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Résumé

Introduction

Les myopathies congénitales sont des maladies neuromusculaires trés séveres avec une
prévalence de 1/25 000. Les symptomes sont différents pour tous les patients car il existe
différentes classes de myopathies congénitales, distinguées selon les défauts morphologiques
identifiés sur biopsies musculaires et selon le géne causant la maladie. Le diagnostic est donc
¢tabli sur la base d’études cliniques, histologiques et génétiques. L’identification du géne muté
est trés important pour une meilleure prise en charge du patient, un conseil génétique et de
nouvelles perspectives thérapeutiques; mais également pour 1’étude de nouveaux mécanismes
pathologiques. Malheureusement, environ la moitié¢ des patients n’ont pas encore de diagnostic

génétique, ce qui suggere de nouveau genes impliqués dans les myopathies.

Le but de mon projet de thése était d’identifier de nouveaux geénes impliqués dans les

myopathies congénitales et de valider I’impact des mutations trouvées.

La stratégie utilisée est I’analyse de données de séquencage d’exomes de patients déja exclus
pour les génes connus grace a un « pipeline » bio-informatique validé dans le laboratoire. Apres
I’identification d’un géne candidat, I’impact des mutations est étudié de maniere in vitro dans

des cellules de patients ou des cellules musculaires transfectées avec un ADNc muté.

Résultats

I. Validation fonctionnelle des mutations trouvées dans le géne CACNAILS

Le premier géne que j’ai étudié est le gene CACNA LS. Ce geéne code pour la sous-unité majeure

du récepteur de la dihydropyridine (DHPR) et est essentiel pour le couplage excitation-

contraction, grace a son interaction avec le récepteur de la ryanodine (RYR1).
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Grace au « pipeline » bio-informatique développé au laboratoire, nous avons identifi¢ dans
notre cohorte un patient hétérozygote composite qui porte une mutation avec décalage du cadre
de lecture et une mutation non-sens. Ceci était trés intéressant car il existe un modele spontané
de souris porteur d’une mutation avec décalage du cadre de lecture et la mutation homozygote
cause une létalit¢é embryonnaire. De plus, dans les bases de données d’exomes publics, il
n’existe qu’une seule mutation tronquante présente sous forme homozygote a la fin du dernier

exon, possiblement sans impact sur la protéine.

A la recherche d’autres familles porteuses de mutations dans CACNA 1S, nous avons identifié
une deuxiéme famille récessive porteuse de deux mutations avec décalage du cadre de lecture
mais également, deux familles de ségrégation dominante et de novo, porteuse chacune d’une
mutation faux-sens affectant le méme acide aminé. L’observation de deux ségrégations
différentes était assez surprenante pour ce potentiel nouveau gene de myopathie. Des mutations
dans CACNA 1S avaient en fait été déja reportées dans d’autres maladies musculaires mais avec
une ségrégation exclusivement dominante. Durant mon projet de thése, nous avons également
collaboré avec d’autres équipes qui avaient également identifi¢ des mutations dans CACNAIS,

ce qui faisait un total de 7 familles (4 récessives et 3 dominantes).

La comparaison des données cliniques et histologiques obtenues en collaboration avec 1’équipe
de Dr Norma Romero (Institut de Myologie a Paris) et les cliniciens des familles a montré une
homogeénéité entre les quatre familles, indifféremment de la ségrégation des mutations dans le
gene CACNAILS. Tous les patients avaient une faiblesse musculaire modérée, avec faiblesse
faciale et 1égere difficulté a la déglutition. Au niveau morphologique, les biopsies des patients
montrent des caractéristiques non spécifiques a une seule classe de myopathie congénitale.
Nous pouvons en effet observer des noyaux centraux et des structures ressemblant a des
« core », mas également un aspect « alvéolaire » du réseau intermyofibrillaire observée par

coloration NADH-TR.

La protéine CACNAIS ¢étant une protéine présente au niveau des triades, une structure
particulierement importante dans le muscle, nous avons observé la structure des triades sur des

coupes de muscles de patients en histologie et en microscopie électronique et nous voyons
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effectivement des défauts au niveau de la triade. Le réticulum sarcoplasmique (RS) et le tubule
transverse est dilaté mais nous pouvons toujours voire les « pieds » de RYR1 entre le RS et

tubule transverse avec un espacement qui semble normal.

La partie majeure de mon projet était de valider I’impact des mutations sur la protéine. Pour
cela, nous avions prévu de tester plusieurs outils en parallele : des myotubes provenant de
cellules primaires de souris transfectées par ’ADNc muté, des myotubes immortalisées de
souris ou d’homme transfectés par I’ADNc muté, des cellules non musculaires transfectées par
I’ADNc muté ou bien également des myotubes de patients. Au final, le meilleur modele pour
¢tudier I’effet des mutations était les cellules de patients. Malheureusement, nous n’avons pu
avoir acces a seulement une seule lignée primaire de myoblastes de patient : le patient porteur
de deux mutations avec décalage du cadre de lecture. Cette lignée de cellules nous a permis de
faire plusieurs tests fonctionnels. J’ai pu observer que I’ARN est toujours présent mais qu’il n’y
a pas de signal détectable de la protéine par western blot ni par immunofluorescence avec un
anticorps ciblant la partie N-terminale de la protéine. Ce résultat a pu étre comparé avec un
western-blot sur des extraits protéiques de muscles de patients dominants et récessifs ou nous
avons pu observer une grande diminution du niveau protéique chez tous les patients mutés dans
CACNAIS. Dans les cellules, nous pouvons observer une localisation normale des protéines
RYRI, BINI et Dysferlin par rapport a des myotubes contrdles, ce qui suggeére qu’il n’y a pas

d’altération des structures de la triade au stade étudié.

Comme CACNAIS est essentiel pour le couplage excitation-contraction qui mene au relargage
de calcium présent dans le RS vers le cytosol, I’étape suivante du projet a été d’étudier I’impact
des mutations sur ’homéostasie calcique. Pour cela, nous avons collaboré avec I’équipe de Dr
Susan Treves (University of Basel) pour effectuer des mesures de calcium dans les myotubes
du patient avec mutations récessives de notre cohorte et les myotubes d’un patient avec une
mutation dominante provenant d’un autre collaborateur. Les résultats ont montré qu’au repos,
les niveaux de calcium cytosolique et sarcoplasmique sont similaires entre les cellules des
patients et les cellules controles. Cependant, apres activation de CACNA1S induite par un ajout

de KCl dans le milieu, le niveau maximal de calcium relargué par le RS est diminué par rapport
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aux cellules contrdles. Ces résultats montrent un défaut du couplage d’excitation-contraction

dans les cellules de patients portant des mutations dans CACNAIS.

11. Validation fonctionnelle de variants trouvés dans le géne PYROXD1

Ledeuxiéme gene que j’ai ¢étudi¢ était PYROXDI (pyridine nucleotide-disulphide
oxidoreductase domain 1). L’analyse génétique d’une famille consanguine d’origine turque
avait été effectuée avant mon arrivée dans le laboratoire. Le meilleure gene candidat était
PYROXD1, avec une mutation faux-sens homozygote. Grace a une collaboration internationale,
nous avons trouvé quatre autres familles portant des mutations dans ce géne avec une
ségrégation récessive pour tous. Les cinqg mutations différentes comportent des faux-sens, des

décalages du cadre de lecture ou bien des mutations détruisant le site d’épissage canonique.

Toujours en collaboration, nous avons établi la comparaison clinique et histologique entre tous
les patients. Il s’agit de patient agés de 7 a 31 ans présentant une faiblesse musculaire proximale
et distale, une faiblesse faciale et un symptome de voix nasale. L’étude morphologique montre
une histologie spécifique ne ressemblant a aucune autre myopathie, avec des noyaux

internalisés et/ou groupés, une désorganisation sarcomérique et des agrégats myofibrillaires.

Pour la partie génétique, nous nous séquencé le géne PYROXD] a partir de I’ADN de plusieurs
familles qui avaient un phénotype similaire afin de trouver de nouvelles mutations. Deux
familles portaient chacune une mutation déja découverte dans les autres familles dans
PYROXDI. Cependant, les parents porteurs hétérozygotes n’étant pas atteints et le fait que dans
les autres familles la maladie est récessive suggerait soit une deuxiéme mutation intronique ou
une grande délétion chez les patients, ou alors des patients porteurs sains. Dans un des deux
patients, nous avons pu avoir acceés a du muscle et donc de I’ARN. En étudiant I’ARN par PCR
et séquencage, j’ai pu observer sur gel que I’ARN n’est pas dégradé mais que la mutation était
a I’état homozygote, ce qui suggérait une dégradation du deuxiéme allele. Nous avons réussi a
séquencer environ 80 % des introns a la recherche de mutations intronique causant la

dégradation du deuxieéme alléle mais nous n’en avons pas détecté. La cause de la dégradation
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peut étre une grande délétion dans le géne ou une mutation dans une partie des introns que nous

n’avons pas encore réussi a séquencer.

Pour valider I’'impact du faux sens homozygote trouvé dans la famille de notre cohorte, j’ai
cloné I’ADNc sauvage de PYROXDI1 dans plusieurs vecteurs et introduis la mutation dans la
construction. J’ai transfecté les plasmides sauvages et mutés dans différents types cellulaires
afin de 1) déterminer la localisation de la protéine sauvage et 2) étudier I’impact de la mutation
sur la localisation. J’ai également pu obtenir des myoblastes de patients pour 1’étude
fonctionnelle. La plus grande difficulté¢ pour 1’étude des mutations de ce géne a été de trouver
un bon anticorps. En effet, le géne n’étant pas connu, aucun anticorps n’avait déja été
caractérisé. J’ai pu tester avec différentes techniques des anticorps commerciaux mais j’ai
¢galement fait produire un anticorps grace a la plateforme d’anticorps de I'IGBMC que j’ai

caractérisé par la suite et utilisé pour étudier I’impact de la mutation.

Au niveau de la localisation et du niveau protéique, nous n’avons observé aucun changement
entre les protéines mutées et sauvages, ce qui suggérait que les mutations pouvaient avoir un

impact sur la fonction de la protéine.

La fonction de la protéine n’était pas connue car aucune étude n’avait encore été faite sur
PYROXDI1. Les domaines protéiques reconnus sur la séquence protéique comprennent un
domaine d’oxidoreduction. Pour comprendre si PYROXDI1 pourrait avoir ce type de fonction,
nous avons commencé une collaboration avec 1’équipe de Dr Sylvie Friant (Université de
Strasbourg) pour avoir un modéle animal de levure. La stratégie était d’introduire 1’ADNc
humain de PYROXD1 dans des levures mutées pour la réductase Glrl, et d’étudier si la
complémentation avait lieu. Nous avons pu observer une complémentation ce qui suggere que
PYROXDI a une activité de réductase, et nous avons pu observer que les mutations testées

impactaient cette activité dans la levure.

Conclusion

Durant mon travail de thése, j’ai participé a :
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- L’¢tude fonctionnelle des mutations identifiées dans le nouveau gene de myopathie
PYROXD] et la recherche de nouvelles mutations dans notre cohorte de patients atteints
de myopathie congénitale.

- L’identification de mutations dans le nouveau géne de myopathie CACNAIS.

- L’¢tude fonctionnelle des mutations du géne CACNAIS qui montre que les mutations
induisent une réduction du niveau protéique et, pour les 2 mutations testées, il y a un
défaut du couplage excitation-contraction dont le mécanisme exact est encore a

caractériser.
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Abréviations

Ca®" : calcium

CCD : Central core disease

CEC : Couplage excitation-contraction

CNM : Centronuclear myopathy

DHPR : Dihydropyridine receptor

FAD : Flavine adénine dinucléotide

GTm : Gomori trichrome modifi¢

HE : Hématoxyline €osine

NADH :Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogéné
PCR : Polymerase chain reaction

PYROXDI : pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase domain 1
RS : Réticulum sarcoplasmique

RYRI1 : Ryanonide receptor type 1

SDH : Succinyl-CoQ déshydrogénase

SNG : séquengage de nouvelle génération
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Figure 1. Structure simplifiée du muscle squelettique. a) Organisation du muscle en réseau de
fibres (cellules) musculaires. b) Chaque fibre musculaire est composée de multiples myofibrilles.
Entre les myofibrilles se trouvent le cytoplasme, des mitochondries. Autour de chaque myofibrille
se trouve un réseau de réticulum sarcoplasmique organisé, qui s’organise avec une invagination du
sarcolemme (membrane plasmique) afin de former la structure de la triade. c¢) Observation au
microscope ¢électronique d’une coupe longitudinale de muscle, ou 1’on peut observer 1’alignement
des myofibrilles composées de filaments fins et épais du sarcomere.
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INTRODUCTION

I. Fonction du muscle

I.1. Contraction musculaire : le sarcomere

I.1.a Organisation du muscle squelettique

Dans le muscle squelettique, les cellules musculaires sont grandes, allongées et
multinuclées. Les cellules sont appelées « fibres » et les noyaux sont localisés en périphérie tout
au long de la cellule et prennent une forme allongée dans le sens de la fibre (Figure 1a). Ces
cellules ont la particularité de ne pas se diviser, et en cas de ésion et destruction de la cellule,
elle est remplacée par la prolifération de cellules souches musculaires. La cellule est entourée
d’'une membrane plasmique appelée sarcolemme. La cellule est composée de multiples
myofibrilles dans le cytoplasme, ou se trouvent ¢galement des mitochondries (Figure 1b).
Chaque myofibrille est entourée par le réticulum sarcoplasmique (RS), organisé en réseau
longitudinal le long du sarcomeére dont I’extrémité, la citerne terminale est dilatée au niveau de
la ligne Z. Le RS est le réservoir intracellulaire de calcium (Ca?"). Chaque réseau de RS se
retrouve symétriquement en face d’un autre réseau séparé par une invagination transversale du
sarcolemme appelée tubule transversal (Tubule T) au niveau de la jonction entre les stries A et
I (Figure 1b). En microscopie électronique sur une coupe longitudinale, les myofibrilles
forment un alignement de bandes sombres (stries A) qui correspondent aux filaments épais du
sarcomere et de bandes blanches (stries 1) qui correspondent aux filaments fins du sarcomere
(Figure 1c¢). Ce qui est observé est la structure répétée du sarcomeére, délimitée par les lignes

Z, plus petite unité de contraction dans le muscle.

I.1.b Le sarcomeére

Les filaments fins sont composés principalement d’actine, auquel s’ajoute des protéines

accessoires comme la tropomyosine ou la troponine. Les filaments sont attachés deux par deux
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via I’alpha-actinine au niveau de la ligne Z. La nébuline s’étend le long des filaments fins pour
assurer la structure.

Les filaments épais sont composés de myosine. Chaque molécule de myosine est
composée de 2 chaines lourdes qui s’enroulent pour former une hélice avec a leur extrémité la

«téte de myosine » et 2 chaines légeéres. Différents isoformes de myosine peuvent étre
exprimés au cours du développement ou selon le type de muscle. La myomésine et 1’obscurine
fixent la myosine au niveau de ligne M. La titine fixe les filaments épais a la ligne Z (Figure
2).

D’autres protéines structurales sont trés importantes : la dystrophine qui relie les
myofilaments a un complexe glycoprotéique a la membrane plasmique, les complexes des
dystroglycanes et sarcoglycanes et la laminine qui fait le lien avec les éléments de la matrice
extracellulaire.

Lors de la contraction, les myofilaments d’actine glissent entre les filaments de myosine.
Ce mouvement est commandé¢ par les tétes des molécules de myosine qui se lient puis se
détachent de la molécule d’actine. Le déplacement est capable grace a la fixation et ’hydrolyse
de molécules d’ATP sur la myosine. La régulation de la contraction musculaire se fait a
plusieurs niveaux. La tropomyosine masque le site de la liaison actine-myosine. La libération
de ce site est induite par le Ca®". Cet influx cytosolique de Ca*" se fait aprés un influx nerveux

dans une structure particuliere du muscle, appelée triade.

I.2. Contraction musculaire : la jonction triadique

I.2.a Organisation et biogénése de la triade

La triade est une structure trés spécialisée et I’organisation de sa structure est essentielle
pour la contraction musculaire. Elle est constituée des citernes terminales du RS (contenant le
Ca®") et d’un tubule T (Figure 1b ; Figure3a-b). Le RS est une forme spécialisée du réticulum
endoplasmique et se compose d’un réseau de tubules longitudinaux de diamétre variable qui se
regroupent en un unique compartiment plus ¢élargie appelé citerne terminale au niveau de la
jonction entre les stries A et I. La biogénése du RS a été étudié dans différents modeéles. On

peut observer le début de la formation sous la forme de cluster de protéines de la triades (RyR1,
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Figure 3. Représentation schématique simplifiée de la jonction triadique du muscle
squelettique.

a) Représentation schématique d’une triade : Un Tubule-T central et deux citernes terminales
de réticulum sarcoplasmique (RS) de part et d’autre. b) Observation des triades (Td) en
microscopie €lectronique. c) Représentation schématique des protéines majeures de la triade.

PDF Creator Trial



triadine, DHPR) sous forme longitudinale puis transversale (Rossi et al., 2008; Schiaffino and
Margreth, 1969; Takekura et al., 2001). La biogénese des tubules T est complexe et fait
intervenir plusieurs mécanismes, dont la tubulation des membranes par Caveolin 3,
Amphiphysin 2 et Mitsugumin 29 (Ishikawa, 1968; Komazaki et al., 2001; Lee et al., 2002). La

triade est la structure ou a lieu le mécanisme de couplage excitation-contraction (CEC).

1.2.b Le couplage excitation-contraction (CEC)

Le couplage excitation-contraction (CEC) est le processus qui lie I’excitation électrique

de la membrane (dépolarisation) a la contraction musculaire. Plus spécifiquement, la
dépolarisation de la membrane du tubule T induit un relargage du Ca®" stocké dans le RS.
Les acteurs majeurs du CEC sont le récepteur a la dihydropyridine (DHPR) et le récepteur a la
ryanodine (RYR1) mais le CEC est fonctionnel grace a une multitude de protéines (Figure 3c¢).
Le potentiel de membrane est senti par les résidus chargés des domaines transmembranaires du
canal DHPR situé sur le tubule T qui active le canal RYR1 au niveau du RS qui va libérer le
Ca?" vers le cytosol (Schneider et Chandler 1973 ; Chandler et al, 1976). Dans le muscle
squelettique, c’est un changement de conformation du DHPR qui active RYR1. Le Ca*"
relargué va activer différentes voies physiologiques dans le muscle, dont la contraction
musculaire au niveau du sarcomeére

Aprés libération du Ca®" du RS vers le cytosol, une pompe calcique ATPase (SERCA)

permet ’entrée du Ca®" vers le RS pour remplir & nouveau les stocks de Ca?" du RS.

I.2.c Le canal calcique voltage-dépendant DHPR

Il existe 4 types de canaux calciques dépendant du voltage (L, T, N, P). Les canaux de
type L sont aussi appelés récepteur a la dihydropyridine (DHPR), sont ubiquitaires et ont deux
fonctions. IIs ont la fonction de canal calcique de type L mais également de senseur de voltage.
Les canaux de types L ont des propriété électrophysiologiques spécifiques avec un seuil
d’activation de -40mV et un courant compris entre -30mV et -10mV. L’activation est rapide et

I’inactivation lente.
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Figure 4. Organisation du DHPR dans le muscle squelettique. a) Organisation
de CACNAIS en 4 domaines similaires composés de 6 segments
transmembranaires. La boucle I-1I est connue pour interagir avec la sous-unité beta
de DHPR, la boucle II-III est nécessaire pour le couplage excitation-contraction.
L’exon 29 n’est pas présent dans le transcrit embryonnaire. b) Organisation des 5
sous-unités de DHPR. c¢) Organisation du DHPR en tétrades et orientés en face de
RYRI1 de maniére alternative.
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Le DHPR est un complexe moléculaire de 450 kDa composé de 5 sous-unités :
alphal (176 kDa), alpha2 (147 kDa), delta (24 kDa), beta (56 kDa), gamma (34 kDa). Chaque
sous-unité est présente une fois dans le complexe.

DHPR est localisé sur la membrane du tubule T, et certains de ses domaines font donc
face a ’extérieur de la cellule tandis que d’autres domaines se trouvent dans le cytosol de la
cellule.

L’analyse de la structure primaire de la protéine alphal montre la présence de 24
segments transmembranaires, séparés en 4 domaines répétés (Tanabe et al., 1987) (Figure 4a).
Chaque domaine (I a IV) contient 6 segments appelés segments S1 a S6. Alphal a également
une grande partie C-terminale du co6té cytosolique. L analyse des autres sous-unités montre que
la protéine delta n’a qu’un seul segment transmembranaire qui lui permet d’ancrer alpha2 au
niveau de la membrane, du c6té extracellulaire (Brickley et al., 1995; Gurnett et al., 1996). Le
peptide beta serait hydrophilique et localisée du c6té cytosolique tandis que gamma contient 4
segments transmembranaires (Figure 4b).

Alpha2 et delta sont codés par le méme gene. Les 2 sous-unités sont reliées par un pont
disulfure, sont orientés vers la partie extracellulaire et interagirait avec le domaine I1I de Alphal
(Jay et al., 1991; Dolphin, 2013; Gurnett et al., 1997). Leur rdle, seul sans interaction avec
d’autres sous-unités de DHPR, est difficile a déterminer. Cependant, selon différentes études,
ils auraient un role dans le niveau d’expression de Alphal, dans le trafic membranaire et dans
I’amplitude du courant (Felix et al., 1997; Suh-Kim et al., 1996).

La sous unité beta est présente dans le cytoplasme et a un rdle essentiel dans les
propriétés de senseur de voltage et de trafic intracellulaire de alphal (Cheng et al., 2005;
Schredelseker et al., 2009; Sheridan et al., 2003). Plusieurs études ont montré une interaction
entre beta et alpha 1 grace a un domaine de alphal appelé AID (alpha 1-interaction domain)
entre les domaines I et II. La sous unité beta pourrait également interagir avec RYRI
(Karunasekara et al., 2012).

