avec 2% SDS. Les échantillons ont ét€ homogénéisés par passages répétés (au
moins 3 fois) a travers une aiguille de 25 Gauge. 5 ug d’extraits protéiques ont ensuite été
dilués (dilutions 1, Y2, 4 et 1/8), portés a €bullition durant Smin, et déposés dans les puits
d’un appareil a Slot Blot, sur membrane d’acétate de cellulose de 0,22um, préalablement
lavée avec du tampon FTA, 0,1% SDS. Des anticorps dirigés contre les protéines d’intérét

ont ensuite été utilisés pour réaliser un immunoblotting.

» Test luciférase de reconformation (Nivon et al., 2009)

Les cellules ont été transfectées transitoirement avec 10ug de plasmide pGL3-promoter.
L’activité luciférase a ét€ quantifiée 48 heures post-transfection, en utilisant le kit Steady-
Glo® Luciferase, en conditions basales ou apres un traitement par choc thermique (30min a
43°C), suivi ou non d’une période de récupération a 37°C (30min, 1h, 2h ou 4h). La
luminescence a été quantifiée grace au luminometre Victor3 (Perkin Elmer), et rapportée a

lug de protéines.



» Test NFxB-luciférase

Les myoblastes ont été transfectés transitoirement avec 6ug de plasmide pNF«kBluc. 24h plus
tard, les cellules ont été soumises a un choc thermique (1h30 a 43°C). L’activité luciférase en
conditions basales ou apres un stress thermique a été quantifiée le lendemain, en utilisant le
kit Steady—Glo® Luciferase, selon les instructions du fournisseur. La luminescence a été

quantifiée grace au luminometre Victor3 et rapportée a 1ug de protéines.

» Immunofluorescence

Les myoblastes ont été ensemencés sur lamelles en verre ou en polymere (u-Slide ibiTreat,
Ibidi). Les cellules ont ensuite été fixées durant 10min au méthanol froid, perméabilisées et
saturées (1h sous agitation dans du PBS 2% BSA, 0.2% Triton X100), puis hybridées avec
différents anticorps primaires (p62, multiubiquitine, vimentine, desmine, actine & MHC) et
secondaires (Goat anti-mouse/anti-rabbit Alexa Fluor 488; goat anti-mouse/anti-rabbit Alexa
Fluor 568), ou transfectées avec un plasmide GFP-LC3. Les noyaux ont ét€ marqués avec du
Hoechst (1/2000). Les observations ont été réalisées sur le microscope a épifluorescence Z1
Axio Imager, au grossissement x10 ou x100. La digitalisation des images a été faite avec le

logiciel Metavue et leurs ajustements avec ImagelJ.

» Proximity Ligation Assay (PLA)

Les myoblastes ont été ensemencés a 10° cellules/boite 35mm @ sur lamelles de verre (12mm
@). Apres fixation et perméabilisation, les cellules ont été mises en contact avec des anticorps
primaires dirigés contre BAG3 et HSPBS, selon le méme protocole que pour les
immunofluorescences. La formation des complexes a été mise en évidence grace a
I’utilisation d’anticorps secondaires spécifiquement congus pour le PLA, ainsi que d’un
réactif orange également présent dans le kit Duolink (Sigma-Aldrich). Les observations ont
été réalisées au microscope confocal Zeiss LSM800. La digitalisation des images a été faite

avec le logiciel ZEN, et leurs ajustements, ainsi que le comptage des complexes avec ImagelJ.

> Mesure de ’activité du protéasome

Les cellules ont été ensemencées dans une plaque 96 puits, 4 une densité de 10" cellules/puits.
Le lendemain, un traitement a base d’inhibiteurs du protéasome (MG132 10uM ; lactacystine

10uM) de 2 heures leur a été appliqué. L’activité enzymatique du protéasome a ensuite été



mesurée grace a 'utilisation du kit Proteasome-Glo Cell-Based, d’aprés les instructions du
fournisseur. La luminescence a été quantifiée par un luminomeétre Victor3, puis normalisée

par rapport aux lignées WT.

> Analyses statistiques

Les données ont été analysées grace a 1’utilisation de tests statistiques de type ANOVA ou de
type STUDENT. La présence d’astérisques indique la significativité des différences
observées (* : p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001).
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