Basé sur I’analyse de la structure 3D de DHPR, la sous unit¢ gamma semble interagir
avec le segment transmembranaire S4 du domaine 4 de CACNALIS ainsi que la boucle III-IV

suggérant un role de gamma dans les propriétés de canal de CACNAI1S (Wu et al, 2016).
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Alphal, appelé CACNALS ou Cavl.l1, est la sous unité principale de DHPR, avec ses
deux rdles de senseur de voltage et de canal calcique (Buraei and Yang, 2010; Catterall, 2011).
La sous-unité¢ Alphal est codé par différents génes et I’expression de chacun est spécifique
selon les tissus. Dans le muscle squelettique, la sous-unité Alphal est codé par le geéne
CACNAIS et est exprimé lors du développement embryonnaire et a 1’age adulte. Cependant, le
transcrit majoritaire de CACNAIS n’est pas le méme durant de le développement et chez
I’adulte (Flucher and Tuluc, 2011). Le transcrit fétal ne contient pas I’exon 29 et est exprimé

trés faiblement chez I’adulte.
L’¢tude des structures de CACNAIS et DHPR a commencée par des expériences de « freeze-
fracture » des membranes du tubule T. Cela a montré une organisation en tétrades (4 DHPR)

de maniere a se trouver alternativement en face de RYRI, laissant un RYR1 sur 2 libre (Block

et al., 1988; Franzini-Armstrong, 1984; Leung et al., 1988) (Figure 4c).
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Figure 5. Structure 3D de DHPR. a) Vision globale de la structure de DHPR. b) Vision
du pore ionique de CACNAIS formé par les segments S5, S6 et les boucles S5-S6 de tous
les domaines (a gauche) et observation de certains acides aminés importants pour la
structure du pore (a droite). ¢) Vision d’un pore « senseur de voltage » formé par les
segments S1 a S4. d) A gauche, structure 3D de CACNAI1S vu du haut. A droite, schéma
simplifié des pores de DHPR : 4 pores « senseurs de voltage » et 1 pore ionique central.
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La structure 3D de DHPR a été étudiée depuis la fin des années 1980 mais le complexe
est tres difficile a purifier et rend donc I’étude de la structure plus difficile, bloquée a 20
angstrom. Récemment, la structure a été déterminée de maniére plus précise grace a la technique
de « cryo-EM » et & une optimisation du protocole de purification jusqu’a 4.2 angstrom (Figure
5a) (Hu et al, 2015 ; Wu et al, 2015 ; Wu et al, 2016).
Les segments S5 et S6 de CACNALS sont trés importants pour I’ouverture et la fermeture du
pore aux ions calciques (Figure 5b). Le pore central est formé par les segments S5 et S6 et les
boucles entre les segments 5 et 6 de chaque domaine. Ce pore est stabilisé par des interactions
disulphides et contient des résidus chargés négativement afin de permettre une premiere entrée
du Ca** vers le vestibule de sélectivité. Le filtre de sélectivité contient 4 glutamate et permet la
sélectivité des ions. Sous le vestibule se trouve la cavité hydrophobique qui est formée par la
derniére partie des 4 segments S6 et cette cavité empéche le passage des ions vers le cytosol.

Le domaine senseur de voltage est composé des segments 1 a 4, le S4 étant le segment
comportant les charges positives (Figure 5c¢). Il y a donc 4 domaines senseur de voltage et un
pore ionique (Figure 5d). Les structures qui n’ont pas pu étre déterminés sont 40 résidus dans
la boucle I-II, 100 résidus dans la boucle II-III et la partie C-terminale apres le résidu 1515.

Cela suggere que ces domaines sont variables.

Des mutations dans le genes CACNAIS ont été identifiées dans deux maladies
musculaires. L hyperthermie maligne (HM) est une maladie pharmacogénique car elle est
causée au contact de différents anesthésiants de type halothane, le relaxant musculaire
dépolarisant succinylcholine et plus rarement I’HM peut €tre causée par la pratique d’un sport
de haute intensité (Denborough et al, 1962 ; Maclennan et al, 1992). Les symptomes sont des
contractures non controlées, une rigidité musculaire, de I’hyperthermie, de I’hyperkaliémie, des
arythmies cardiaques et peut étre fatal si la crise n’est pas traitée immeédiatement. Trois
mutations faux-sens hétérozygotes de CACNAILS induisent la maladie et le mécanisme
pathologique est un relargage excessif de Ca®" du RS vers le cytosol, ce qui conduit entre autres,
a un exces de contraction (Figure 6) (Carpenter et al., 2009; Monnier et al., 1997). Le seul
traitement disponible est 1’injection de dantrolene (un inhibiteur du relargage calcique) qui

stoppe les crises.
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Figure 6 : Représentation schématique de la localisation des mutations pathogéniques de
CACNAIS.

Yan et al, 2015

Figure 7. Le récepteur a la ryanodine (RYR1). Visualisation de la structure 3D de la protéine.
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La paralysie périodique hypokaliémique (PPH) est caractérisée par des €épisodes de
faiblesse musculaire sévere pouvant durer entre quelques heures et quelques jours. Ces épisodes
sont associés a un niveau réduit de potassium sérique. Les épisodes peuvent commencer a
I’enfance et sont déclenchés par de I’exercice ou une période de stress ou de maladie. La prise
de potassium ou d’acetazolamide permet chez certains patients de prolonger la durée entre deux
crises. Il a été décrit que certains patients développent une myopathie vacuolaire a 1’age adulte.
Les mutations de CACNAIS identifiées sont des faux-sens hétérozygotes dans les domaines
senseur de voltage (Figure 6) (Matthews et al., 2009). Les études fonctionnelles sont peu
nombreuses et pointent vers une hypothése « perte de fonction » avec une perte de détection du
voltage qui conduit a une réduction du relargage de calcium par RYRI1. Cette maladie est

¢galement causée par des mutations dans le géne SCN4A4 qui code pour un canal sodique.

I.2.d Le canal calcique RYR1

Le récepteur a la ryanodine est un canal calcique codé par le gene RYRI et est
majoritairement exprimé dans le muscle. D’autres geénes expriment ces canaux dans les autres
tissus (RYR2 dans le coeur, RYR3 dans les cellules nerveuses). RYRI1 est une trés grosse
protéine formée en homo-tétramere de quatre sous-unités identiques (560 kDa chacune) et est
localisée sur la membrane du RS (Figure 7). Sa partie C-terminale forme le pore tandis que la
partie N-terminale forme une structure cytosolosique entre le RS et le tubule T qui est appelé
les « pieds » de RYRI1 ; observables en microscopie €lectronique. RYR1 est un canal calcique,
qui permet la libération du Ca** du RS vers le cytosol. Son ouverture est activée par DHPR, qui
subit un changement structural lors de la dépolarisation de la membrane (Schneider and
Chandler, 1973). Certaines études montrent une interaction directe entre les deux protéines et
d’autres études montrent plutot une interaction indirecte (el-Hayek et al., 1995a; El-Hayek and
Ikemoto, 1998; el-Hayek et al., 1995b; Morrissette et al., 1995; Proenza et al., 2000). D’autres
molécules peuvent induire I’ouverture de RYR1 et la libération de calcium comme la ryanodine,
la caféine ou le 4-chloro-m-cresol.

La déficience en Ryrl dans la souris conduit a une Iétalité embryonnaire, ce qui montre
le role essentiel de RYR1 durant le développement du muscle (Takekura et al., 1995; Takeshima

et al., 1994). L’utilisation de cellules musculaires déficientes en RYRI (dyspédiques) a permis
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I’observation que les « pieds » de RYR1 n’étaient plus visibles au niveau des triades et que le
couplage excitation-contraction n’est plus fonctionnel (Takekura et al., 1995).

Des mutations dans RYR/ sont identifiées dans plusieurs maladies musculaires. Des
mutations dominantes conduisent a une hyperthermie maligne, également causée par des
mutations de CACNAIS (symptdmes décrits dans la partie précédente). Des mutations
dominantes et récessives causent des myopathies congénitales, de type centronucléaire ou

a « cores » (décrites dans une prochaine partie).

1.2.e La triadine

La triadine est une protéine transmembranaire pouvant étre localisée tout au long du RS
mais est trouvée plus spécifiquement prés du RYRI1. Elle est composée d’une partie
transmembranaire et d’une longue partie C-terminale cytosolique. Certaines ¢tudes montrent
une interaction entre la triadine et RYR1 ou CACNALS afin de stabiliser la structure de la triade
(Caswell et al., 1991). La triadine est également importante pour la régulation du niveau de
calcium dans le RS grace a son interaction avec Calsequestrin, qui lui permet un ancrage pres
de RYRI1. Le pré-ARNm du geéne Triadin subit un épissage alternatif qui conduit a 4 différents
isoformes appelés Trisk 95, Trisk 51, Trisk 49 et Trisk 32. Trisk 51 et Trisk 95 sont les protéines
majoritaires dans le muscle squelettique tandis que Trisk 32 est surtout exprimé dans le muscle
cardiaque. Les phénotypes d’une souris déficiente en triadine sont une cardiomyopathie et une
faiblesse musculaire. De plus, I’étude des biopsies musculaires de la souris montre des défauts
typiques d’une myopathie avec défaut des triades. Des mutations dans ce géne ont été identifiés

dans une maladie cardiaque impliquant un défaut du CEC.

1.2.f Calsequestrin

Deux isoformes de Calsequestrin (Casq) existent et sont codé par deux gene Casql et
Casq? (Fliegel et al., 1987; Scott et al., 1988). Casql est majoritairement exprimé dans le
muscle squelettique et Casq2 dans le muscle cardiaque. Casql est localisée dans le RS et plus
précisément pres de RYRI1 grace a une interaction avec Triadin et Junctine, qui sont localisées

dans la membrane. Son réle est de fixer des molécules de Ca®" libres, afin de regrouper le Ca>"

26

PDF Creator Trial



prés de la jonction triadique. Lors de ’activation de RYRI, les molécules de Ca** se détachent
de Casq pour étre libéré par RYRI.

La souris déficiente pour Casql est viable et sa caractérisation montre des défauts
musculaires de type vacuoles et défauts des triades. De plus, la mesure de Ca®>" montre une
libération réduite de Ca>" par RYRI, ce qui montre I’importance de Casq dans la régulation de
I’homéostasie calcique (Paolini et al., 2007).

Des mutations ont été identifiées dans des patients atteints de myopathies vacuolaires.

1.2.g STAC3

STAC3 a un rdle important pour le couplage excitation-contraction et pour le trafic
intracellulaire de CACNALS, avec qui il interagit (Campiglio and Flucher, 2017; Nelson et al.,
2013; Polster et al., 2015). La déficience en Stac3 chez la souris est 1étale a la naissance ce qui
montre un role important de STAC3 dans le développement du muscle (Reinholt et al., 2013).
Une mutation faux-sens homozygote a été identifi¢ dans la myopathie amérindienne, qui est
caractérisée par une faiblesse musculaire non progressive, une arthrogrypose, faiblesse faciale,
scoliose et faiblesse oculaire (Horstick et al., 2013; Stamm et al., 2008a; Stamm et al., 2008b).
Les biopsies ne montrent pas quelque chose de spécifique mais des noyaux internalisés sont
observables. Les patients sont susceptibles a 1’hyperthermie maligne, ce qui montre un lien
entre CACNA1S-RYRI-STAC3 dans le mécanisme pathologique de cette maladie. Les études
fonctionnelles de la mutation localisée dans le domaine SH3 de STAC3 montrent une réduction

du CEC et du trafic membranaire de CACNA1S (Polster et al., 2016).

I.2.h Les autres protéines de la triade

La junctine est une petite protéine transmembranaire avec une partie C-terminale
localisée dans le RS. Elle est localisée pres de RYR ou elle interagit avec RYR1 et Casql pour
la régulation de la structure et de la libération de Ca2+ (Dulhunty et al., 2009; Wei et al., 2009;
Zhang et al., 1997).
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Tableau 1. Les myopathies congénitales et les génes associés.
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Les myopathies congénitales sont des maladies musculaires rares apparaissant des la naissance
ou la petite enfance, et plus rarement a 1’age adulte. Les symptomes peuvent inclure une
faiblesse musculaire dés la naissance ou I’enfance, avec une faiblesse faciale. Les myopathies
congénitales sont des maladies génétiques. Il existe une grande hétérogénéité au sein des
myopathies congénitales car des mutations dans un méme gene peuvent causer différentes
myopathies ainsi qu’une myopathie peut étre causée par des mutations dans des genes
différents. On distingue généralement trois grands groupes de myopathies congénitales selon le
type d’anomalies de structure retrouvées lors de I’étude de la biopsie musculaire et un quatriéme
groupe moins classique regroupant plusieurs sous-groupes de myopathies congénitales :
-Les myopathies a « cores »
-Les myopathies a noyaux centraux
-Les myopathies a agrégats protéique ou inclusion
-Les autres myopathies congénitales

Les ¢études histologiques et génétiques montrent que les frontiéres entres les trois

groupes sont plus floues que préalablement pensé (Tableau 1).

I1.1 Les myopathies a « cores »

Les myopathies a « cores » sont caractérisées par la présence de zones anormales
appelées cores a I’intérieur de la fibre musculaire. Ces zones correspondent a 1’absence
d’activité oxydative (absence de mitochondries) et sont détectables par deux colorations
histologiques permettant la détection de ces activités, le plus souvent par les colorations SDH
ou NADH (Dubowitz and Pearse, 1960). La taille et la localisation de ces cores permettent de
distinguer deux sous-groupes : les myopathies a cores centraux (CCD) qui présentent des cores
centraux ou latéraux tout au long de la fibre et les myopathies avec multi-minicores qui
présentent des cores plus petits et disséminés (Figure 8). En pratique, il peut étre difficile de
distinguer les deux types de « cores » sur les coupes d’histologie. Les myopathies a cores les
plus séveéres peuvent également présenter en histologie des batonnets (Hernandez-Lain et al.,
2011; Zvaritch et al., 2009).

Les geénes principalement associés a cette myopathie sont RYRI, SEPNI, MEGF10),
MYH7, ACTAI, CCDCY7S8.
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La myopathie CCD associ¢ées a des mutations de RYRI présente des caractéristiques
histologiques particulier, avec des cores au milieu de la fibre. Les symptomes incluent une
hypotonie néonatale, une faiblesse musculaire généralisée et une faiblesse faciale et les patients
sont susceptibles a I’hyperthermie maligne (Robinson et al., 2002; Shuaib et al., 1987). La
majorité des mutations sont dominantes (faux-sens ou défaut d’épissage) mais une ségrégation
récessive a ¢galement ¢ét¢ décrite dans certains cas (Romero et al., 2003). Les mutations sont
surtout retrouvées dans la partie C-terminale qui forme le pore calcique de la protéine. Les
¢tudes fonctionnelles mettent en évidence deux hypothéses : un canal RYR1 ouvert au repos
qui laisse sortir du Ca2+ du RS (gain de fonction) et d’autres mutations semblent altérer le
couplage avec DHPR (perte de fonction) (Avila and Dirksen, 2001; Avila et al., 2001; Dirksen
and Avila, 2002; Kraeva et al., 2013). Ces deux hypothéses conduisent a une altération du CEC.
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Figure 8. Signes « classiques» des différentes myopathies congénitales observés en
histologie. Ces images représentent des exemples. Cependant, si la présence d’anomalies n’est
pas nombreuse, ou que la biopsie présente plusieurs signes, les conclusions sont plus difficiles
a faire. NADH = Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogéné ; HE= hématoxyline éosine ;

GTm = Gomori trichrome modifié
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I1.2 Les myopathies a noyaux centralisés

Les myopathies a noyaux centralisés (CNM) sont caractérisées par la localisation et une
forme anormale des noyaux au centre de la fibre, sans qu’il y ait de preuves de
dégénération/régénération de la fibre (Figure 8). Les symptomes et la sévérité de la maladie est

trés variable selon le géne impliqué.

Les geénes principalement associés sont MTMI, BINI, DNM2, RYRI, TTN, SPEG,
MTMR14. Les différentes CNM peuvent étre classifiées selon le géne affecté et la transmission

génétique.

Les mutations de MTM1 sont liées au chromosome X et est la forme la plus sévere de la
maladie et les patients affectés présent une hypotonie néonatale et une faiblesse musculaire
généralisée tres sévere, des difficultés respiratoires qui peuvent étre fatales (McEntagart et al.,
2002). Plus de 280 mutations (tronquantes et faux-sens) dans le géne MTM1 ont été identifiées.
MTM]1 code pour la myoptubularin, une phosphatase importante pour le remodelage des
membranes. Les mécanismes pathologiques incluent une réduction de la quantité de la protéine
ou une altération de son site catalytique qui conduit a une dérégulation du métabolisme des
phosphoinositides et a une désorganisation de la triade (Dowling et al., 2009). La déficience de
MTM]I conduit également a un CEC réduit et a une diminution de la quantité des protéines
RYR1 et CACNAIS (Al-Qusairi et al., 2009).

Les mutations de BINI peuvent étre transmises de fagon récessive et dominante. Les
symptomes incluent une faiblesse musculaire proximal (plus sévere dans les cas récesifs), une
faiblesse faciale et parfois des défauts respiratoires. La maladie début a I’enfance dans les cas
récessifs et chez I’adulte dans les cas dominants (Bohm et al., 2013b; Bohm et al., 2010; Claeys
et al., 2010; Nicot et al., 2007). Les caractéristiques histologiques sont des noyaux centralisés,
une atrophie, une prédominance de fibre de type I (Romero, 2010). BINI code pour
I’amphiphysin-2, une protéine importante pour le remodelage et la courbature des membranes.
L’impact des mutations dépend de la localisation des variants et peuvent altérer la localisation

de ’amphiphysin-2, la tubulation des membranes et le recrutement de son partenaire dynamin-
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2. Ces défauts conduisent a une altération de la structure des triades (Nicot et al., 2007;
Toussaint et al., 2011).

Les mutations de DNM?2 sont impliquées dans une myopathie dominante caractérisée
par une faiblesse musculaire progressive avec des défauts extraoculaires dans certains cas.
L’age d’apparition de la maladie est variable, de la naissance a 1’age adulte et la sévérité est
¢galement variable. Les caractéristiques histologiques sont des noyaux centralisés, une
prédominance de fibres de type I, une inégalité de taille de fibres et distribution anormale du
sarcoplasme autour du noyau (« en rayon de roue »). DNM?2 code pour la dynamin-2, une
GTPase impliquée dans la fission des membranes. Les mutations faux-sens identifiées dans
DNM2 cause une augmentation de 1’activité GTPase conduisant a des défauts de tubulation des
membranes, a des défauts de la structure de la triade et a un CEC réduit (Bitoun et al., 2005;
Bohm et al., 2012; Cowling et al., 2011; Gibbs et al., 2014; Wang et al., 2010).

Des mutations récessives de RYRI conduisent a une myopathie centronucléaire. Les
symptomes sont une faiblesse musculaire axiale progressive et parfois des défauts
extraoculaires (Bevilacqua et al., 2011; Jungbluth et al., 2007; Wilmshurst et al., 2010). Les
mutations récessives conduisent a une diminution du niveau protéique de RYRI associé a une

diminution de niveau protéique de son partenaire CACNA1S (Zhou et al., 2013).

I1.3 Les myopathies a agrégats ou inclusion protéique (myopathies a
némaline)

Les myopathies a agrégats ou inclusion (appelées aussi myopathies a némaline) sont
caractérisées par la présence d’accumulation anormales de protéines et présentent plusieurs
sous-groupes. Les symptomes sont variables mas incluent une faiblesse musculaire proximal,
une insuffisance respiratoire, une faiblesse faciale et la sévérité de la maladie est variable avec
des cas néonatals trés séveres et cas moins séveres retrouvés chez ’adulte (Ryan et al., 2001).

Les myopathies a batonnets présentent des agrégats protéiques ressemblant a des
batonnets, dans le sarcoplasme ou méme dans les noyaux et les myopathies avec cap sont
caractérisées par la présence de structure en forme de capuchons localisées a la périphérie des
fibres (Figure 8). Les génes mutés associés a ce groupe sont ACTAI, NEB, TPM3, TPM?2,
TNNTI, CLF2, KBTBD13, MYOI18B, LMOD3, KLH40 et KLH41.
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Beaucoup de génes sont impliqués dans ce type de myopathie et les conclusions liés a
ces ¢tudes est que cette myopathie est due a des défauts des protéines sarcomériques ou dans le

développement des myofibrilles.

I1.4 Les autres myopathies congénitales

D’autres myopathies sont ¢galement classées dans les myopathies congénitales mais
n’ont pas été class€s dans un des groupes discutés préalablement et sont plus rares (Tableau
1).

Les myopathies a agrégats tubulaires (TAM) sont dues a des mutations dominantes dans
les genes ORAII et STIM1 et le mécanisme pathologique est un exceés d’influx calcique de
I’extérieur des cellules vers le cytosol par le canal calcique ORAIl (Bohm et al., 2017; Bohm
et al.,, 2013a). Ces myopathies conduisent a un défaut de I’homéostasie calcique par un
mécanisme différent de 1’exceés de calcium observé dans les myopathies causées par des

mutations de RYR1, pour lesquels 1’exces de calcium dans le cytosol provient du RS.

III. La balance redox dans le muscle

Des mutations dans plusieurs geénes impliqués dans la balance redox ont été identifiés comme
cause de maladies musculaires, dont des myopathies. Cela montre I’importance de cette balance

dans le bon fonctionnement du muscle.

III.1 Le stress oxydatif et la balance redox

Les espéces réactives de I"’oxygene (ERO) comprennent des radicaux libres de type
anion superoxyde (O2"), le radical hydroxyle (HO") et des espéces non radicalaires comme le
peroxyde d’hydrogeéne (H20) et leur formation est un processus normal physiologique (Droge,
2002). Ces ERO sont produites en permanence mais leur formation augmente jusqu’a 100 fois
durant les contractions musculaires (Barbieri and Sestili, 2012). Les ERO sont produits
majoritairement au niveau des mitochondries mais les réactions peuvent également avoir lieu

dans le cytosol et prés des membranes plasmique, du RS ou du tubule T (Balaban et al., 2005;
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Powers and Jackson, 2008). La production de ces ERO est important pour la cellule car elles
participent a des voies de signalisation essentielle de type MAP kinase ou NF-kB (Gomez-
Cabrera et al., 2008).

Le stress oxydatif est un processus qui se met en place quand la balance redox est
dérégulée et qu’il y a un excés d’ERO dans la cellule (Barouki, 2006). En effet, la surproduction
d’ERO est toxique pour la cellule car cela peut entrainer une oxydation des protéines, lipides et
ADN (Cadet et al., 1999). Pour prévenir ce stress oxydatif, plusieurs enzymes (superoxydes
dismutases, catalases, peroxydases) dans la cellule vont permettre de dégrader ces ERO en

exces et de réguler la balance redox.

I11.2 Les pathologies musculaires associant un défaut de la balance redox

Certaines études montrent que le vieillissement est accompagné par un stress oxydatif
et conduit a des défauts musculaires importants (Barouki, 2006; Canton et al., 2014; Gianni et
al., 2004; Lawler, 2011; Terrill et al., 2013; Williams and Allen, 2007). Les défauts musculaires
incluent des défauts membranaires et une atrophie lors du vieillissement.

Parmi les pathologies musculaires, le stress oxydatif a un role important dans la
dégénération des cellules musculaires dans les dystrophies musculaires (Canton et al., 2014;
Lawler, 2011; Terrill et al., 2013; Williams and Allen, 2007). Le stress oxydatif est également
impliqué dans les myopathies congénitales associées a RYRI et SEPNI (Arbogast et al., 2009;
Dowling et al., 2012; Giulivi et al., 2011; Jurynec et al., 2008). L hypothése principale proposée
est un exces de calcium dans le cytosol qui induit la production d’ERO par les mitochondries
mais des expériences fonctionnelles sont a faire afin de caractériser les mécanismes liant les
défauts de RYRI et le stress oxydatif. Des approches thérapeutiques utilisant I’antioxidant N-
acetylcysteine (NAC) améliorent nettement les défauts histologiques du muscle dans le

poisson-zebre ryr-1 (Dowling et al., 2012).

IV. Diagnostic moléculaire des myopathies congénitales

IV.1 Génétique des maladies rares
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Une maladie rare touche moins d’une personne sur 2000. Il existe plus de 6000 maladies

rares, dont 200 maladies neuromusculaires, et la majorité ont une origine génétique.

Le génome humain entier a été¢ déterminé en 2001 apreés 12 ans et couté plusieurs
milliards de dollars dans le cadre du projet « Human Genome Project » (Lander et al., 2001;
Venter et al.,, 2001). Le génome humain est composé de 22 paires de chromosomes
autosomiques et 2 chromosomes sexuels (XX ou XY) et compos¢ de 3 milliards de paires de

bases, dont environ 23 000 genes, présents sur moins de 3% du génome.

Lors du diagnostic moléculaire d’un patient, cette séquence est utilisée comme génome
de référence (GRCh37/hgl9). Durant ma these, je vais appeler « variant » chaque différence
observée entre la séquence d’un patient et cette séquence de référence. Je parle de « mutation »
lorsque le variant en question a ¢été validé comme étant « pathogénique ». Un polymorphisme

est un variant qui est présent dans plus de 1% de la population.

Dans les myopathies congénitales, nous retrouvons majoritairement une transmission
des mutations de mani¢re mendélienne. Un seul géne est transmis de manic€re autosomique
dominant, autosomique récessif ou lié¢ a un chromosome sexuel. La mutation peut également
apparaitre dans les gamétes ce qui conduit @ une mutation « de novo », qui n’est pas présente
chez les parents. Il peut également y avoir des mutations mosaiques, qui ont eu lieu lors du
développement embryonnaire et conduisent a la présence de la mutation seulement dans

certaines cellules de 1’individu.

IV.2 Méthodes classiques de recherches de mutations

La méthode classique de recherche de mutations est une recherche « géne par géne ».
Celle-ci se base sur les données cliniques et histologiques et selon les classes de myopathies
afin d’avoir une liste de génes candidats a tester. Les génes en question sont amplifiés par PCR
a partir d’ADN du patient et séquencé par la technique de Sanger. Le plus gros challenge est le
fait que la génétique de ces maladies est trés hétérogene, ce qui rend difficile un choix restreint

de genes. De plus, plusieurs des génes déja connus comme 77N, NEB ou RYRI sont des génes
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trés grands et ne sont pas toujours totalement séquencé a cause de leur taille et de la difficulté
a séquencer certaines régions répétées. Cependant, lorsqu’aucun géne candidat n’a de mutation

chez les patients étudiés, il est nécessaire de chercher d’autres génes.

Différents techniques peuvent étre utilisées afin de déterminer la localisation
chromosomique des genes impliqués dans la mutation lorsque 1’on a ’ADN de plusieurs
personnes de la famille

Les analyses de liaisons permettent de localiser les régions chromosomiques qui sont
transmis entre plusieurs individus de liés. La stratégie utilisée est basée sur la co-ségrégation
de certains marqueurs polymorphiques avec le gene impliqué dans la maladie (présents dans
des régions chromosomiques proches). Les marqueurs utilisés peuvent étre des microsatellites
(séquences de 2 a 10 bases répétées) car ils sont présents tout le long du génome dans les introns
et exons (Dib et al., 1996; Wheeler et al., 2008). La comparaison des différents marqueurs entre
les individus permet de définir une ou plusieurs régions qui ségrége entre les individus. Cette
technique est utile dans les familles ou I’on connait le mode de ségrégation.

La cartographie par homozygotie fonctionne sur le méme principe que 1’analyse de
liaison. Cette méthode est utile dans les familles consanguines dans lesquelles ont suspecte une
mutation homozygote. Cela permet de définir les régions du génome qui sont homozygotes et
présents chez tous les individus atteints. Ces régions contiennent le gene impliqué dans la

maladie.

Les analyses de variations du nombre de copies dans I’ADN peuvent se faire grace a la
technique de puce d’hybridation génomique comparative. Les ADN du patient et un ADN
controle sont marqués par différents fluorochromes et hybridés sur des puces qui contiennent
des fragments génomiques cibles. La fluorescence est détectée et analysée afin d’identifier des

délétion ou duplications dans le génome.

Ces différentes techniques permettent d’identifier une région d’intérét dans une famille
comprenant plusieurs affectés. Cependant, chaque région peut étre assez grande selon la
technique utilisée et comprendre plusieurs dizaine ou centaines de génes. Chaque geéne d’intérét

doit ensuite étre séquencé par la méthode Sanger pour identifier une mutation. C’est un travail
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qui peut donc demander beaucoup de temps et d’argent. De plus, pour des cas sporadiques, la
ségrégation n’est pas connue donc la comparaison entre plusieurs individus de la méme famille
n’est pas possible. Dans ces cas-1a d’autres techniques sont a envisager, comme le séquengage

de nouvelle génération qui est en plein essor.

IV.3 Séquencage de nouvelle génération

IV.3.a Introduction au séquencage

. Les méthodes classiques de recherche de geénes peuvent prendre beaucoup de temps et
d’argent. Il est nécessaire de chercher de nouvelles techniques. En 2008, le premier génome
entier d’un individu a été obtenue grace au séquencgage de nouvelle génération (SNG)(Wheeler
et al., 2008). Depuis, les techniques ont évolué et le séquencage a haut débit permet de
séquencer un génome entier de plus en plus rapidement et de moins en moins cher. Le
séquencage a haut débit peut étre utilis¢ de différentes manieres. Pour la recherche de nouveaux
genes, le génome entier ou seulement les exons peuvent étre séquencés. Dans les cas du
séquencage d’exons, il y a une étape supplémentaire d’enrichissement des s€quences exoniques.
Le SNG peut également étre utilisé¢ pour séquencer I’ARN, utile pour la recherche de différents

transcrits chez un patient par exemple.

38

PDF Creator Trial



SANGER: NGS

A > " =
w > a T C " CF A
8 6" gt SF%T 7 g Ta
= e rEatve
o ¢® coa; G P 0 - £® 1A,C,G,T
8 ? Cn P i r Cg %9 Mop [T T—
3l ¢ ®e A %0 k2 ¢ to? cgrt A,C,0,T
3 ¢’ 22 G %o 12 '
- e C A;’C C € -;-c c
! r o r C %
+ +
wl TACGATCGACTA
q TACGATCGACTA k?éf}ii:g;?g
s ATATACCCGTAG
w
i | fsingle template) {millions of templates)
HEGIEEEE BY8GX M ancea o
ATGCTAGE
EXTEND TACGATCGACTA ARRANGE
IEEXAEER : daperent
AFasIAg @)
ATGCTA -
ATGCTAG - EXTEND
ATGCT CER :
RH’{{ | S Blae [
ATGC
ATGE /
higs e |
A DETECT »
ARRANGE l i . _
e it e
RESTORE
R i
peETECT

D’apres Muzzey et al 2015

Figure 9. Différentes étapes entre le séquencage par la technique
de Sanger et par un séquenceur de nouvelle génération
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La stratégie du séquengage de ’ADN dans la technique de Sanger et dans le SNG est
I’ajout de bases modifiés marqués avec un fluorochrome lors de 1’amplification ; 4 couleurs
différents pour chacune des 4 bases A, T, G ou C.

Pour la technique de Sanger, 1’ajout de cette base modifiée stoppe 1I’amplification et
conduit a un brin d’ADN d’une longueur unique et marqué selon la derni¢re base incorporée.
Les brins sont ensuite séparés par électrophorése et I’analyse des signaux fluorescents selon la
taille du brin nous indique la séquence. La longueur d’un brin amplifié par Sanger est de 500 a
1000 bases.

Pour la technique de SNG, les bases modifiées permettent I’élongation en continue. Les
brins d’ADN sont attachés sur un support et a chaque base incorporée, la fluorescence est
mesurée. Chaque brun amplifié est appelé un « read », et mesure en général moins de 100-250

bases.

La stratégie de séquengage est similaire entre les deux techniques méme si les étapes ne
sont pas faites dans le méme ordre (Figure 9). De plus, ’amplification de milliers de brins se

fait en méme temps et la réaction de SNG peut conduire a plus de 250 millions de « reads ».

IV.3.b Différentes étapes de ’analyse des données de SNG

Il y a différentes étapes entre la réaction de séquengage et 1I’analyse des données.

Les signaux fluorescents détectés par le séquenceur sont les données brutes qui vont étre
transformés en séquences. Ensuite, chaque « read » est aligné au génome humain de référence
grace a un logiciel d’alignement (dans notre cas, Burrows-Wheeler). Le nombre de « reads »
alignés a un endroit précis est appelé profondeur de lecture ou couverture. Ensuite, un logiciel
spécifique est utilisé pour détecter toutes les variations que ce soit des SNP, délétions ou

insertions par rapport au génome de référence (dans notre cas, SAMtools) (Figure 10).
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Figure 10. Schéma de I’alignement de reads obtenus par SNG. L’alignement des
reads sur le génome de référence se fait grace a un logiciel bio-informatique, La
profondeur de lecture est le nombre de reads alignés a une position donnée. Des
logiciels recherchent ensuite les différences par rapport a la s€quence de référence :
les variations d’un seul nucléotide, et les petites délétions ou duplication,

POPULATION DESCRIPTION GENOMES EXOMES  TOTAL
AFR African/African American 4,368 7,652 12,020
AMR Admixed Amearican 419 16,791 17,210
ALl Ashkenazi Jewish 151 4,925 5,076

EAS East Asian 811 B,624 8,435

FIM Finnish 1,747 11,150 12,897
MFE Non-Finnish European 7,505 55,860 63,369
SAS South Asian 0 15,391 15,391
OTH Other (population not assigned) 491 2,743 3,234

Total 15,496 123,136 128,632

Tableau 2. Origine ethnique des personnes dont les données d’exomes ou de génomes sont
disponibles dans la bases de données gnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org/).
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A partir de ces données, il est possible d’annoter et filtrer les variants. Différents outils
bio-informatique peuvent étre utilisés. Par exemple, dans mon cas, un des outils bio-
informatiques utilisés s’appelle Varank et a été développé a Strasbourg (Geoffroy et al., 2015).
Il utilise les fichiers contenant les variants bruts obtenus aprés séquencage ; et permet
I’annotation rapide des variant en utilisant différents logiciels d’annotation et prédiction
(comme Alamut, qui regroupe les résultats de plusieurs sites de prédiction). L’annotation est
trés variée et permet d’annoter chaque variant avec I’impact du au niveau protéique et cDNA,
la fréquence dans la population générale, I’impact sur 1’épissage, I’implication du géne muté
dans une autre maladie. L’outil permet également la détection de faux positif grace a 1’analyse

des données de séquencage (profondeur de lecture, couverture, détection du variant).

IV.4 Séquencage a haut débit pour le diagnostic et la recherche

Il y a deux moyens d’utiliser le SNG. La premiere maniére est un SNG non spécifique
ou I’on va séquencer « tous » les exomes ou « tout » le génome d’un individu dans le cadre de
la recherche de variants. Il est important de noter qu’il restera des régions non séquencées. En
effet, certaines parties du génome ne se séquencent pas trés bien a cause d’une forte
concentration en bases G ou C (souvent les premiers exons d’un génes) ou a des séquences tres
riches des répétitions. L’autre manicre est de faire du SNG « ciblé », pouvant étre appliqué au
diagnostic. Pour une maladie donnée, on peut choisir au préalable plusieurs genes impliqués et

enrichir la préparation de ces geénes-la.

Grace au développement de ces méthodes de séquencage il est estimé qu’environ 1
million de personne ont leur génome ou exome séquencé mais seulement une partie est en libre
acces. En effet, il existe des bases de données de séquencage de la population. La plus grande
librairie est gnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org/). Il comprend les données d’exomes de
123 136 personnes et les données de génome de 15 496 personnes. Cette base de données peut
étre trés utile afin de connaitre la fréquence d’un variant étudié, notamment lorsqu’on suspecte

une ségrégation dominante. Les origines ethniques de ces données sont assez variées (Tableau
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2) mais ne comprennent pas toutes les populations donc il faut étre prudent lors de 1’analyse de

patients ayant une origine non présente dans gnomAD.

Résultats

I. Contexte de mon projet de recherche

1.1 Bases génétiques des myopathies congénitales

Comme introduit précédemment, le groupe des myopathies congénitales est trés hétérogene sur
plan génétique et histologique. Le diagnostic se fait en premier lieu par I’étude des données
cliniques et histologiques permettant de déterminer la classe de myopathie puis par s€équengage
des genes connus de myopathie pour identifier le géne impliqué dans la maladie. Les genes
connus dans les myopathies congénitales sont variés et comprennent par exemple pour les
CNM, les genes MTM1, BINI, DNM2, TTN, RYRI, CCDC78, SPEG et pour les CCD, les génes
RYRI, SEPNI, ACTAI, MYH7, MEGF10.

1.2 Question biologique : Identification de nouveaux génes de myopathies

Le diagnostic moléculaire est essentiel pour les patients afin de leur permettre une bonne prise
en charge, un conseil génétique et un acces a des thérapies existantes ou en développement.
Cependant, pres de la moitié des patients n’a toujours pas de diagnostic moléculaire et cela
suggere I’implication d’autres genes de myopathies. Le but de ce projet était donc d’identifier

de nouveaux genes de myopathies.

Ce projet présente des enjeux médicaux et sociétaux pour les patients et leur famille mais
¢galement des enjeux scientifiques dans la compréhension des mécanismes pathologiques de

ces maladies et de nouvelles voies impliquées dans la physiologie du muscle en général.
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Annotations Explication Exemple de variant
variantlD Coordonnées génomique du variant 1 201012489 A -
score Score VaRank 105
gene Nom du géne selon NCBI CACNA1S
calcium channel, voltage-
name Nom de la protéine dependent, L type, alpha 1S
subunit
comment Geéne connu ou candidat known
varType Type de variation (délétion, intertion, substitution) deletion
codingEffect Effet du variant sur la protéine Frameshift
varLocation Localisation du variant (exon ou intron) exon
exon Numéro d’exon 40
pNomen Variant au niveau protéique p-Ala165Argfs*67
rsID Identifiant du variant si prfésent dans les bases de NA
données
rsMAF La fréquence du variant dans rs 0.0000
evsIVIAF La fréquence du variant dans evs 0.0000
siftPred Effet prédit du variant selon le logiciel sift NA
PPH2Pred Effet prédit du variant selon le logiciel Polyphen2
. . R Hypokalemic periodic paralysis,
omim Présence du géne dans OMIM type 1, 170400 (3); {Malignant
Rang comme candidat pour les myopathies congénitales
gk ’ {Netpu et al, 20\;4? ’ 42
skeletal Expression dans le muscle squelettique 53
max Expression maximale dans tous les tissus 53
specificity Spécificité du tissu muscle squeletique 100
nonsensePerkKb Proportion de mutations tronquantes par Kb 0.18
homCount Nombre de porteur homozygote dans notre cohorte 0
hetCount Nombre de porteur hétérozygote dans notre cohorte 3
0000000000000000000000000
0000000000000000000000000
0000000000000000000000000
0000000000000000010000000
. 0000000001000001000000000
barcode Porlﬂiurs du varle,m‘t dans no’Fre i:ohorte (0 = non porteur; 0000000000000000000000000
= porteur hétérozygote; 2 = porteur homozygote) 0000000000000000000000000
0000000000000000000000000
0000000000000000000000000
0000000000000000000000000
0000000000000
coverage Couverture du variant 82
readWithVar Nombre de read muté 49
%readsVar Proportion de read muté (%) 60

Tableau 3 : Exemple de tableau d’analyse avec annotations des variants avec le logiciel
VaRank (Geoffroy et al, 2014)
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1.3 Myocapture : un consortium francais

Afin d’identifier des nouveaux geénes de myopathies, le projet frangais « Myocapture » a été
mis en place par I’équipe de Jocelyn Laporte et par plusieurs équipes de recherche frangaises
en collaboration avec le centre national de génotypage (CNG). Chaque équipe est experte dans
un type de myopathie (notre équipe : myopathies congénitales) et nous travaillons avec les
cliniciens et des experts en histopathologie des myopathies. L’ objectif était de séquencer 1000

exomes de patients atteints de différents types de myopathies et de leurs apparentés sains.

1.4 Séquencage haut-débit et traitement des données

Le séquencage a été effectué au CNG par une technique d’enrichissement des exons en utilisant
la librairie d’Agilent « SureSelect Human all Exon S0Mb capture library v5 » et le séquencage
a ¢té effectué par le s€quenceur Illumina HiSeq2500. Les données brutes (fichiers « fastq ») ont
ensuite été analysée et alignées contre le génome de référence GRCh37/hgl9 (fichiers « bam »)
et I’extraction des variants a été faite par le logiciel SAMtools (fichiers « vef »). A partir des
fichiers de variants « vctf », I’annotation et le filtre des variants a été fait a I’aide du logiciel
VaRank en collaboration entre notre équipe et un bioinformaticien (Geoffroy et al., 2015). Le

filtre nous permet de garder uniquement les variants :

- Qui ont une profondeur de lecture supérieure a 10 et qui représentent au moins 25 % de
la totalité des reads (1 variant pour 4 bases lues)

- Qui sont rares (fréquence < 0.5%) dans les bases de données publiques (EVS, ExAC,
gnomAD, ...) etrares (< 10 hétérozygote et < 3 homozygote) dans notre base de données
interne d’exomes (350 exomes a mon arrivée ; et maintenant 1662 exomes)

- Selon la ségrégation lorsque les exomes des parents sont disponibles : variants liés au
chromosome X, variants de novo, variants dominants, variants récessifs homozygote ou

hétérozygotes composite.

Lorsque les variants sont filtrés, il reste entre 0 et 1000 variants / patient selon la ségrégation

¢tudiée. Le classement des variants par pertinence est réalisé :
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- Selon un score attribué par VaRank (du variant prédit le plus pathogénique au moins
pathogénique) en tenant compte des données disponibles dans ClinVar, et des
prédictions d’impact sur 1’épissage et/ou sur la protéine)

- L’expression dans le muscle

- Dr’autres données telles que le pourcentage de mutation tronquante observé dans le gene
dans les bases de données des contrdles non myopathes (liste complete des annotations

dans le tableau 3).

Lors de mon arrivée dans 1’équipe, j’ai participé a I’analyse génétique d’une partie des données
d’exomes de notre cohorte « myopathies congénitales ». Pour les cas que j’ai analysés, j’ai
utilisé une stratégie « famille par famille » ; c’est-a-dire que je recherchai les meilleurs geénes

candidats dans chaque famille dont les exomes avaient été séquences.

Apres I’analyse génétique, je me suis concentrée plus particuliérement sur I’étude de deux geénes

identifiés dans deux cohortes homogenes.

La premiére cohorte homogene de 4 familles avait une caractéristique histologique commune :
un aspect « alvéolaire » des fibres, et des caractéristiques de CNM et CCD. Les génes connus
de CNM (MTM1, BINI, DNM?2) avaient été exclus et les génes connus de CCD (RYRI et
SEPNTI) ont été entierement exclus pour deux familles. Parmi les génes candidats identifiés, j’ai

identifié un gene qui était muté dans ces quatre familles.
J’ai également travaillé sur un géne qui a été identifi¢ dans une famille de notre cohorte et quatre
familles rapportées par des collaborateurs. Cette deuxiéme cohorte homogene correspondait a

un type de myopathie non définie car elle incluait des spécificités communes aux CNM, CCD

et NM. Les genes exclus incluaient ACTA1, TPM2, TPM3, RYRI, BINI.
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I1. Cohorte 1 : myopathie avec noyaux internalisés et « cores »

Publication : « Dihydropyridine receptor (DHPR, CACNAIS) congenital myopathy. »

La premiere cohorte analysée est composée de 11 patients dans 7 familles non apparentées.
Quatre familles étaient inclues dans le projet myocapture et 3 familles ont été rapportées et
analysées par différents collaborateurs. Les symptomes cliniques sont similaires entre tous les
patients et comprennent différents signes de myopathies congénitales. Les symptomes
apparaissent a la naissance ou tres tot dans I’enfance. Nous retrouvons chez tous les patients
une hypotonie néonatale, une faiblesse musculaire progressive, un défaut de déglutition, une
faiblesse faciale et pas d’atteinte cardiaque. Chez certains patients seulement, nous pouvons
observer une atteinte respiratoire (1 patient), une ophtalmoplégie (4 patients), un niveau de
créatine kinase (CPK) ¢levé (2 patients) ou des symptomes de paralysie périodique (1 patient).
Nous avons majoritairement collaboré avec 1’équipe de Dr Norma Romero (Institut de
Myologie, Paris) pour caractériser les défauts histologiques des patients de cette cohorte.
L’étude des biopsies musculaires a montré des régions de désorganisations focales, similaires
a des « cores », des noyaux internalisé€s ou centralisés, parfois un profil dystrophique et surtout
un aspect caractéristique « alvéolaire » en coloration NADH (Figure 11). L’étude des biopsies
en microscopie électronique montre une dilation du réticulum sarcoplasmique autour des
myofibrilles, ce qui suggere que cette dilation cause le profil alvéolaire observé en histologie.
Malgré ce défaut, nous pouvons observer une structure de la jonction triadique qui semble
intacte car les « pieds » de RYRI1 encore présent entre le RS et le tubule T. Ces résultats

montrent que le profil histologique est homogene et spécifique dans cette cohorte.
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Photos de Norma Romero

Figure 11. Exemple d’histologie de biopsie musculaire de la cohorte 1 (CACNAILS). A
gauche, inégalités de taille des fibres et noyaux centralisés (coloration HE). A droite, aspect
« alvéolaire » des fibres (coloration NADH).

A  Recessive cases

Family 1 Family 2
¢ 1189_1190del (p.S387P1s"3) ¢.4453C>T (p.Q1485%)
c.4967del (p.L1656Rfs*67) c.4967del (p.L1656Rfs*67)
. . L] ]
O i O i’ M- P2
° ] [ oo
- Dominant cases, De novo
Family 5 Family 6
c.2225C>A (p.PT42Q) C.2224C>T (p.P742S)

* P6
P10 =
* P9
pP7 ® « P8 e P11

Family 3
c.825C>A (p.F275L)
¢.2371delC (p.L791Cfs*37)

Family 7
c4088C>G (p.L1367V)

Family 4
c.3795G>T (p.Q1265Hfs"ST)
¢.298G>T (p.E100K)

- ®

P5
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Figure 12. Arbres généalogiques de la cohorte 1 et mutations identifiées.
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I1.1 Analyse génétique

Parmi les 4 familles présentes dans la cohorte « Myocapture » que j’ai analysé, 1 famille
montrait une ségrégation dominante (famille 5) et les 3 autres cas étaient sporadiques (seul un

enfant était atteint dans les familles 1, 2 et 6) (Figure 12).

Les deux premiers cas sont des patients sporadiques, avec parents et fratrie non atteints
donc plusieurs types de ségrégation pouvaient étre envisagés. Pour le premier cas (P2), le
séquencage n’a ¢té effectu¢ que pour le patient donc j’ai réalisé les analyses de ségrégation des
différents variants potentiellement pathologiques par séquence Sanger dans la famille. Le
nombre total de variants chez ce patient était de 459. Parmi ces variants se trouvaient 0
homozygote, 1 variant li¢ au chromosome X, 10 variants hétérozygotes composites (5 genes).
Pour le deuxieme cas (P1), j’ai pu faire une analyse « en trio » grace aux données d’exomes de
ses parents. Parmi les variants potentiellement pathologiques se trouvaient O variant
homozygote, 3 variants liés au chromosome X, 2 variants de novo, 4 variants hétérozygotes

composites (2 génes).

Le meilleur géne candidat chez ces deux familles était CACNAIS car il s’agissait d’un géne
déja connu dans d’autres pathologies musculaires (hyperthermie maligne et paralysie
périodique hypokaliémique) ; et que ce gene code pour la protéine majeure de DHPR, qui
interagit avec RYR1, impliqué dans des myopathies congénitales. Les deux variants trouvés
chez P2 sont un non-sens conduisant a un codon stop prématuré c¢.4453C>T (p.GIn1485*, exon
37) et une délétion d’un nucléotide conduisant au décalage du cadre de lecture ¢.4967del
(p.Leul656Argfs*67, exon 40). P1 est porteur de d’une délétion de 2 nucléotides conduisant au
décalage du cadre de lecture c.1189 1190del (p.Ser397Profs*3, exon 9) et une délétion d’un
nucléotide conduisant au décalage du cadre de lecture ¢.4967del (p.Leul 656Argfs*67, exon
40). Ces variants sont absents des bases de données publiques et la ségrégation est récessive,
les parents sont chacun porteur sain d’un variant. Les deux patients sont porteurs du méme
variant dans I’exon 40 mais n’ont pas la méme origine ethnique. Nous avons tout de méme
vérifié si les familles étaient apparentées et avons montré que les haplotypes pour 4 marqueurs

miscrosatellites étaient différents de part et d’autre du variant. Cela suggére que ce variant n’est
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pas un polymorphisme rare présent dans une petite population et conforte 1’idée que ce variant

est une mutation pathogénique.

CACNAIS étant un bon gene candidat par sa fonction et par la présence de variants
prédits pathogéniques dans deux familles, j’ai recherché d’autres patients potentiellement
affectés par des mutations dans ce geéne. J’ai fait une recherche « geéne par géne » dans notre
base de données de 1662 exomes afin d’obtenir la liste de tous les variants présents dans ce

gene ainsi que les individus portant ces variants.

Je n’ai pas trouvé d’autres patients présentant deux variants tronquants, mais en
revanche, j’ai observé deux patients chacun porteur d’un seul variant rare tronquant. Afin de
vérifier si ces deux patients étaient porteurs d’une deuxieéme mutation non identifiée par
I’analyse bio-informatique comme un variant non détecté par les logiciels de recherche de
variants ou une grande délétion, j’ai ré analysé les fichiers « bam ». Les exons étaient bien
couverts par le séquengage et aucun autre variant n’était présent. De plus, un patient possédait
déja un diagnostic moléculaire et le deuxiéme patient était atteint d’une myopathie avec des
caractéristiques histologiques tout a fait différents de notre cohorte. En conclusion, ces deux
patients sont probablement porteurs sains de ces variants tronquants. Je n’ai pas trouvé d’autres

patients porteurs de deux mutations tronquantes dans notre cohorte.

J’ai recherché ensuite des patients porteurs de variants rares prédits pathogéniques et j’ai
identifi¢ deux variants faux-sens hétérozygotes affectant le méme acide aminé. Le premier
variant fau-sens hétérozygote ¢.2225C>A (p.Pro742Gln, exon 16) est présent chez plusieurs
patients d’une méme famille dominante (P6 : une mere et P7, P8 : ses deux enfants).
L’analyse génétique de cette famille avait mis en évidence 25 variants autosomiques
dominants et 2 variants liés a I’X communs a tous les affectés et absent chez le pére sain.

CACNAIS est le meilleur gene candidat dans cette famille.
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Décalage du cadre de B
1.201012489_A_-  p.Leul656Argfs*67 e 40 B
1_201016743_G_A p.GIn1485* Non-sens 37 02
1_201054120_CT_- p.Ser397Profs*3 Dicalegedu cadee de g P1 — Notre cohorte
lecture
1_201041886_G_A p.Pro7425er Faux-sens 16 Pg
1_201041885_G_T p.Pro742Gin Faux-sens 16 PG, PT et P8
1_201058461_G_T p.Phe275Leu Faux-sens 6 P3etp4 ]
1.201038719_G_-  pleu 791Cysfs*37 Decalageducadrede o P3 et P4
lecture
1_201063110_C_T p.Glu100Lys T 3 os
Décalage du cadre de
1_201022587_C_A p.GIn1265Hisfs*57 lecture 30 P5
1.201020126_G_C p.Lleul367Val P 33 P10 etPil

Tableau 4 : Identification de 10 variants rares du géne CACNAILS dans une cohorte de 11
patients atteints de myopathie congénitale

Myopathie Heterozygotes (dominant)

congénitale  Hétérozygotes composites (récessif) L1367V A1656R

fs*67
F275L L791Cfs*37

E100K $397Pfs*3 Q1265Hfs*57 Q1485*

R1086H T1354S  Hyperthermie

R1086S maligne

R1086C
R528G V876E R897S  R1239H/G Paralysie périodique
R528H R900S hyperkaliémique
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Figure 13 : Représentation schématique de la localisation des variants pathogéniques de CACNAIS.
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Le deuxieme variant faux-sens hétérozygote a été identifi¢ dans un patient sporadique
P9 (les parents et fratrie non atteints). Ce variant est différent mais affecte le méme acide aminé
¢.2224C>T (p.Pro742Ser, exon 16) et a été trouvé comme de novo (absent chez les parents et
fratrie). L’analyse génétique du patient et de ses parents indiquait 4 variants sur le chromosome
X, 2 variants de novo, 16 variants hétérozygotes composites et 0 variants homozygotes.
CACNALIS était le meilleur géne candidat. La proline 742, muté dans les deux familles, est un
acide aminé important et critique pour la fonction de CACNALS. De plus, aucun variant dans
cet acide aminé n’a été rapporté dans les bases de données publiques. La présence de deux
variants différents touchant le méme acide aminé important (proline 742) dans CACNA 1S dans
deux familles différentes suggere que ces variants sont pathogéniques. J’ai cherché la présence
d’un deuxiéme variant pathogéniques dans CACNAILS chez ces 4 patients mais il n’y en avait

pas. Il s’agit donc de deux variants faux-sens prédits pathogéniques a 1’état hétérozygote.

Nous avons eu 1’opportunité de collaborer avec d’autres équipes qui avaient identifiés

des variants dans CACNAIS. Les 3 cas supplémentaires comprenaient :

- P10 et P11 porteurs d’un variant hétérozygote, dominant de novo (p.Leul367Val )

- P3 et P4, porteurs récessifs de ¢.3795G>T (p.Leu 791Cysfs*37, exon 18) et ¢.3795G>T
(p.Phe275Leu, exon 6)

- P5 porteur récessif de ¢.298G>T (p.GlulOOLys, exon 3) et ¢.3795G>T
(p.GIn1265Hisfs*57, exon 30)

Le résumé des variants identifiés se trouvent dans le tableau 4 et la figure 13.

Le géne CACNAIS est localis¢ sur le chromosome 1 au locus 1qg32.1. Il est
exclusivement exprimé dans le muscle squelettique et code pour la sous-unité¢ majeure du
complexe DHPR qui est essentielle pour le couplage excitation-contraction. La protéine
CACNALIS est formée de 4 domaines similaires contenant 6 segments transmembranaires dont
le 4° segment (S4) de chaque domaine est le domaine senseur du voltage. Des mutations faux-

sens dominantes sont impliquées dans I’hyperthermie maligne et la paralysie périodique
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hyperkaliémique et sont localisées dans plusieurs domaines de la protéine (Figure 13). Les

mutations identifiées dans notre étude sont localisées dans des régions différentes.

Les analyses génétiques de cette premiere cohorte de patients ont mis en évidence 10
variants rares et prédits pathogéniques dans CACNAILS. Les variants incluent 4 variants
tronquants et 6 faux-sens et sont tous présents dans les deux transcrits de CACNAILS. Les

variants sont retrouvés dans des cas récessifs et dominants.

11.2 Etude fonctionnelle des mutations de CACNAILS

Afin de valider I’impact de la pathogénicité des variants et comprendre les mécanismes
pathologiques entre les ségrégations récessives et dominantes nous avons effectué¢ plusieurs
expériences fonctionnelles. Les résultats se trouvent dans la figure 5 de la publication de

CACNALIS, en annexe.

J’ai tout d’abord étudi¢ I’effet des variants tronquants sur I’ARN. J’ai montré que les
variants tronquants des exons 9, 30 et 40 n’induisent pas une dégradation compléte de I’ARN .
Au niveau protéique, nous avons montré¢ une diminution de la quantit¢ de protéine chez
plusieurs patients atteints de forme dominante ou récessive. Cela suggere que les mutations

dominantes et récessives conduisent au méme résultat : un niveau de protéine réduit.

Nous voulions également regarder si la localisation de la protéine était altérée. Nous
avons montré dans des myotubes différenciés d’un patient récessif (deux mutations
tronquantes) que RYRI, Amphiphysin-2 et Dysferlin, des protéines de la triade, étaient
localisées de la méme maniére que dans des cellules contrdles. Cependant, aucun signal n’était
visible pour CACNAI1S (avec un anticorps N-terminal), ce qui signifie que la quantité de

protéine doit étre trés diminuée ou que le domaine ciblé par 1’anticorps n’est plus accessible.

CACNALIS a un réle majeur dans le couplage excitation-contraction (CEC) en activant
RYRI1 pour le relargage de calcium du RS lors de la dépolarisation de la membrane plasmique.
En collaboration avec I’équipe de Susan Treves a Bale (Suisse), nous avons étudi¢ le CEC dans

deux lignées cellulaires de patients (un atteint de forme dominant et 1’autre de forme récessive)
53

PDF Creator Trial



en mesurant la quantité de calcium cytosolique grace a un marqueur fluorescent. Nous avons
montré que les mutations dans CACNALS n’altérent pas 1’homéostasie calcique au repos,
contrairement aux mutations identifiées dans RYR/ dans des cas de myopathies (Zhou et al.,
2013). Cependant, lors de I’activation de CACNAI1S par du KCl, le relargage de calcium du
RS vers le cytosol est réduit de moitié dans les cellules de patients par rapport aux cellules
controles. Nous avons également pu montrer que ’utilisation d’un agoniste de RYR1 conduit
¢galement a une diminution du calcium relargué. Cela suggeére que les mutations dans
CACNA 1S pourraient affecter le niveau protéique de RYR1 ou d’autres protéines de la triade,

ce qui conduit a un CEC fonctionnel mais réduit.

I1.3 Conclusion de I’étude

Cette ¢tude a permis I’identification d’un nouveau géne de myopathie congénitale :
CACNAIS ; et a mis en évidence deux ségrégations différentes (récessive et dominante)
conduisant a un phénotype similaire dans plusieurs familles. Le géne CACNA 1S était déja connu
comme la cause de plusieurs maladies musculaires et ces résultats permettent donc d’¢largir le
spectre phénotypique des mutations dans ce géne. Des mutations dans plusieurs genes de la
triade avaient d¢ja été identifiées dans des myopathies congénitales et I’implication de ce géne
majeur vient compléter la liste de génes candidats a séquencer chez des patients ayant des
caractéristiques de myopathies centronucléaire ou a cores, et chez des patients dystrophiques.
Les données cliniques et histologiques recueillis dans cette cohorte de patients sont plutot
homogenes entre les patients. Néanmoins, il a été observé quelques différences selon le type de
mutation et 1’age du patient au moment de la biopsie. Ceci est a prendre en compte pour le

diagnostic moléculaire de patients atteints de dystrophie ou de myopathie congénitale.

Les expériences fonctionnelles effectuées durant cette étude ont permis de montrer une
diminution de la quantité de protéine chez les patients et un défaut du CEC. Ce défaut de
couplage semble altérer 1’organisation ou la stabilité des protéines de la triade, puisqu’une
activation de RYR1 par son agoniste (indépendamment de CACNAIS) ne permet pas de
rétablir des niveaux de relargage calciques normaux. Les défauts de stabilité de protéines de la

triade et les défauts de CEC sont également observés dans des myopathies congénitales liées a
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RYRI1, MTM1, STAC3, BIN1, mais le mécanisme pathologique exact devra étre caractérisé

plus précisément.

L’¢étude des mutations dans CACNAIS et de leurs effets permettra de contribuer a la
compréhension des mécanismes pathologiques des myopathies congénitales impliquant les

triades et d’établir des perspectives thérapeutiques.

55

PDF Creator Trial



Family A Family B Family C Family D Family E

€.285+1G>A €.1116G>C CAB4A>G c.464A>G c.414+1G>A c.464A>G c464A>G C464A>G 1159 nm cAG4A>G
p.Q372H p.N1555  p.N155S p.N1555 p.N1555 p.N155S p-N1555

1 ‘I?! I1‘I2 Iili |ii | i
11 nz 3 n nz na 11 1=]

Figure 14 : Arbres généalogiques de la cohorte 2 et mutations identifiées dans PYROXD1.

Variant (cDNA;

transcrit Variant (protéine) Exon/intron
NM_024854.3)

Notre cohorte

cd464_A_G p.Asnl155Ser Faux-sens Exon 5
Défaut d’épissage ]
28541 G A ;
¢ - - - (site donneur) Intron 3
c.1116_G_C p.GIn372His Faux-sens Exon 10 Collaborateurs
c.414+1_G_A i Deffaut d’épissage brond
(site donneur)
Décalage du
¢.1159_1160_- CAAA p.Lys387Asnfs*14 cadre de lecture Exon 11

Tableau 5 : Identification de 5 variants rares du gene PYROXDI dans une cohorte de 9
patients atteints de myopathie congénitale

c.285+1 G>A
c.414+1 G>A L387Nfs*14

Domaine oxydoréductase
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Figure 15 : Représentation schématique de la localisation des variants pathogéniques de
PYROXDI1
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III. Cohorte 2: myopathie myofibrillaire avec noyaux
internalisés, cores, et batonnets

Publication : “Variants in the Oxidoreductase PYROXD1 Cause Early-Onset Myopathy with
Internalized Nuclei And Myofibrillar Disorganization”™

Cette cohorte comprend 9 patients de 5 familles différentes. Une famille a été identifié¢e
dans le projet myocapture et les autres familles ont été rapportées et caractérisées par des
collaborateurs. La caractérisation clinique et histologique des patients montre une homogénéité
entre tous les patients. En effet, ils ont tous une faiblesse musculaire progressive débutant dans
I’enfance avec difficulté a monter les escaliers, une faiblesse faciale sans ophtalmoplégie, une
voix nasale. Certains ont des défauts de déglutition, un niveau de créatine kinase (CPK) ¢levée,
de légers défauts cardiaques ou respiratoires. L’étude des biopsies musculaires de toutes les
familles montrent des noyaux internalisés, des « cores », des inclusions myofibrillaires
(aggrégats protéiques de desmin, myotilin, alpha-actin), une désorganisation sarcomérique avec
accumulation des filaments fins, et des batonnets (némaline). Cette description est spécifique

et suggérait une cause génétique commune.

ITI.1 Analyse génétique

La famille de notre cohorte est une famille consanguine comprenant deux fréres atteints
et des parents sains (famille B, Figure 14) donc I’analyse génétique, effectuée avant mon
arrivée, s’est focalisée sur les variants homozygotes. Trois génes candidats portaient des
variants faux-sens rares homozygotes. Parmi les 3, le meilleur géne candidat était PYROXDI.
I1 portait le variant rare c.464 A G (p.Asnl55Ser, exon 5). Notre équipe a eu I’opportunité de
collaborer avec d’autres équipes (équipe de Dr Nigel Clarke et Dr Sandra Cooper en Australie,
et Dr Carsten Bonnemann aux USA) qui avaient également identifiées des variants de
PYROXDI dans des familles récessives. Un patient portait également le variant homozygote
rare c.464 A G (p.Asnl55Ser, exon 5), un patient portait a 1’état hétérozygote composite les
variants ¢.464 A G (p.Asnl55Ser, exon 5) et c.414+1_G_A (intron 4), un patient portait des

variants hétérozygotes composites ¢.285+1 G_A (intron 3)etc.1116_G_C (p.GIn372His, exon
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10) et le dernier patient portait les variants hétérozygotes composites ¢.1159 1160 - CAAA
(p.Lys387Asnfs*14, exon 11) et c.464 A G (p.Asnl55Ser, exon 5).

Cette analyse a mis en évidence 5 variants rares dans PYROXD1 (Tableau S et Figure
15). Les variants comprennent un décalage du cadre de lecture, deux variants sur des positions
canoniques de sites d’épissage, et deux variants faux-sens. L’identification de ces variants dans

plusieurs familles avec une ségrégation récessive fait de PYROXDI un trés bon gene candidat.

En parall¢le a cette étude, nous avons continu¢ a chercher d’autres cas PYROXDI dans notre
cohorte de patients dont I’exome a été séquencé mais également chez des patients qui avaient
une clinique et une histologie plus ou moins similaire mais dont I’exome n’a pas été séquencé.
Nous avons trouvé deux familles qui portent chacune une seule mutation dans PYROXD1 qui a
déja été identifiée dans les précédentes familles. La recherche d’une deuxiéme mutation

(intronique ou délétion / duplication) dans ces familles est en cours.

II1.2 Analyse fonctionnelle

Comme la fonction de PYROXD1 n’était pas connue, les questions qui se posaient
¢taient la caractérisation de I’impact fonctionnel des variants sur la protéine, la compréhension

de la fonction de la protéine dans le muscle.

L’impact des mutations d’épissage a été étudié par nos collaborateurs des équipes de Dr
Sandra Cooper (Sydney, Australie) et Dr Carsten Bonnemann (Bethesda, USA). L’étude a
montré que les mutations ¢.285+1G>A et ¢.414+1G>A impactent des sites d’épissages
conduisant respectivement a des sauts des exons 3 et 4, qui sont en phase et conduisent a un
produit ARN présent mais plus court. Mon implication a ét¢ d’étudier I’impact des mutations
faux-sens. Grace a I’ARN extrait de cellules de patients, j’ai testé différentes combinaisons afin
de rechercher une altération de I’épissage, au niveau de I’exon muté, et des autres exons. Nous
avons montré que ces mutations n’altérent pas I’épissage. Afin de rechercher une possible
altération au niveau protéique, j’ai développé un anticorps contre PYROXD1 avec ’aide de la
plateforme de production de I'IGBMC. En utilisant cet anticorps et plusieurs anticorps

commerciaux (qui n’avaient jamais €té validés) par western blot, j’ai pu montrer que le niveau
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protéique était peu voire pas altéré selon les patients. La 3™ étape était de rechercher un
probléme de localisation de la protéine, en utilisant plusieurs types cellulaires transfectées par
le cDNA de PYROXD1 normal ou muté ainsi que des cellules musculaires de patients. J’ai
observé une localisation nucléaire et cytoplasmique qui est similaire entre la protéine normale
et muté. Ces résultats suggeérent que les mutations n’impactent pas la localisation ou la stabilité

de la protéine mais pourraient impacter la fonction de la protéine.

La fonction de la protéine n’était pas connue mais les sites de prédictions de domaines
protéiques indiquaient que PYROXD1 possédait un domaine d’oxidoreduction. Afin d’évaluer
si PYROXDI1 avait une fonction d’oxidoreductase, nous avons collaboré avec I’équipe de Dr
Sylvie Friant a Strasbourg qui est experte en modele de myopathie dans des levures. Nous avons
recherché un homologue d’une oxydoréductase dans la levure. Nous avons en effet trouvé que
I’oxydoréductase cytosolique Glrl dans la levure pouvait avoir une fonction similaire. La levure
déficiente pour GIrl est sensible a 1’H2O». Nous avons effectué¢ une expérience de
complémentation en transférant le géne humain de PYROXDI1 dans la levure déficiente. La
sensibilité a ’H20> était réduite ce qui suggérait que PYROXDI a une activité réductrice.
Cependant, en transférant les cDNA muté de PYROXDI1 dans ces levures, la sensibilité a
I’H20, était toujours présente. Ces résultats montrent que PYROXDI1 a une activité

d’oxydoréduction et que les mutations faux-sens testées altérent cette fonction.

En collaboration avec 1’équipe de Dr Robert Bryson-Richardson en Australie, nous avons
¢galement montré 1’importance du géne PYROXDI1 dans le poisson-zebre déficient en
PYROXDI, qui a des défauts de mouvements et récapitule les phénotypes histologiques des
patients (désorganisation sarcomérique, agrégats myofibrillaires). Le transfert de I’ARN
humain de PYROXDI1 rétablie des mouvements normaux du poisson et 1’histologie est moins

sévere.

II1.3 Conclusion de I’étude

Cette étude a permis I’identification d’un nouveau gene de myopathie : PYROXD]I.
Grace a une cohorte de 9 patients dans 5 familles, nous avons montré que des mutations

récessives dans ce géne conduisent a une myopathie spécifique. En effet, la clinique est tres
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similaire entre tous les patients, malgré quelques différences mais I’étude des biopsies
musculaires a mis en évidence un profil trés spécifique qui inclue simultanément des « cores »,
des noyaux internalisés, des corps de némaline et des inclusions myofibrillaires spécifiques.
Nous avons montré pour la premiere fois que PYROXDI1 est localisée a la fois dans le noyau
et le cytoplasme et a une activité d’oxydoréductase qui est altéré par certaines mutations. Cette
découverte est importante car la régulation de 1’oxydoréduction était déja connue pour étre
altérée dans certaines myopathies a cores.

L’implication de PYROXDI1 pourra donc aider a comprendre les mécanismes
pathologiques impliquant la régulation de 1’oxydoréduction. De plus, grace a la découverte de
ce nouveau gene de myopathie, de nouveaux patients pourront étre diagnostiqués. Des pistes
thérapeutiques peuvent étre envisagées avec des molécules réduisant le stress oxydatif déja

testées pour d’autres myopathies, comme le N-acetyl-cysteine.
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Discussion

I. Impact des mutations identifiées dans CACNAILS

I.1. Impact des mutations tronquantes dans CACNAILS

I.1.a Etude des mutations tronquantes de CACNALS dans notre cohorte

Le géne CACNAIS est composé de 44 exons et 1873 acides aminés. Dans notre étude,
nous avons identifié des mutations récessives qui sont prédites « tronquantes ». Les mutations
tronquantes peuvent conduire au processus naturel de dégradation de I’ARN médié par un
codon stop (non-sense mediated decay, NMD). Est-ce que deux mutations tronquantes
conduisent a une dégradation de ’ARN et a une déficience totale de la protéine ? Est-ce que
ces mutations échappent au mécanisme de dégradation de I’ARN et conduisent a une protéine

stable fonctionnelle ou toxique ?
Je pose la question de I’'implication pathologique de ces mutations tronquantes.

Les mutations tronquantes en question incluent une mutation non-sens dans 1’exon 37,
qui conduit a un changement d’un acide aminé en un codon stop, de plusieurs délétions hors
phase et un défaut d’épissage qui conduisent a un décalage du cadre de lecture conduisant a un
codon stop prématuré dans les exons 9, 18, 30, 40. Le NMD est un processus naturel qui permet
la dégradation des ARN qui contiennent un codon stop prématurés (Peltz et al, 1993 ; Maquat,
1995). 11 a été montré que ce mécanisme peut étre inactif si le codon stop prématuré est présent
dans le dernier exon ou la fin de ’avant-dernier exon. L’¢tude de ’ARN que j’ai effectué a
montré que les mutations dans les exons 9, 30 et 40 ne conduisent pas a une dégradation
complete de I’ARN muté. En effet, aprés avoir amplifié et séquencé le cDNA issu de I’ARN,
nous pouvions voir une diminution de la quantit¢ de I’ARN muté mais pas une dégradation

compléte, avec une méthode semi-quantitative. Il est donc probable que I’ARN contenant un
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codon stop prématuré soit dégradé par le mécanisme NMD en grande partie et qu'une quantité

résiduelle puisse étre traduite en protéine.

En utilisant les bases de données publiques de séquencage d’exomes et de génomes,
(ExAC et gnomAD), j’ai pu observer que le géne CACNAIS contient 52 variants tronquant
hétérozygotes, et 1 homozygote dans le dernier exon (1 201009083 AGTAGCTCT A ;
p-Leul832Argfs*67). Ce variant est présent chez 475 individus a 1’état hétérozygote et 4
individus a I’état homozygote, et est prédit bénin par les logiciels. A part ce variant, on ne
retrouve pas d’autres variants tronquants homozygotes dans les bases de données, ce qui
suggere que la présence de deux variants tronquants sur des alleles différents peut étre

pathogénique.

Mon hypothése est que la présence de la protéine CACNAIS est nécessaire pour la
fonction du muscle, méme en quantité résiduelle. La perte totale de la protéine pourrait étre
léthale due a sa fonction essentielle Les mutations tronquantes pourraient conduire a une

protéine tronquée partiellement fonctionnelle.

I.1.b. Que sait-on sur la partie C-terminale de CACNA1S ?

Il existe un modele spontané de souris déficiente pour Cacnals (mdg/mdg). Le geéne
Cacnals de la souris a 44 exons, 2 isoformes et présente 91 % d’homologie avec le gene
humain. Ce mod¢le animal porte une mutation tronquante homozygote dans I’exon 33 (une
délétion d’un nucléotide a la position 4010, qui conduit a un décalage du cadre de lecture) et
est léthale embryonnaire (Pai, 1965a; Pai, 1965b). L’exon 33 est situé¢ dans le dernier segment
du domaine IV et la mutation pourrait donc altérer 1’intégrité¢ du canal et/ou conduire a une
dégradation de la protéine. Le niveau protéique n’est pas détectable chez la souris. Les patients
de notre étude qui ont deux mutations tronquantes ont au moins une mutation tronquante dans
des exons se situant apres I’exon 33 (P1 : 37 et 40 et P2 : 9 et 40). Les trois autres patients ayant
une forme récessive sont porteurs hétérozygotes composites d’une mutation faux-sens et d’une
mutation tronquante avant I’exon 33 (exon 18 et exon 30). Le phénotype des patients porteurs

de deux mutations tronquantes est moins sévere que celui de la souris. Par western-blot, le
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niveau de protéine n’était pas détectable dans le patient P1 et nous n’avions pas de matériel
biologique pour P2. La comparaison des phénotypes des patients et de la souris suggere que les
mutations tronquantes identifiées ne conduisent pas a une dégradation compléte de la protéine
car cela pourrait étre 1étale. Les mutations pourraient conduire a une faible quantité de protéine
tronquée qui contiendrait encore les 4 domaines fonctionnels mais avec une activité réduite.
Dans cette hypothese-1a, la partie C-terminale aurait donc un rdle non essentiel pour le CEC et
la réduction du CEC observé chez les patients pourrait étre due a une diminution de la quantité

de complexes DHPR.

Allant dans ce sens, certaines ¢tudes montrent la présence de deux formes de CACNAILS
dont une forme tronquée a la position 1662 dans I’exon 40 qui serait encore capable d’activer
le CEC et de laisser passer le Ca?" d’aprés des expériences in vitro (Beam et al., 1992; De Jongh
et al., 1991; Hulme et al., 2005). La structure 3D de DHPR a récemment été déterminée et la
partie C-terminale n’est pas détectable, ce qui suggere un domaine dynamique (Wu et al., 2016).
Une étude de CACNAIC (sous-unité alphal du DHPR cardiaque) a montré que la partie C-
terminale tronquée peut se fixer sur la protéine tronquée afin de réguler la fonction de la protéine
(Gao et al., 2001). Dans cette étude, il est montré que la partie C-terminale est également
importante pour le trafic membranaire de la protéine. D’autres domaines de CACNAIS
pourraient suffire au bon trafic membranaire. L’étude du trafic membranaire pourra également
étre ¢tudié dans des modeles in vitro afin de comprendre son implication dans les mécanismes

pathologiques.

Dans cette hypothéese, la protéine tronquée pourrait €tre exprimée et activer le CEC, de

facon moins efficace.

1.2 Impact des mutations faux-sens

Cinq mutations faux-sens ont été identifiées. Il s’agit de trois mutations dominantes
(P742Q, P742S, L1367V) et deux mutations récessives (E100K et F275L). Dans les cas
récessifs les mutations sont présentes en association avec une mutation tronquante et les parents

porteurs du faux-sens ne sont pas affectés. Les mutations sont présentes dans différents
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domaines de la protéine et il est donc difficile de prédire 1’effet pathogénique de ces mutations.
Pour ce faire, il peut étre intéressant de les comparer aux mutations faux-sens dominants

identifiés dans la paralysie périodique hypokaliémique (PPH) ou I’hyperthermie maligne (HM).

I.2.a Comment différentes mutations « faux-sens » de CACNAIS conduisent-elles a
différentes maladies ?

Dans les cas de I’hyperthermie maligne, le mécanisme pathologique est un relargage
excessif de calcium du RS en contact d’un anesthésiant volatile auquel le canal RYR1 est

hypersensible (Robinson et al., 2006). La cause génétique majeure de cette maladie est des

Myopathie Heterozygotes (dominant)

congénitale  Hétérozygotes composites (récessif) L1367V A1656R

fs*67
F275L L791Cfs*37

E100K $397Pfs*3 Q1265Hfs*57 Q1485*

R1086H T1354S  Hyperthermie

R1086S maligne

R1086C
R528G V876E R897S  R1239H/G Paralysie périodique
R528H R900S hyperkaliémique

Figure 16 : Représentation schématique de la localisation des mutations de CACNAILS.

mutations faux-sens dominantes dans RYR/ mais dans certains cas, des mutations faux-sens
dominantes dans CACNA 1S ont été identifiées et les études fonctionnelles montrent également
un relargage excessif de calcium (Carpenter et al., 2009; Monnier et al., 1997). Les mutations
sont majoritairement localisées dans la boucle cytosolique entre les domaines III et IV et

affectent 1’arginine 1086 (Figure 16). D’aprés une étude, cette boucle III-IV servirait de
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régulateur négatif de RYR1 pour empécher la sortie excessive de calcium et la mutation
dominante R1086H dans cette boucle altere cette fonction et conduit donc a une augmentation
du calcium cytosolique et rend le canal RYRI1 hypersensible a certains agents (Weiss et al.,
2004). De plus, cette mutation alteére également légerement le CEC. La mutation R174W dans
le segment S4 du domaine I (senseur du voltage) est également impliquée dans des cas de HM.
Les études fonctionnelles in vitro montrent que la mutation diminue fortement 1’entrée du
calcium sans altérer le CEC ; mais elle cause cependant une altération de I’inhibition de RYRI.
En effet, le niveau calcique cytosolique au repos est augmenté dans les cellules portant la
mutation, ce qui rend RYRI1 hypersensible. De plus ce niveau de calcium élevé peut étre
pathogénique, comme dans certains cas CCD ou le canal RYRI relargue du calcium au repos.
La troisiéme mutation connue de HM, T13548S, est présente dans la boucle S5-S6 (domaine
IV). L’¢étude dans un modele in vitro montre que la mutation induit une activation accélérée du
canal apres dépolarisation, ce qui conduit a une plus grande entrée de calcium par le canal. Cette
entrée de calcium au niveau de la jonction permettrait une activation de RYRI1, seulement en

coordination avec les agents déclencheurs de HM (Pirone et al., 2010).

Dans les cas de la paralysie périodique hypokaliémique, les mutations identifiées se
retrouvent dans les segments S4 des domaines II, IIT et IV et le segment S3 du domaine III. Les
segments S4 permettent de sentir la dépolarisation grace a des acides aminés chargés
positivement et permettent un changement de conformation de chaque pore formé par chacun
des domaines afin d’ouvrir le pore principal du canal. Les mutations dans ces segments
induiraient une perte de fonction par une perte de la sensibilit¢ de CACNAIS a la

dépolarisation. Ceci conduirait a une diminution de 1’activation de RYRI1 et un CEC réduit.

Il est intéressant de noter que des études de biopsies musculaires de patients HM ou PPH
montrent des défauts structuraux de type myopathiques. En effet, une étude de biopsies de
patients HM montre la présence de défauts structuraux mineurs de type contractures localisées,
probablement due au défaut d’homéostasie calcique (Lavorato et al., 2016). De plus, certaines

¢tudes montrent que la majorité des patients PPH développent une myopathie vacuolaire a 1’age

adulte (Basali and Prayson, 2015; Cavel-Greant et al., 2012; Gold and Reichmann, 1992).
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I.2.b Impact des mutations « faux-sens » dans les cas récessifs de notre étude

Dans notre cohorte, nous avons deux familles dont les patients sont porteurs
hétérozygotes composites d’une mutation conduisant a un décalage du cadre de lecture et d’une
mutation faux-sens. Les deux mutations faux-sens sont localisées dans le domaine I : E100K
(S2) et F275L (boucle S5-S6). Afin de comprendre I’implication de ces mutations dans la
protéine, je me suis basée sur ’analyse de la structure 3D de DHPR récemment déterminée et
les données connues des mutations de PPH et HM (Wu et al., 2016).Pour rappel, chaque
domaine est structuré de maniere que les segments 1 a 4 forment un pore « senseur du voltage »
(1 par domaine) et que les segments S5 et S6 de chaque domaine forment ensemble un pore

unique pour les ions.

Pour la mutation E100K, I’étude de la structure montre que le glutamate 100 est orienté
vers I’intérieur du pore I et serait en face de I’arginine 174 (muté dans des cas de HM). Dans
I’hypothése que la localisation des acides aminés E100 et R174 est importante pour la structure
du pore, une altération d’un des deux acides aminés conduirait a un pore non fonctionnel. Le
patient porte également une mutation tronquante dans 1’exon 30. Cette troncation se trouve dans
le domaine IV et pourrait conduire a une protéine instable, comme celle de la souris mdg/mdg
qui est porteuse homozygote d’une troncation dans I’exon 33. Cela voudrait dire que la protéine
majoritaire chez ce patient est la protéine mutée E100K et que le phénotype du patient est di
essentiellement a la mutation E100K car la protéine contenant la mutation tronquante serait
instable ou non fonctionnelle. La mutation E100K a I’état hétérozygote ne semble pas
pathogénique car le parent porteur hétérozygote de la mutation E100K ne montre pas de signes
cliniques. Le patient E100K subit en plus de la myopathie, des épisodes de faiblesse musculaire,
comme les patients PPH. En effet, les autres mutations PPH sont également présentes dans les
domaines S4 senseurs de voltages des autres domaines. Le domaine I est une exception car la
mutation R174W conduit a un phénotype de HM. Cela suggere que selon les acides aminés
affectés, différents changements de la structure des pores senseurs de voltage conduisent a

différents phénotypes.

Pour la mutation F275L, I’étude de la structure 3D de CACNAIS montre qu’elle

pourrait avoir un réle important dans la structure de la boucle S5-S6 du domaine 1. La mutation
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HM T1354S se trouve également dans une boucle S5-S6 (domaine IV) ce qui nous montre
I’importance de cette boucle. Je peux tirer la méme hypothése que pour PS5 savoir que la
deuxiéme mutation présente chez les patients porteurs de F275L (mutation tronquante dans
I’exon 18) pourrait conduire a une protéine non fonctionnelle. Les patients de notre cohorte
porteurs de F275L ont donc majoritairement la protéine F275L car la protéine contenant la
mutation tronquante est instable ou non-fonctionnelle. Ceci peut expliquer le phénotype
différent des patients porteurs de F275L par rapport aux patients HM porteurs de la mutation
T13548S.

I.2.c Impact des mutations « faux-sens » dans les cas dominants de notre étude

Les 3 mutations dominantes sont P742S, P742Q et L1367V, et toutes apparaissent de

novo avec la maladie

La proline 742 est localisée au niveau de la boucle entre le domaine II et le domaine III
de CACNAIS (boucle II-1II), qui est essentielle pour le couplage excitation-contraction (Kugler
et al., 2004; Nakai et al., 1998; Wilkens et al., 2001). Il a ét¢ montré que les acides aminés entre
les positions 720 et 760 étaient nécessaires pour le CEC et qu’en particulier un changement des
acides aminés Ala739, Phe741, Pro742, et Asp744 réduisait fortement le CEC. Certaines études
biochimiques montrent une liaison directe entre cette boucle (région entre les acides aminés
Arg681-Leu690) et RYRI tandis que d’autres études montrent plutot une interaction indirecte
qui inclue un ou plusieurs partenaires (el-Hayek et al., 1995a; El-Hayek and Ikemoto, 1998;
Proenza et al., 2000).

La mutation L1367V est localisée dans le segment S6 du domaine IV de la protéine.
D’apres 1’étude de la structure 3D de la protéine, les segments S5 et S6 forment le pore central
de la protéine (Wu et al., 2016). Comme décrit dans 1’introduction, I’orientation des acides
aminés semble trés importante pour la structure de la protéine ; on peut donc imaginer que ce

changement d’acide aminé est critique et conduit a une protéine non fonctionnelle.

En sachant que les complexes DHPR forment des tétrades et que la structure est tres

importante pour I’activation de RYR1, on peut penser que 1’inclusion d’au moins une protéine
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CACNA1S muté conduit a une tétrade non fonctionnelle. Une tétrade fonctionnelle contiendrait
donc quatre protéines CACNAIS non mutées, ce qui, dans le cas des mutations dominantes
correspond statistiquement a 1/16 de tétrades fonctionnelles. Cette proportion faible de tétrades

fonctionnelles correspondrait a notre observation d’un CEC réduit mais fonctionnel.

1.2.d Mécanismes physiopathologiques

Nous observons un phénotype similaire entre les patients récessifs et dominants. Le
mécanisme pathologique semble similaire. Le mécanisme n’a pas été étudié en détail mais nous
avons quelques résultats de mesure de I’homéostasie calcique dans des cellules musculaires du
patient dominant P10 porteur de la mutation L1367V et du patient P1 récessif porteurs de deux

mutations tronquantes (exon 9 et exon 40).

Le niveau calcique cytosolique au repos est normal et similaire entre les cellules des
patients et les cellules contrdles. Les résultats différent des cas de HM due a des mutations de
CACNALS et des cas de CCD dues a des mutations de RYR1, dans lesquels le niveau calcique
cytosolique est plus élevé (Monnier et al, 1997 ; Carpenter et al, 2009 ; Weiss et al, 2004). Ce
résultat suggere que les mutations testées de CACNA IS n’induisent pas d’ouverture de RYR1

au repos.

Apres dépolarisation des membranes par un traitement au KCl, nous observons un
relargage de calcium du SR ce qui montre que le CEC est fonctionnel. Le défaut observé pour
les deux lignées de patient est que la quantité maximale de calcium relargué est réduite par
rapport a celle des cellules contrdles. Ce défaut est également observé dans certains cas de CCD
(Ducreux et al, 2004). La quantité de calcium dans le RS est normal, ce qui indique bien un

CEC réduit dans les deux lignées de patients.

Nous avons également testé 1’activation de RYR1 par un agoniste (4-chloro-m-cresol),
seulement dans la lignée portant les deux mutations tronquantes, et nous avons observé un
relargage de calcium diminué, comme celui observé apres traitement par du KCI. Cela suggere
que I’activité de RYR1 est également affectée chez le patient. Une caractérisation plus poussée

pourra avoir lieu afin de tester si ce sont les niveaux protéiques de RYR1 qui sont directement
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altérés ou si les mutations de CACNAIS induisent une altération de la structure qui engendre

une inhibition de la fonction de RYRI1.

Un modele de souris adulte déficiente en CACNAIS a été développé et étudié et montre
que, contrairement a la souris mdg/mdg déficiente en CACNAIS qui est Iétal embryonnaire, la
souris adulte est vivante. Le modele adulte, en utilisant une stratégie d’exon-skipping permet la
présence de la protéine a faible dose (Piétri-Rouxel et al., 2010). Ce modele présente une forte
atrophie musculaire tandis que le CEC est toujours fonctionnel. La localisation de CACNA1S
est altérée, ce qui pourrait altérer sa fonction majeure (CEC) et induire d’autres fonctions,
comme [’autophagie qui conduirait a 1’atrophie musculaire. Les résultats des 2 modeles de
souris montrent que CACNALS a un rdéle majeur pour le développement et le maintien a du

muscle fonctionnel a I’age adulte, ce qui concorde avec la myopathie congénitale observée.

Les résultats obtenus lors de I’étude d’une lignée cellulaire dominante et une lignée
récessive indiquent un défaut de CEC similaire pour les deux types de ségrégation. Le CEC
semble fonctionnel mais réduit. Pour étudier plus en détail les différentes mutations, il serait
intéressant de faire des expériences fonctionnelles supplémentaires afin de tester I’impact de

toutes les mutations.

1.3 Histologie et ultrastructure des muscles des patients CACNALS

L’identification des mutations CACNAIS dans un type de myopathie congénitale vient
ajouter un nouveau gene a tester pour le diagnostic des patients atteints de myopathie
congénitale ou de dystrophie. Les défauts observés sur les biopsies musculaires incluent les
noyaux internalisés, des « cores » et surtout un aspect alvéolaire observé en coloration NADH.
Chez deux patients, nous avons également pu observer des aspects dystrophiques. En
microscopie électronique, nous pouvons voir une dilation du RS mais la structure de la jonction
triadique semble intacte ; ainsi que des désorganisations focales de la structure. Ce qui est
intéressant est que ces observations différent de ce qu’on observe classiquement dans les
myopathies dues a des mutations RYR1, ou d’autres myopathies. Ces observations montrent
que la myopathie liée a CACNA1S ne peut donc pas étre classée dans 1’'un de deux sous-groupes

CNM ou CCD mais est spécifique.
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Cependant, nous pouvons observer des similarités entres les différents groupes.

Les défauts histologiques entre les CNM et la myopathie liée 8 CACNAI1S possédent des
similarités. En effet, dans la myopathie liée CACNALS, nous pouvons observer des noyaux
centralisés ainsi que des défauts des triades (dilatations des RS). Dans les CNM, il est observeé
des défauts de la structure des triades ainsi que des défauts calciques et une diminution du

niveau protéique de CACNAIS.

Les « cores » observés en histologie correspondent ¢galement a ce qui est observé dans les

myopathies liées a RYR1, le partenaire de CACNA1S.

Pour 2 familles, nous observons également des défauts de type « dystrophiques ». Cela est
intéressant car il a été rapporté chez des patients atteints de dystrophie myotonique, des défauts
d’épissage de CACNALS. Chez ces patients, le transcrit majoritaire a 1’age adulte est en fait le
transcrit fétal (Zang et al, 2012). Le transcrit fétal de CACNAIS ne possede pas I’exon 29, qui
est localis¢é dans une boucle extracellulaire du domaine IV. Des altérations dans certains

domaines de CACNA1S pourraient donc conduire a des défauts histologiques.

Ces observations posent la question de I'implication de CACNA1S dans différentes voies

moléculaires conduisant a ces différents aspects histologiques.

II. Impact des mutations de PYROXD1

Notre étude a mis en évidence 5 mutations différentes dans le géne PYROXD1 dont deux
faux-sens, deux mutations d’épissage et une insertion conduisant a un décalage du cadre de
lecture. Dans toutes les familles analysées la ségrégation est récessive et les patients portent des
mutations homozygotes ou hétérozygotes composites. Ces mutations conduisent a un
phénotype spécifique et homogene. Les patients ont une faiblesse musculaire progressive qui
débute dans I’enfance associée a une faiblesse faciale, une difficulté¢ a déglutir, et une voix
nasale. Les caractéristiques histologiques sont des noyaux internalisés, des « cores », des

désorganisation sarcomériques et des agrégats myofibrillaires.
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I1.1 Quel est le réle de PYROXD1 ?

La fonction de PYROXDI n’est pas connue et aucune étude ne fait référence a cette
protéine. Le transcrit majoritaire serait exprimé de fagcon ubiquitaire (données Gtex) et code
pour une protéine de 500 acides aminés. Les sites de prédictions de domaines protéiques
classent cette protéine dans la famille des « pyridine nucleotide-disulphide reductases »
(PNDR), grace a son domaine d’oxydoreduction. Cette famille de protéine regroupe des
enzymes qui permettent de réguler le statut redox de leur substrat par la réduction de leur co-
facteurs NAD et FAD. D’autres membres de cette famille incluent la glutathione reductase, la

dihydrolipoamide dehydrogenase et les reductases thioredoxin.
La premiére question €tait de savoir quel était la fonction de PYROXDI1.

Grace a une expérience de complémentation dans une levure déficiente pour la glutathione
reductase, nous avons pu mettre en évidence I’activité réductrice de PYROXD1, qui dans notre
expérience a pu réduire ’H>O». Les expériences de localisation sur des biopsies musculaires et
dans différents modeles cellulaires montrent la localisation de PYROXD1 dans le noyau et le

cytosol.

Notre étude a donc montré que PYROXDI est une oxydoréductase exprimée dans le noyau

et le cytosol.

I1.2 Quel est ’impact des mutations identifiées ?

Notre étude a mis en évidence 2 mutations faux-sens, 2 mutations d’épissage
(conduisant a un saut d’exon en phase) et une insertion conduisant a un décalage du cadre de
lecture. Chaque patient est porteur d’au moins une mutation faux-sens. Les études du niveau

protéique par western blot ne montre pas la présence d’un protéine tronquée causée par les
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mutations d’épissage. Ceci signifie que les protéines majoritaires chez tous les patients sont les

protéines mutées N155S et Q372H et qu’il y a une haploinsuffisance d’une partie des protéines.

Les expériences fonctionnelles des deux mutations faux-sens montrent une altération de
I’activité réductrice de PYROXDI1. Les deux acides aminés mutés N155 et Q372 sont tres
conservés dans I’évolution. N155 est localisé dans le domaine d’oxydoréduction tandis que
Q372 est prédit pour étre en dehors du domaine. La mutation de Q372 pourrait altérer la

structure de 1’enzyme ou affecter un domaine d’interaction.

Dans les bases de données publiques, il n’existe pas de controles porteurs de mutations
tronquantes homozygotes, ce qui suggere que la perte compléete de la protéine est délétére et en
effet, la délétion totale de la protéine est Iétale embryonnaire chez la souris (The International
Mouse Phenotyping Consortium, IMPC), ce qui montre I’importance cruciale de la protéine

durant le développement.

Les analyses génétiques et fonctionnelles montrent I’impact pathogénique de mutations
faux-sens récessives dans des acides aminés critiques (N155 et Q372) qui altérent I’activité

réductrice de PYROXDI1.

I1.3 Mécanismes physiopathologiques

Comme décrit en introduction, la balance redox dans le muscle est trés importante et la
découverte de mutations dans PYROXD1 impliquées dans les myopathies congénitales suggere
que PYROXD1 aun role majeur dans le muscle. Pour comprendre le mécanisme pathologique,
une perspective importante est de caractériser le(s) substrat(s) de PYROXDI et son implication

dans la balance redox du muscle.

Les mutations dans RYR/ peuvent conduire a des « cores » et des noyaux internalisés
sur les biopsies musculaires, qui sont des caractéristiques également observées chez les patients
mutés dans PYROXD 1. Plusieurs études montrent la régulation redox de RYR1 dans des régions
importantes de la protéine (Zable et al, 1997 ; Sun et al, 2013). Une oxydation trop €levée peut
activer RYRI1 et induire un relargage ¢élevé de calcium du RS (Marengo et al, 1998 ; Feng et al,

2000).
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Certaines ¢tudes suggerent que SEPNI1 peut réguler le statut redox de RYRI1 car
I’homéostasie calcique est dérégulée dans la myopathie liée a SEPN1, ce qui expliquerait le lien
entre la balance redox et le calcium (Jurynec et al, 2008 ; Oba et al, 2002). De plus, la réduction
de SEPNI dans le poisson-zebre conduit a une désorganisation des myofibrilles et de la ligne

Z (Jurynec et al, 2008).

D’apres notre étude, PYROXD1 semble avoir un role majeur dans la balance redox du
muscle qu’il faut encore caractériser. A la vue de toutes les caractéristiques observées lors de
I’étude des biopsies musculaires, I’altération de PYROXD1 semble avoir des conséquences a
plusieurs niveaux (altération de la balance redox et défauts structuraux). Il faudra également
comprendre pourquoi seul le muscle squelettique est affecté alors que PYROXDI1 est exprimé

dans tous les tissus.

I1.4 Les antioxydants : une approche thérapeutique a envisager

L’hypothése du stress oxydatif dans les cellules est quelque chose qui a déja été observé
dans plusieurs types de myopathies impliquant des mutations dans SEPN/ et RYRI (Dowling
et al, 2012). Des cellules en cultures de patients muté dans SEPN/ ou RYR! ont un niveau de
stress oxydatif élevé et sont plus sensibles a I’'H202 (Arbogast et al, 2009 ; Dowling et al,
2012).

Un traitement qui est a été testé in vitro et dans le poisson-zebre est I’antioxidant N-
acetylcysteine (NAC) qui corrige le stress oxydatif et la pathologie musculaire dans les modeles
de poisson-zebre ryrl et la souris mdx, modele dystrophique (Dorchies et al, 2006 ; Dowling et

al, 2012).

Ce traitement pourrait dans le cas de PYROXD1 diminuer le stress oxydatif engendré

par I’altération de sa fonction enzymatique.
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III. Conclusion générale

Les myopathies congénitales sont une classe de maladies neuromusculaires rares et tres
hétérogénes. Dans les myopathies congénitales se trouvent différents sous-groupes : les
myopathies a noyaux centralisés (CNM), les myopathies a « cores » (CCD), les myopathies a
némaline (NM) et un dernier sous-groupe comprenant différentes myopathies. L hétérogénéité
des myopathies congénitale signifie qu’un gene peut étre impliqué dans différents phénotypes
et un phénotype peut étre associé a plusieurs genes. Il y a plus de 25 genes identifiés et associés
a différents sous-groupes. La classification des myopathies congénitales selon les défauts

histologiques permet de prioriser les génes a séquencer selon le groupe de myopathie.

Cependant, il reste encore beaucoup de patients non diagnostiqués, ce qui suggere I’implication

d’autres genes.
Le but de mon projet de thése était donc d’identifier de nouveaux genes de myopathies.

J’ai pu participer a la caractérisation de deux nouveaux genes de myopathies : CACNAIS et

PYROXD]I.

J’ai pu identifier des mutations récessives et dominantes dans CACNAIS conduisant a une
myopathie spécifique, reconnaissable en histologie par un aspect alvéolaire en coloration
NADH, des noyaux internalisés et des «cores ». Les symptomes cliniques étaient une
hypotonie natale, une faiblesse musculaire généralisée, une faiblesse faciale et des défauts de
déglutition. Les études fonctionnelles ont montré que les mutations conduisent a un défaut de
CEC. Ces résultats sont importants car ils caractérisent une nouvelle maladie due a des
mutations de CACNAILS et indiquent de nouvelles pistes pour 1’étude de la fonction de
CACNALS et ses mécanismes pathologiques. Les données histologiques permettent de penser
qu’il peut exister des voies communes entre les protéines de la triade (myopathies a « cores »)

et les protéines du transport intracellulaire (myopathies a noyaux internalisés).
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J’ai également participé a 1’étude génétique et fonctionnelle de mutations identifiées dans le
nouveau gene de myopathie PYROXDI. Nous avons pu montrer que des mutations récessives
conduisait a une myopathie spécifique incluant des noyaux internalisés, des « cores », des
désorganisation sarcomériques et des agrégats myofibrillaires. Cette myopathie conduit a une
faiblesse musculaire progressive qui débute dans I’enfance associée a une faiblesse faciale, une
difficulté a avaler, et une voix nasale. Les données fonctionnelles montrent que PYROXDI est
une oxydoréductase dont I’activité est altérée par les mutations identifiées. Un modele de
poisson-zebre nous a permis de valider I’importance de PYROXD1 dans le muscle. Cependant,
nous n’avons pas pu déterminer son role précis dans le muscle. Des recherches supplémentaires
permettront de comprendre 1I’importance de PYROXD1 dans la balance redox du muscle et de

trouver une voie commune avec les dérégulations redox trouvées dans d’autres myopathies.

L’identification de ces deux nouveaux geénes est importante pour I’amélioration du diagnostic
des patients et le développement de nouvelles thérapies basées sur ces nouvelles voies. Au
niveau scientifique, il était intéressant de mettre en évidence I’'implication de CACNA1S dans
une myopathie congénitale alors que des mutations dans d’autres protéines de la triade étaient
connues. Cela permettra I’étude plus approfondie des mécanismes pathologiques de défauts de

la triade.

L’identification de PYROXD1 montre I’implication directe d’une oxydoréductase dans les

myopathies et des études approfondies permettront de comprendre cette voie moléculaire.

Plus globalement, ces résultats montrent I’importance de la caractérisation clinique et
histologique dans le séquencage d’exomes pour I’identification de nouveaux geénes de
myopathie. Cette étude montre également 1I’importance d’expériences fonctionnelle pour la

validation de I’impact des mutations.
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This study establishes PYROXD1 variants as a cause of early-onset myopathy and uses biospecimens and cell lines, yeast, and zebrafish
models to elucidate the fundamental role of PYROXD1 in skeletal muscle. Exome sequencing identified recessive variants in PYROXDI in
nine probands from five families. Affected individuals presented in infancy or childhood with slowly progressive proximal and distal
weakness, facial weakness, nasal speech, swallowing difficulties, and normal to moderately elevated creatine kinase. Distinctive histo-
pathology showed abundant internalized nuclei, myofibrillar disorganization, desmin-positive inclusions, and thickened Z-bands.
PYROXD1 is a nuclear-cytoplasmic pyridine nucleotide-disulphide reductase (PNDR). PNDRs are flavoproteins (FAD-binding) and cata-
lyze pyridine-nucleotide-dependent (NAD/NADH) reduction of thiol residues in other proteins. Complementation experiments in yeast
lacking glutathione reductase glr1 show that human PYROXD1 has reductase activity that is strongly impaired by the disease-associated
missense mutations. Immunolocalization studies in human muscle and zebrafish myofibers demonstrate that PYROXD1 localizes to the
nucleus and to striated sarcomeric compartments. Zebrafish with ryroxD1 knock-down recapitulate features of PYROXD1 myopathy with
sarcomeric disorganization, myofibrillar aggregates, and marked swimming defect. We characterize variants in the oxidoreductase
PYROXD1 as a cause of early-onset myopathy with distinctive histopathology and introduce altered redox regulation as a primary cause
of congenital muscle disease.

Introduction myopathies are most commonly characterized by hypoto-

nia and weakness, often from birth, commonly with the
Myopathies are a group of genetically heterogeneous con- presence of facial weakness, with or without ptosis and
ditions characterized by muscle weakness, with overlap in ~ophthalmoplegia. There are 25 recognized genetic causes
the clinical presentation and histopathological features of ~of congenital myopathy (see GeneTable in Web Resources);
different genetic subtypes.’ Within this group, congenital ~currently a genetic diagnosis is achieved in only ~50% of
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patients,”* driving ongoing gene discovery. The introduc-
tion of next-generation sequencing technologies has seen
a rapid acceleration in the identification of new genetic
causes of neuromuscular disorders.*”

Through international whole-exome sequencing pro-
grams in Australia, France, the United States, and Turkey,
we identified five families (nine probands) with four
different recessive variants (missense and splicing variants)
in PYROXD1. PYROXD]1 is located at 12p12.1 and encodes
pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase domain-con-
taining protein 1, a 500 amino acid protein previously
undescribed in published literature. Pyridine nucleotide-
disulphide reductases (PNDRs) are flavoproteins (FAD-
binding) and catalyze the pyridine nucleotide (NAD/
NADH)-dependent reduction of cysteine residues in their
substrates. PNDRs catalyze complex reduction reactions
and use several steps of electron transfer via their
enzymatic co-factors FAD and NAD. Although func-
tionally uncharacterized, PYROXD1 is classified as a class
1 oxidoreductase and bears two putative enzymatic do-
mains: a pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
domain (amino acids 39-361) and a NADH-dependent
nitrite reductase domain (amino acids 447-494) (see
Figure 3).

Herein we establish PYROXD1 as a nuclear-cytoplasmic
oxidoreductase that underlies an early-onset myopathy
characterized by generalized weakness with multiple inter-
nalized nuclei and myofibrillar aggregates on biopsy.

Subjects and Methods

Genetic Analysis

Family A was the index family identified through whole-exome
sequencing of a large cohort of undiagnosed myopathy and dys-
trophy patients (367 individuals from 193 tfamilies) recruited
from The Institute for Neuroscience and Muscle Research (Sydney,
Australia). No further families were identified in this cohort with
PYROXD1-related disease. Exome sequencing was performed on
gDNA from both brothers and their unaffected parents at the
Broad Institute using the XBrowse bioinformatics platform as
described previously.” Family B was identified through the French
Myocapture project (1,000 exomes from 397 families with myop-
athies or dystrophies). Exome sequencing was performed for
both affected brothers and their parents at Centre National de
Génotypage (CNG, Evry, France). Common variants (>1%) found
in dbSNP, 1000 Genomes, Exome Variant Server, and an inter-
nal database of 1,550 exomes including ethnically matched
individuals were filtered out. The Varank pipeline was used for var-
iants scoring and ranking.® Data were filtered for homozygous
recessive variants based on the known consanguinity of the
family. Family B was the only family identified with recessive
PYROXD1 variants in the Myocapture cohort. For family C, exome
sequencing was performed through the NIH Intramural
Sequencing Center (NISC) on genomic DNA obtained from both
affected siblings. Data were analyzed using a custom analysis pro-
gram, MPG (Most Probable Genotype) based on a probabilistic
Bayesian algorithm.” For families D and E, exome sequencing
was performed on gDNA from both siblings and unaffected par-

ents at the Theragen Etex Bio Institute. ANNOVAR was used to
functionally annotate genetic variants.'” Table S1 provides a list
of recessive variants shown to segregate with disease for each
family.

Phylogenetic Analysis and Calculation of the
PYROXD1 Homology Model

PYROXD1 sequence alignments were performed using CLUSTAL."!
Identity and similarity were calculated using Sequence Manipula-
tion Suite.'*'* Modeler'* was used to compare the primary
sequence of PYROXD1 with homologous proteins in the PDB
database. The primary sequence of PYROXD1 was aligned with
eight of the most similar protein sequences determined from
Modeler using Promals3D:'® Shewanella PV-4 NADH-dependent
persulfide reductase (PDB: 3NTD), Staphylococcus Coenzyme A-di-
sulfide reductase (PDB: 1YQZ), Bacillus Coenzyme A-disulfide
reductase (PDB: 3CGC), Novosphingobium ferredoxin reductase
(PDB: 3LXD), Rhodopseudomonas ferredoxin reductase (PDB:
3FG2), Pseudomonas p. putidaredoxin reductase (PDB: 1Q1R), Pseu-
domonas sp. ferredoxin reductase (PDB: 2GQW), and Enterococcus
NADH peroxidase (PDB: 1NHQ). Modeler was used to compute
the homology model of human PYROXD1 using information
from all eight homologous crystal structures. The resulting model
with the lowest energy was further refined using Modrefiner.'®
FAD binding residues were determined via the 3DLigandSite
server.'” Figures were generated with Pymol (The PyMOL Molecular
Graphics System, v.1.8, Schrodinger, LLC).

Western Blot

Western blot of skeletal muscle and skin fibroblasts was carried
out as described in Yuen et al.'"® Primary antibodies used were
anti-PYROXD1 (1:1,000; Abcam cat# ab122458; RRID: AB_
11129858), p-tubulin (1:1,000; E7, Developmental Studies Hybrid-
oma bank), GAPDH (1:10,000; Millipore cat# MAB374; RRID:
AB_2107445), Emerin (NCL 1:300, Novocastra), and sarcomeric
alpha-actinin (EA-53 1:2,500, Sigma-Aldrich). For zebrafish, em-
bryos were deyolked and protein extracted as described.'® 13 plL
of protein sample was reduced using NuPAGE Reducing Agent
(Thermo Fisher) and equal amounts loaded onto a NuPAGE
4%-12% Bis-Tris Gel using MES SDS running buffer (Thermo
Fisher). Membranes were blocked and probed with antibodies
diluted in 1x phosphate-buffered saline, 0.1% Tween20 (Sigma-
Aldrich), and 5% skim milk. Primary antibodies used were
1:1,000 anti-Ryroxd1-C (Abmart), 1:1,000 anti-GFP (Abcam cat#
ab137827), and 1:2,000 a-tubulin (Sigma-Aldrich cat# T6074;
RRID: AB_477582). The secondary antibody used was 1:10,000
HRP-conjugated mouse IgG (Southern Biotech) and developed
using chemiluminescent detection (GE Life Sciences). For yeast,
total yeast extracts were obtained by NaOH lysis followed by
TCA precipitation. The equivalent of 1.5 ODgponm unit of yeast
cells were resuspended in 50 pL of 2x Laemmli buffer plus Tris
Base. Samples were incubated 5 min at 37°C and analyzed by
10% SDS-PAGE followed by immunoblotting with anti-PYROXD1
(1:500), polyclonal R3500 produced in rabbit with human
PYROXD1 immunogen amino acid 488-500 (Cys Leu Leu Asp
Pro Asn Ile Asp Ile Glu Asp Tyr Phe Asp). Images were acquired
with the ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad).

Immunostaining and Microscopy
For skeletal muscle, 8 um muscle cryosections were fixed in 3%
paraformaldehyde for 15 min, extracted with cold methanol for
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10 min, and probed with primary antibodies diluted in 2% BSA/
PBS for 16 hr at 4°C: PYROXD1 (1:50; Abcam cat# ab122458 or
ab204560; RRID: AB_11129858), desmin (1:50; NCL-Des, Nova-
castra), myosin (1:20; RS034, Novacastra), and lamin A/C (1:80;
NCL-LAM-A/C, Novacastra). After washing in PBS, samples were
incubated with secondary antibody for 1 hr at room temperature,
washed, and mounted with ProLong Gold with DAPI antifade
reagent (Life Technologies). Goat anti-rabbit IgG @555 goat
anti-mouse IgGA1***88 (H1L) (1:200, A21428 and A110018, Life
Technologies). Specimens were imaged on a Leica SP5 confocal
microscope. For zebrafish, 4% paraformaldehyde (PFA)-fixed
2 dpf whole-mount or 4 dpf whole-mount and vibratome-
sectioned embryos were stained as described.' Antibodies used
were o-actinin2 (Sigma clone A7811, 1:100) and an AlexaFluor-
labeled-488 secondary antibody (Molecular Probes, 1:200) and
rhodamine-Phalloidin (Molecular Probes, 1:200). Imaging was
performed with an LSM 710 confocal microscope (Zeiss), using a
20x 1.0 numerical aperture water-dipping objective.

For yeast, living cells expressing EGFP C-terminal-tagged
PYROXD1, PYROXD1-Asn155Ser, or -Gln372His were imaged on
a fluorescence Axio Observer D1 microscope (Zeiss) using GFP fil-
ter and DIC optics with 100x/1.45 oil objective (Zeiss). Images
were captured with a CoolSnap HQ2 photometrix camera (Roper
Scientific).

Cell Culture, Constructs, cDNA Synthesis, and
Transfections

HEK293 cells were cultured and transfected as described.” Cos-7
cells and primary human fibroblasts were cultured in DMEM/
F12 with 10% FBS and 1:200 gentamycin (all from Life
Technologies). Cos7 cells were transfected with Lipofect-
amine LTX (15338-100, Life Technologies) as per the manufac-
turer’s instructions in 10 ¢cm? dishes. Human PYROXDI cDNA
(GenBank: NM_024854) was cloned into pEGFP-CI (Genscript)
via BspE1/Sall. GFP was then removed via Agel/BspEl. RNA
extraction of primary human fibroblasts was carried out using
TRIzol (Invitrogen) and alcohol precipitation. cDNA was synthe-
sized using random primers p(dn)s (Roche 11043921) or
Oligo(dt),o primers (Invitrogen 55063) and Superscript I1I reverse
transcriptase (Invitrogen 56575) according to the manufacturer’s
instructions. Primers used for PCR of PYROXDI cDNA were
exon 1 F: 5~ AGGGAAGTTCGTGGTGGTC-3'; exon 6 R: 5-TGGCC
CAAATCACTTCACAG-3'; exon 12 R: 5-AGGACGAGAATACAT
CAAAGTCG-3'.

Plasmids, Strains, Media, and Methods for Yeast Cells
The PYROXD1 and missense mutants p.Asn155Ser or p.GIn372His
cDNA sequences were cloned into pDONR221 entry vector
(Invitrogen) and then into yeast destination vectors (Addgene)
via the Gateway (Invitrogen) method to obtain the pAG415-
promGPD-PYROXD1, p.Asn155Ser or p.GIn372His (pSF371 to
pSF373) and pAG415-promGPD-PYROXD1-EGFP, p.Asn155Ser or
p-GIn372His (pSF374 to pSF376) plasmids. Plasmid sequences
were verified (GATC Biotech). S. cerevisiae strains used were
BY4742 WT (MAT«a leu2A0 ura3A0 his3A0 lys2A0) and glrld
(BY4742 glrl:kanMX). Yeast were grown in YPD-rich medium
(1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose) or in Synthetic Medium
(SD): 0.67% yeast nitrogen base (YNB) without amino acids,
2% glucose, and the appropriate —Leu dropout mix to maintain
the plasmid. Yeast cells were transformed using the modified
lithium acetate method.*!

Zebrafish

Production of Transgenic Constructs, Morpholino Injections, and RNA
Rescue Experiments

Zebrafish were maintained according to standard protocols.??
Transgenic constructs were assembled with the modular tol2 kit.
N-terminal eGFP-tagged wild-type or mutant PYROXD1 con-
structs were created using p5E-actclb,?* pSE-SP6-CMV,** p3E-pA,
and pDEST-Tol2-pA2. Transgenic constructs used were actclb-
h2afv-mCherry** and actclb-actinin3-mCherry.”® For morpho-
lino injections, ryroxd1l morpholinos (splice MO: §'-TCGATGG
TTTCTTACCTGTTCTGCA-3’, 0.25 mM and ATG MO: 5'-CCATT
GAACTTCAGCACATGGAGAT-3', 0.25 mM) and GFP morpholino
(5’-GTTCTTCTCCTTTACTCAGGATC-3/, 0.5 mM) were diluted in
distilled water and co-injected with Cascade Blue-labeled dextran
(Molecular Probes) into one-cell embryos. For RNA rescue experi-
ments, wild-type PYROXD1-eGFP RNA, lacking the morpholino
binding site, was synthesized using the mMessage mMachine
SP6 Transcription Kit (Ambion). RNA was co-injected at a concen-
tration of either 0.5 or 1 ng/uL into one-cell stage embryos with
Cascade Blue. Injected embryos were sorted for Cascade Blue label-
ing prior to analysis.

In Situ Hybridization

Whole-mount in situ hybridization was carried out as described
previously.?® Probes were constructed using specific gene primers
(F: 5-AGAAACCGAAGATGGTCAGAGA-3' and R: 5-GAGCGAA
GACGCTTCTCTTCTA-3"). Imaging was performed with an
Olympus SZX16 stereomicroscope.

c¢DNA Synthesis and Quantitative PCR

Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen Life
Technologies) and cDNA was synthesized using Protoscript first
strand cDNA synthesis kit (New England Biosciences). Quantita-
tive PCR (qPCR) was performed on a Roche Lightcycler instrument
using B-actin as a reference gene. Primers for qPCR are B-actin
(F: 5-GCATTGCTGACCGTATGCAG-3' and R: 5'-GATCCACATCT
GCTGGAAGGTGG-3') and ryroxdl (F: 5-TCAATGGCTTCAGA
GAAACAAG-3" and R: 5'-CTGTTCTGCACAAGTGACACC-3').
Swimming Assays

Touch-evoked response assays and analysis were performed on
48 hr post fertilization zebrafish as per Sztal et al."”

Electron Microscopy

Zebrafish were fixed in 2.5% gluteraldehyde, 2% paraformalde-
hyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, with post-fixation in
1% OsO4 1.5% K3Fe(III)(CN)6 in 0.065 M sodium cacodylate
buffer. Samples were dehydrated through an ethanol series and
embedded in Epon 812. 80 nm sections were stained with Uranyl
acetate and lead citrate before imaging using a Hitachi H-7500.
Muscle biopsies were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M so-
dium cacodylate buffer and processed routinely for electron micro-
scopy. Ultrathin sections were examined in an FEI Tecnai Spirit
Biotwin.

Study Approval

Ethical approval for this research was obtained from the Human
Research Ethics Committees of the Children’s Hospital at West-
mead, Australia (10/CHW/45), The University of Western
Australia, the Comité de Protection des Personnes Est IV (DC-
2012-1693), France, the Institutional Review Board of the National
Institute of Neurological Disorders and Stroke, NIH (12-N-0095),
and Ethical Committee of Hacettepe University, Faculty of Medi-
cine. Written informed consent was obtained from participants
for genetic testing, biobanking of DNA, muscle, and fibroblasts,
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Figure 1. Clinical Features of PYROXD1-Related Myopathy

(A) Pedigrees of the five affected families.

(B) Posterior view of A-II1 (i) demonstrating generalized reduction of muscle bulk and prominent scapulae. Hands of A-I12 (ii) demon-
strating marked wasting of the thenar and hypothenar eminence. Foot of A-II1 (iii) showing pes cavus and skin discoloration. C-II1 (iv)
demonstrating hyperextension of the elbow and reduced muscle bulk. C-II1 (v) wrist hyperextension. C-II2 (vi) hand and wrist
hyperextension.

(C) Axial T1 muscle MRI of calf and thigh of individuals A-112, B-II2, B-I13, and C-II2. In all individuals, the thigh shows generalized
reduction in muscle, atrophy, and fatty marbling. There is relative sparing of rectus femoris relative to vastus lateralis. The calf of indi-
viduals in family B is more mildly affected.

(D) Top: Agarose gel of PCR products of fibroblast cDNA from two affected siblings from family A (left) and family C (right). For both
families, sequencing of the lower band established in-frame skipping of exon 3 in family A and exon 4 in family C. Sequencing of
the upper band in family A identified only transcripts bearing the maternal ¢.1116 G>C (p.GIn372His) missense variant. Sequencing

(legend continued on next page)

4 The American Journal of Human Genetics 99, 1-20, November 3, 2016

PDF Creator Trial



Please cite this article in press as: O’Grady et al., Variants in the Oxidoreductase PYROXD1 Cause Early-Onset Myopathy with Internalized
Nuclei and Myofibrillar Disorganization, The American Journal of Human Genetics (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ajhg.2016.09.005

and publishing of photographs of affected individuals. Fish main-
tenance and handling were carried out as per standard operating
procedures approved by the Monash Animal Services Ethics
Committee.

Results

Recessive PYROXD1 Variants Cause Early-Onset
Myopathy with Combined Histopathology of

Multiple Internalized Nuclei and Myofibrillar
Disorganization

Clinical Features of PYROXD1 Myopathy

Nine affected individuals from five families presented with
childhood-onset muscle weakness (infancy to 8 years)
(Figure 1A; Table 1). Perinatal history and early gross motor
milestones were largely within normal limits. All affected
individuals walked between 9 and 20 months of age. Two
probands had poor head control in infancy (family C, 111
and II2). Weakness was slowly progressive. All affected
individuals were still ambulant at 7-31 years but had diffi-
culty with running and stairs. A-II1 required a cane for
support and was unable to climb stairs from 24 years. All
individuals had generalized reduction in muscle bulk
(Figure 1B) and displayed symmetrical proximal weakness
of the upper and lower limbs. Triceps brachii power was
disproportionally reduced in three affected individuals.
Distal weakness of the upper and lower limbs was also pre-
sent in families A, B, C, and E. A-II1 and A-II2 showed
marked wasting of distal musculature, in particular the
thenar and hypothenar muscles (Figure 1B, ii), with
abductor digiti minimi strength graded 3/5 and abductor
pollicus brevis 0/5 in A-I12.

Neck weakness and mild scapular winging (5/9) were
present (Figure 1B, i). Deep tendon reflexes were reduced
or absent. Moderate joint laxity was present in families A
and C (Figure 1B, iv-vi) but had resolved in family A by
adulthood. Joint contractures did not occur, with the
exception of mild tendoachilles contractures in A-II1.
Mild scoliosis was seen in 2/9, pectus excavatum in 2/9,
and thoracolumbar rigidity in family C. All affected indi-
viduals had mild to moderate facial weakness and mild
ptosis was present in 3/9. A high arched palate and dental
malocclusion were present in 7/9. Nasal speech was pre-
sent in all individuals, swallowing difficulties in 6/9,
fatigue with chewing in 2/9, and A-II2 required surgery
for velopharyngeal incompetence. Ophthalmoplegia was
not present.

Cognition was normal, except A-II1 who had mild, spe-
cific learning difficulties. Mild restrictive lung disease was
present in the teenage years, but no individual had
nocturnal hypoventilation. Frequent respiratory infec-
tions were seen in 4/9. Cardiac evaluations were normal,
except for A-II1 who had developed abnormal septal wall
motion and a low normal ejection fraction (50%) on his
most recent assessment at 27 years of age.

Creatine kinase levels ranged from normal to moderately
elevated (up to 1,051 IU/L). Electromyography (EMG) was
myopathic in all individuals tested. Electrophysiological
studies are summarized in Table S2. Nerve conduction
studies in A-II1 and A-I12, the oldest affected individuals
(26 and 29 years of age), found compound muscle action
potential (CMAP) amplitudes reduced to 1%-10% of
normal, absent peroneal CMAPs, reduced sural sensory po-
tentials, but normal upper limb sensory amplitudes, sug-
gestive of a mild length-dependent axonal neuropathy.
Muscle MRI imaging of family A showed diffuse muscle
atrophy and fatty marbling with relative sparing of rectus
femoris relative to vastus lateralis in the thigh. In family
B, only mild changes were seen, with vastus lateralis
most affected in the upper leg and gastrocnemius in the
lower leg (Figure 1C).

Histopathological Features of PYROXD1 Myopathy

Muscle biopsies were available from five affected individ-
uals (Table 1). Haemotoxylin and eosin staining showed
marked variation in fiber size and multiple internalized
nuclei, commonly occurring in clusters (Figure 24, i, v, ix,
and see EM in Figure 2B, i and vi). Occasional degenerating
and regenerating fibers were seen, with a moderate in-
crease in interstitial connective tissue. Oxidative stains
showed large central core-like zones devoid of mitochon-
drial activity (Figure 2A, ii, vi, x NADH). Immunohisto-
chemical staining of skeletal muscle demonstrated large
myofibrillar inclusions positive for desmin (Figure 24, iii,
vii, and xi), myotilin (Figure 24, iv and viii), alpha-actin
(Figure 2A, xii), and oB crystallin (not shown). Electron mi-
croscopy showed extensive sarcomeric disorganization,
with small atrophied fibers showing complete loss of sarco-
meric architecture, absence of aligned thick filaments, and
accumulation of thin filaments (Figure 2B, i, iii, iv, vi, vii,
viii). In some small fibers, electron-dense thickened z-line
remnants or small nemaline rods were also present
(Figure 2B, iv and vii). Large fibers showed multiple areas
of Z-band streaming and large, focal zones of sarcomeric
disorganization (Figure 2B, ii), devoid of mitochondria
and organelles (Figure 2B, v). Thus, PYROXD1 myopathy

of the upper band in family C identified only transcripts bearing the maternal c.464A>G (p.Asn155Ser) variant. Bottom: Schematic of
PYROXD1 exon skipping events in family A and family C (not to scale).

(E) Sequencing chromatogram of the total PCR mixture using exon 1 forward and exon 12 reverse primers. Family A shows equal peak
heights for the paternal wild-type and maternal missense variant c¢.1116 G>C (p.GIn372His) (red asterisks), suggesting approximately
equal abundance of exon 3 skipped transcripts and missense ¢.1116 G>C (p.GIn372His) transcripts among the total mRNA pool. In
contrast, family C shows evidence for maternal allele bias, with a lower peak height of the paternal c.464A relative to maternal
€.464G variant (red asterisks).

Collective data (D, right and E, right) suggest that the paternal exon 4-skipped transcripts are less abundant than the maternal c.464A>G
(p-Asn155Ser) among the total mRNA pool.
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Abbreviations are as follows: UL, upper limb; LL, lower limb; P, proximal; D, distal; ADM, abductor digiti minimi; APB, abductor pollicus brevis; MCP, metocarpophalyngeal; VPI, velopharyngeal insufficiency; CMAP,

compound muscle action potential; EMG, electromyography; NCS, nerve conduction studies; NCV, nerve conduction velocity; y, year; mo, month.

“Myofibrillar inclusions were positive to desmin, myotilin, alpha-actin, and «B crystallin.

has a distinctive histopathology that combines features
seen in central and minicore disease, centronuclear, myofi-
brillar, and nemaline myopathies.

Genetic Analyses

Exome sequencing in five unrelated families identified
compound heterozygous variants in PYROXD1 (GenBank:
NM_024854.3) in families A, C, and E and the same homo-
zygous recessive missense variant in consanguineous Turk-
ish families B and D (Figures 1A and 3). Sanger sequencing
confirmed all variants and familial segregation was consis-
tent with autosomal-recessive inheritance. DNA was not
available for D-112 or D-114.

In family A, a paternally inherited essential splice site
variant, ¢.285+1G>A (chr12: g.21598401G>A), was identi-
fied. The variant is found at low frequency in the heterozy-
gous state in the Exome Aggregation Consortium (ExAC)
database (allele frequency 4.295 x 10~°).>” cDNA analysis
performed on muscle from A-II1 (not shown) and fibro-
blasts from A-I11 and A-I12 (Figure 1D) confirmed disruption
of the donor splice site, with in-frame skipping of exon 3 a
common consequence of the splice variant (Figure 1D, left
gel, approximately equal levels of normal splicing [upper
band] and exon 3 skipping [lower band]). PCR using
exon 1 forward and intron 3 reverse primers did not provide
evidence for increased frequency of exon 3 extension in
family A relative to control fibroblasts (not shown). A sec-
ond maternally inherited missense variant, c.1116G>C
(p-GIn372His; chr12: g.21615796G>C), was not found in
the EXAC database.?’ In silico predictions support pathoge-
nicity (PolyPhen-2 score 1.0 = probably damaging;*® Pro-
vean score —4.68 = deleterious;?° MutationTaster score
0.999 = disease causing’"). c.1116 G>C is the terminal 3’
base of exon 10, but cDNA analyses revealed no obvious
consequence for splicing (Figures 1D and 1E) and approxi-
mately equal levels of the c.1116 G>C (p.GIn372His)
variant on cDNA (Figure 1E, family A; equal peak heights
at position ¢.1116G>C are asterisked).

In families B and D, exome sequencing identified a
homozygous missense variant c.464A>G (p.Asn155Ser;
chr12: g.21605064A>G) in the affected siblings (B-II2
and B-1I3 and D-II1 and D-II3, Figure 1A). The variant
was found at very low frequency in the ExAC database
and always in the heterozygous state (allele frequency
7.157 x 107°).%7 In silico predictions support pathoge-
nicity (PolyPhen-2 score 1.0 = probably damaging;*® SIFT
score 0.74 = tolerated; Provean score —4.97 = delete-
rious;*’ MutationTaster score 0.999 = disease causing”’).

Families C and E (Figure 1A) had compound heterozy-
gous variants including the c.464A>G (p.Asn155Ser;
chr12: g.21605064A>G) missense variant described in
family B and D. In family C an essential splice site variant
c.414+1G>A (chr12: g.21602626G>A) was paternally
inherited. The c.4144+1G>A variant is present in the het-
erozygous state at very low frequency in ExAC (allele
frequency 4.295 x10°).?” The c.414+1G>A (chrl2:
8.21602626G>A) variant is predicted to disrupt the donor
splice site of exon 4.°” cDNA analysis on skin fibroblasts
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Figure 2. Histopathological Findings in PYROXD1 Myopathy
(A) Histopathological findings in skeletal muscle sections from family A (A-II1, quadriceps biopsy at 11 years of age), family B (B-1I3,
quadriceps biopsy at 16 years of age), and family C (C-I12, quadriceps biopsy at 4 years of age). Haemotoxylin and eosin (H&E) staining
of muscle biopsy specimens from each family shows variation in fiber size, multiple internalized nuclei, and increased fibrous
connective tissue. Immunofluorescent staining of skeletal muscle from A-II1 and C-II2 and immunoperoxidase staining from B-II3
demonstrate inclusions highly immunoreactive to desmin, myotillin, and alpha-actin (and aB-crystallin, not shown). H&E and
immunoperoxidase images are provided via Hospital Pathology without a scale bar. Fibers in sequential sections of B-II3 are marked
with a yellow star.
(B) Electron microscopy of muscle biopsy specimens. Family A: (i) small atrophic fiber with a central nucleus and loss of sarcomeric or-
ganization; (ii) large region of Z-band streaming with only occasional areas of normal sarcomeric register; and (iii, iv) atrophic fibers
showing total loss of sarcomeric register, loss of thick filaments, and prominent Z-bands sometimes forming small nemaline bodies. Fam-
ily B: (v) Large fibers show large central minicore-like regions devoid of normal myofibrillar structure and lacking mitochondria and
organelles, with adjacent small fibers showing total loss of sarcomeric structure, accumulations of thin filaments, and loss of thick
(legend continued on next page)
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from C-lII1 and C-1I12 confirmed that the c.4144+1G>A
splice site variant disrupts normal splicing, effecting in-
frame skipping of exon 4 in a subset of transcripts
(Figure 1D, right gel: normal splicing [upper gel], exon 4
skipping [lower gel]). PCR was also performed with exon
1 forward and intron 3 or intron 4 reverse primers. Family
C fibroblast cDNA showed higher levels of exon 3 exten-
sion, relative to controls; no evidence for exon 4 extension
was observed (not shown). Sanger sequencing of cDNA
across the c.464A>G (chr12: g.21605064A>G) maternal
variant showed some evidence for maternal allele bias
(Figure 1E, family C, note lower peak height of the paternal
C.464A relative to maternal c.464G variant, red asterisks).
Collectively, our data suggest at least two outcomes from
the ¢.414+1G>A donor splice variant; in-frame skipping
of exon 4 and ectopic inclusion of intron 3 sequences
that create a premature stop codon after 97 amino acids
and may be subject to nonsense-mediated decay.

In family E the second variant was a heterozygous 4 bp
insertion, ¢.1159_1160insCAAA (p.Ala387fs*13; chrl2:
g.21620457_21620458insCAAA), which was paternally in-
herited. This frameshift variant will encode a truncated
protein lacking the conserved NADH-nitrile reductase
domain and bearing 13 ectopic amino acids downstream
of Ala387 before an early termination codon.

Families B, D, and E are Turkish. SNP markers in the re-
gion of the c.464A>G (chr12: g.21605064A>G) variant
are consistent with a shared minimal confirmed haplotype
between the three families of at least 348 Kb, from chr12:
21,331,987 to 21,680,609 (Table S3).

PYROXD1 Belongs to an Ancient Family of
Oxidoreductases

PYROXD1 (pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
[PNDR] domain-containing protein 1) is classified as a
class I pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase by
neXtprot and UniProtKB. PNDRs are an ancient family of
enzymes that regulate the redox state of other proteins. Un-
like the five other human class  PNDRs—dihydrolipoamide
dehydrogenase (DLD [MIM: 238331]), glutathione reduc-
tase (GSR [MIM: 138300]), and thioredoxin reductases 1,
2, and 3 (TXNRD1 [MIM: 601112], TXNRD2 [MIM:
606448], TXNRD3 [MIM: 606235])—PYROXD1 does not
bear a consensus redox active site within the oxidoreduc-
tase domain (Gly Gly Thr Cys Val Asn Val Gly Cys in GSR
and thioredoxin reductases, Gly Gly Thr Cys Leu Asn Val
Gly Cys in DLD; reactive cysteine disulphide underlined).
Moreover, PYROXD1 does not bear a conserved C-terminal
dimerization domain identified in all other class I PNDRs,
and instead bears a highly evolutionarily conserved nitrile
reductase domain (69% identity and 85% similar in Dictyos-
telium). Though apparently divergent to other class I

PNDRs, PYROXD1 is highly evolutionarily conserved,
with 63% identity (78% similarity) of human PYROXD1
to zebrafish PYROXD1 and 39% identity (54% similarity)
to Dictyostelium PYROXD1 (slime mold). Structural
modeling of PYROXD1 using eight homologous solved
crystal structures derived from other PNDRs support a pre-
dicted FAD-binding site (Figure 3B) that is vital for oxidore-
ductase activity of the PNDR family.°

The amino acids affected by the p.GIn372His and
p-Asn155Ser substitutions are both highly evolutionarily
conserved (Figure 3C), and removal of amino acids en-
coded by exon 3 (family A) or exon 4 (family C) (see Figures
3A and 3B) appears likely to significantly impact tertiary
folding and abolish FAD binding and enzymatic function.

Missense Variants in Human PYROXD1 Impair
Reductase Activity in Yeast

Redox activity of PYROXD1 was not previously reported,
so we established a complementation assay in yeast to
test the reductase activity of human PYROXD1 and the
impact of identified missense variants. Replacing the yeast
gene by its human counterpart is a powerful approach to
help decipher the role of the human protein.*'*? Saccharo-
myces cerevisiae has two overlapping oxidoreductase path-
ways, a cytoplasmic and a mitochondrial thioredoxin
system, sharing some enzymes. To determine the localiza-
tion of exogenous human PYROXD1 in yeast, GFP-tagged
constructs were expressed in wild-type (WT) S. cerevisiae
(Figure 3D). Fluorescent imaging of GFP-tagged PYROXD1
revealed widespread cytosolic localization, with wild-type,
p-Asn155Ser, and p.GIn372His missense mutants showing
similar, high expression in transformed S. cerevisiae by
western blot (Figure 3F). Among the cytoplasmic yeast ox-
idoreductases, the Grll glutathione reductase localizes to
the cytoplasm and mitochondria and is required for sur-
vival under oxidative stress.’* Expression of non-tagged
human PYROXD1 in glr1 4 mutant yeast that are hypersen-
sitive to H,O, due to lack of oxidoreductase activity
rescued the growth defect of the glrl4 mutant strain
(Figure 3E), with wild-type and missense mutants showing
similar, high protein levels in transformed S. cerevisiae by
western blot (Figure 3F). Conversely, p.Asn155Ser and
p-GIn372His PYROXD1 mutants failed to complement
glr14 (Figure 3F). These data show that human PYROXD1
has a reductase activity that is strongly impaired by both
identified missense variants.

Individuals with PYROXD1 Variants Show
Near-Normal or Reduced Levels of PYROXD1 Protein
in Muscle, Fibroblasts, or Myoblasts

Western blot analysis of PYROXD1 protein levels showed a
marked reduction in primary skin fibroblasts of A-II1 and

filaments; (vi) many large fibers have multiple internalized nuclei, often in clusters; and (vii) fibers show thin filament accumulations
with electron-dense aggregates that resemble thickened z-lines and small nemaline bodies. Family C: (viii) Small atrophic fiber with
loss of sarcomeric register. A large fiber shows multiple areas of Z-band streaming and a minicore-like region with absence of normal

myofibrillar structure.
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Figure 3. PYROXD1 Is an Oxidoreductase

(A) A schematic of PYROXD1 with functional domains and identified missense variants created using DOG 2.0.%° Family A, Aexon3 and
p-GIn372His (Q372H, green); families B and D, p.Asn155Ser (N155S); family C, Aexon4 and p.Asn155Ser (N155S, red).

(B) PYROXD1 homology model derived from eight homologous crystal structures (see Subjects and Methods). A co-ordinated FAD co-
factor and the position of each identified variant on the crystal structure of PYROXD1 are highlighted in green (family A, Aexon3 and
Q372H) and pink (family C: Aexon4 and N155S) as in (A).

(C) The identified missense variants p.Asn155Ser and p.GIn372His are evolutionarily conserved to primitive eukaryotes (Uniprot
identifiers): human (Q8WU10), bovine (A7YVH9), chicken (FINPI8), Xenopus (BIWAUS), Danio rerio (Q6PBTS), Dictyostelium
(Q54H36).

(D) Living wild-type (WT, BY4742) yeast cells expressing human PYROXD1-GFP, PYROXD1-N155S-GFP, or PYROXD1-Q372H-GFP
were observed by fluorescence microscopy with GFP filters and DIC optics. The merge represents the merge between the GFP and
DIC images.

(legend continued on next page)
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Figure 4. Affected Individuals with PYROXD1 Variants Show Reduced or Near-Normal Levels of PYROXD1

(A) Western blot of skin fibroblasts from two controls (42 and 46 years of age) and affected siblings from family A (29 and 26 years) and
family C (6 and 8 years). HEK293 cells transfected with a plasmid encoding human PYROXD1 establishes the apparent molecular weight
of PYROXD1 at ~60 kDa (UT, untransfected; T, transfected). A non-specific (NS) band is indicated by an arrow. Levels of PYROXD1 are
reduced in family A but not different to control levels in family C.

(B) Western blot of A-II1 triceps (11 years) (Abcam cat# ab122458; RRID: AB_11129858) shows reduced levels of PYROXD1 relative to
three age-matched control biopsy specimens (quadriceps 11 years, 10 years, 15 years). Loading controls: p-tubulin and GAPDH control
for overall protein content, with one cytoskeletal and one cytoplasmic marker; emerin controls for the number of nuclei; skeletal o-ac-
tinin controls for myofibrillar content.

(C) Western blot of myoblasts extracts from control subject and B-II3. Extracts from COS-1 cells transfected with the 500 aa human PY-
ROXD1 cDNA (GenBank: NM_024854.3) was used as size control.

A-II12 (collected at 29 and 26 years of age) (Figure 4A,
family A: AExon 3 and p.GIn372His), with no significant
change in PYROXDL1 levels in skin fibroblasts from C-II1
or C-II2 (8 and 6 years) (family C AExon 4 and
p-Asn155Ser). In-frame deletion of exon 3 or exon 4 is pre-
dicted to remove 4.4 kDa or 4.7 kDa, respectively. Using
two different anti-PYROXD1 antibodies (Abcam cat#
ab122458 or ab204560; RRID: AB_11129858), we were un-
able to detect evidence for a lower molecular weight spe-
cies, even with long exposures. Thus, our results suggest
that in-frame deletions of exon 3 or exon 4 do not produce
a stable protein. Western blot analyses of skeletal muscle
specimens from A-II1 (collected at 11 years of age) similarly
demonstrate reduced levels of PYROXD1 (Figure 4B),
consistent with results in skin fibroblasts. Western blot

analysis of family B (B-II3) cultured myoblasts detected
low levels of PYROXD1 that did not appear altered
compared to control (Figure 4C). Together, our data indi-
cate that the splice variants lead to unstable proteins that
are not detected by western blot, PYROXD1-Asn155Ser ap-
pears to have normal stability and protein levels (family B
and C), whereas PYROXD1-GIn372His is detected at
reduced levels (family A).

PYROXDL1 Is a Nuclear-Cytoplasmic Oxidoreductase

Figure 5A demonstrates the localization of PYROXD1 in
control human skeletal muscle longitudinal sections,
lightly stretched (10% passive stretch) prior to fixation to
facilitate resolution of thin and thick filaments. PYROXD1
protein shows a distinct nuclear localization and also

(E) Cultures of non-transformed wild-type (WT) or glr1A yeast, or glr1A yeast transformed with expression plasmids bearing wild-type,
N155S-, or Q372H-PYROXD1 were spotted at the indicated concentration (ODgponm) On rich (YPD) or on solid medium containing
3 mM H,0,. Plates were incubated at 30°C and observed after 48 hr.

(F) Western blot of non-transformed wild-type (WT) and glr1A, as well as glr1A yeast transformed with PYROXD1 expression vectors. The
black arrow indicates PYROXD1 and the lower panel shows the protein-stained membrane used as loading control.
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Figure 5. PYROXD1 Shows Both Nuclear and Striated Immunolocalization in Human Muscle

(A) Control stretched human skeletal (quadriceps) muscle co-stained with «-PYROXD1 (red), myotilin or desmin (green), and DAPI
(blue). PYROXD1 intensely labels peripheral myonuclei, as well as showing two ditferent patterns of striated labeling. Right: In this fiber,
PYROXD1 brightly labels consecutive myonuclei and shows cytoplasmic striated labeling that aligns with desmin (Z-band region) and
interdigitates between Z-bands (M-line region). Left: PYROXD1 does not brightly label myonuclei (asterisks show the position of DAPI-
labeled nuclei) and shows a broader banding of striated labeling spanning the breadth of the I-band.

(B) Control and All-1 tricep cross-sectioned human skeletal muscle co-stained with «-PYROXD1 (red), a-desmin (green), and DAPI (blue).
The triceps muscle from AlI-1 bears large inclusions that positively label for desmin, split fibers, and multiple internalized nuclei that
brightly label for PYROXD1. Coverslips were imaged on a Leica SPS confocal and single Z-planes are presented.

striated labeling (Figure 5SA). PYROXD1 labels some periph-
eral nuclei more intensely than other nuclei (Figure 5A,
left, asterisks show nuclei negative for PYROXD1). The
sarcomeric compartment labeled by anti-PYROXD1 anti-
bodies varied in different muscle specimens. Images pre-

sented show the two main types of striated labeling
observed. The right panel of Figure 5A shows striations
aligning both with the Z-band and interdigitating between
Z-lines (near the M-band). The left panel shows a broader
band of PYROXD1 labeling spanning the breadth of the
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I-band. These data establish that PYROXD1 localizes to the
nucleus and to sarcomeric/sarcoplasmic compartments.
Immunohistochemistry of control human skeletal muscle
in cross section similarly shows dual localization of
PYROXD1 in peripheral myonuclei as well as intramyofibril-
larlabeling throughout the contractile apparatus (Figure SB).
Levels of PYROXD1 in the triceps of A-II1 were lower relative
to control muscle, and higher capture conditions are pre-
sented in order to portray key findings. As observed in the
quadriceps of A-1I1 (Figure 24, i), the triceps muscle has large
inclusions that label positively for desmin (Figure 5B, des-
min, green) and multiple internalized nuclei (Figure 5B,

Figure 6. PYROXD1 Shows Nuclear
Localization in Human Skin Fibroblasts
and Transfected Cos-7 Cells

(A) Untransfected Cos-7 cells (top row)
and Cos-7 cells transfected with human
wild-type, p.Asn155Ser (N155S)-, or
p.GIn372His (Q372H)-PYROXD1 expres-
sion constructs co-stained for PYROXD1
(green) and lamin A/C (red) shows en-
riched labeling for PYROXD1 within the
nucleus, as well as labeling of cytoplasmic
networks. For transfected Cos-7 cells (bot-
tom three rows), asterisks demark untrans-
fected cells within the field, with much
lower levels of PyroxD1, that show very
weak labeling under optimum capture
conditions for transfected cells.

(B) Nuclear-cytoplasmic labeling is ob-
served for endogenous PYROXD1 in pri-
mary human fibroblasts.

Merge

DAPI, blue) that label positively
for PYROXD1-GIn372His (Figure 5B,
PYROXD1, red). Levels of cytoplasmic
PYROXD1 appear brighter in myofib-
ers without myofibrillar aggregates
(Figure 5B, PYROXD1, red, enlarged
inset). Thus, our results suggest that
the equilibrium of cytoplasmic versus
nuclear PYROXD1 is shifted to more
predominant nuclear localization in
muscle fibers burdened with myofi-
brillar aggregates.

Dual nuclear-cytoplasmic localiza-
tion of PYROXD1 is supported by
immunostaining of untransfected
and transfected Cos-7 fibroblasts and
primary human fibroblasts (Fig-
ure 6). Heterologous transfection of
expression constructs encoding wild-
type, p.Asnl55Ser, or p.GIn372His
PYROXD1 into Cos-7 fibroblasts
showed a similar distribution of nu-
clear and cytoplasmic localization
(Figure 6); similar patterns of staining
for wild-type and PYROXD1 missense
variants were also observed in trans-
fected C2C12 myoblasts and immortalized human myo-
blasts (not shown). Moreover, no overt changesin PYROXD1
localization were observed in primary fibroblasts from two
siblings from family A or two siblings from family C relative
to fibroblasts from two age-matched controls (not shown).
PYROXDT1 Shows Nuclear-Cytoplasmic Localization in Mature
Zebrafish Myofibers, with Evidence for Aggregates Induced by
Expression of p.Asn155Ser and p.GIn372His Mutant Constructs
To determine the localization of PYROXD1 within the skel-
etal muscle, we overexpressed eGFP-tagged wild-type and
mutant (p.Asnl155Ser and p.GIn372His) human PYROXD1
within zebrafish muscle using the muscle-specific actc1b

Merge
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promoter. All PYROXD1 constructs show dual nuclear and
striated labeling aligning with the Z-disk, as evidenced by
co-localization with actclb:actinin3-mCherry and actclb:
H2Av-mCherry (Figure 7B, arrows). We also observed an oc-
casional thickening of the Z-disk at 48 hpf when p.Asn155Ser
and p.GIn372His PYROXD1 isoforms were overexpressed
(Figures 7C and 7D, actinin3-mCherry arrowheads).

Zebrafish with Knockdown of RyroxD1 Show
Sarcomeric Disorganization, Myofibrillar Aggregates,
and a Defect in Swimming

We identified a single PYROXD1 ortholog in zebrafish,
ryroxdl, which is expressed throughout the developing em-

Figure 7. PYROXD1 Shows Nuclear-
Cytoplasmic Localization in Zebrafish My-
ofibers, with Aggregates Induced by
Expression of Asn155Ser and GIn372His
Variants

(A) In situ hybridization on 24 hpf zebra-
fish shows widespread ryroxdl expression
including the trunk musculature (M) in
both lateral and dorsal views.

(B-D) Immunolabeling of vibratome-
sectioned embryos 4 days post fertiliza-
tion (dpf) expressing eGFP-conjugated
human PYROXDI1, either wild-type (B),
p.-Asn155Ser (C; N155S), or p.Gln372His
(D; Q372H) via a muscle-specific actin pro-
moter (actc1b) together with the Z-disk
marker Actinin3-mCherry or nuclear
marker histone H2ZA-mCherry. PYROXD1
localizes to myonuclei and shows striated
labeling of sarcomeres. Small regions of
thickening and sarcomeric disruption (ar-
rowheads and inset) were observed after
heterologous expression of N155S- or
Q372H-PYROXD1, but not with wild-
type PYROXD1.

bryo, including the skeletal muscle
(Figure 7A). To study the function of
Ryroxd1l, we analyzed the effects of
ryroxdl knockdown during early
embryogenesis (Figure 8). Both quan-
titative PCR (qPCR) and western
blot analyses confirm reduction of
Ryroxdl when ryroxdl ATG and
exon2 splice morpholinos were used
singularly and in combination (Fig-
ures 8A-8C).

To determine the effect of Ryroxdl
knockdown, we examined the swim-
ming performance of the morpho-
lino-injected embryos. Ryroxd1 single
(ATG) and double (ATG and splice)
morphants show a significant reduc-
tion in maximum acceleration in a
touch-evoke response assay at 2 dpf
compared to GFP morpholino-in-
jected control zebrafish (Figure 8C).
Co-injection of eGFP-tagged human wild-type PYROXD1
mRNA (wtPYROXD1-eGFP) with both Ryroxd1 morpholi-
nos rescued the reduction in swim performance, demon-
strating that the effect was due specifically to reduction
of Ryroxd1 (Figure 9D).

Examination of zebrafish muscle through antibody label-
ing for Actinin2 and phalloidin shows no obvious defects
in Ryroxd1 splice and ATG single morphants (Figure S1),
but disrupted sarcomeric structure is evident in Ryroxdl
double morphants (Figure 8D). By 96 hpf, Actinin2 and
phalloidin-positive aggregates are observed in Ryroxdl
ATG morphants (Figure S1). However, RyroxD1 double
morphants show severe disruption of the musculature
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with fragmentation of the muscle fibers (Figure 8E) and, in
some cases, loss of fiber integrity and accumulation of actin
at the myosepta (Figure 9A). Consistent with the improve-
ment in muscle performance, the severity of structural
muscle defects was significantly reduced by co-injection
of Ryroxdl double morphants with wtPYROXD1-eGFP
mRNA (Figure 9A), demonstrating that the phenotype is
due to reduction of Ryroxd1.

To further investigate the muscle phenotype observed
in the morphant embryos, we examined the muscle
structure using electron microscopy. In morphant em-
bryos, but not uninjected controls, we observed disintegra-
tion of the myofibrils with mitochondrial infiltration
of the resulting space, loss of Z-disk structures, and the for-
mation of electron dense, nemaline-like, bodies reminis-
cent of those observed in the human muscle biopsies
(Figure 9E).

merge \‘

Figure 8. Zebrafish Deficient for RyroxD1
Show Sarcomeric Disorganization, Myofi-
brillar Aggregates, and a Defect in Swim-
ming

(A) Quantitative PCR for ryroxdl mRNA
levels in control (uninjected) and Ryroxdl
morpholino-injected (Ryroxdl ex2 splice
MO) zebrafish at 2 dpf.

(B) Western blot for Ryroxd1l protein and
a-tubulin loading control in control (unin-
jected) and Ryroxdl morpholino-injected
zebrafish (D = Ryroxdl double morpho-
lino, ATG = Ryroxdl ATG morpholino,
and splice = Ryroxd1 splice-site targeting
morpholino) at 48 hpf demonstrates effec-
tive reduction of Ryroxd1.

(C) Ryroxdl ATG-single and ATG/splice
double morphants show a significant
reduction, of 48% and 73% respectively,
in maximum acceleration in a touch-evoke
response assay at 2 dpf compared to con-
trol zebrafish injected with a GFP targeting
morpholino (Cont).

(D and E) Antibody labeling of Ryroxdl
double morphants at 48 hpf (D) and
96 hpf (E) for Actinin2 and phalloidin
show disruption of muscle structure com-
pared to uninjected controls.

(E) At 96 hpf, Ryroxd1 double morphants
show severe disruption of the musculature
with remnants of fragmented muscle fibers
evident (arrows).

For (A) and (C), error bars represent SEM for
three independent replicate experiments
comprising 15 fish in each, **p < 0.01.

ATG splice

Discussion

This publication describes the oxido-
\ reductase function of PYROXDI

and identifies recessive variants in
PYROXDI1 as a cause of early-onset
myopathy characterized histologi-
cally by a combination of multiple
internalized nuclei, with large zones
of sarcomeric disorganization—often devoid of mitochon-
dria and organelles, accumulations of thin filaments,
thickened Z-bands, and desmin-positive inclusions (Fig-
ure 2). All affected individuals presented in infancy or early
childhood (1-8 years) with slowly progressive symmetrical
weakness affecting both proximal and distal muscles, with
normal to moderately elevated creatine kinase. Mild facial
weakness, a high palate, nasal speech, and swallowing dif-
ficulties were typical features, mild restrictive lung disease
was common, and evidence of cardiac involvement was
present in the eldest individual, now aged 27. Thus, we
emphasize the need for respiratory and cardiac surveil-
lance in individuals with PYROXD1 myopathy. Nerve
conduction studies in family A in the third decade showed
a mild length-dependent axonal sensory neuropathy.
These findings were present only in family A, so the signif-
icance is uncertain, but raises the possibility that different
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Figure 9. Human PYROXD1 Rescues Muscle Pathology and Swimming Defects in Ryroxd1 Morphants and EM of Zebrafish Muscle
Pathology

(A) Representative images depicting the range of severity of muscle defects in Ryroxdl double morphants. No obvious phenotype
(none), embryos displaying occasional broken fibers and actin accumulation (mild, arrows), severe fragmentation of muscle fibers
(severe, arrowheads), severe loss of fiber integrity and accumulation of actin at the myosepta (severe, arrows).

(B) Quantification of phenotypes (as in A) observed in Ryroxdl double morphants (Ryroxd1l D MO) injected with either 0.5 ng/pL or
1.0 ng/uL wild-type (wt) wtPYROXD1-eGFP RNA compared to Ryroxdl double morpholino injection alone (no RNA). 15-20 animals
were scored per condition, *p < 0.05.

(C) Western blot for GFP and a-tubulin in GFP morpholino-injected control embryos (cont), Ryroxd1 double morpholino-injected zebra-
fish (no RNA), and Ryroxdl double morpholino-injected zebrafish co-injected with either 0.5 ng/uL or 1.0 ng/pL. wtPYROXD1-eGFP
RNA, demonstrating translation of the injected mRNA.

(D) Ryroxd1 double morphants injected with human wtPYROXD1-eGFP mRNA show dose-dependent rescue in a touch-evoke response
assay at 2 dpf. Ryroxd1 double morphants injected with 1.0 ng/pL human wtPYROXD1-eGFP show a 61% increase in maximum accel-
eration compared to Ryroxdl double morphants (no RNA), achieving similar levels of maximum acceleration to wild-type embryos
injected with a control GFP targeting morpholino (GFP MO).

(E) Electron micrograph of muscle (i) in a wild-type uninjected 96 hpf zebrafish embryo; examination of Ryroxd1l double morphant
embryos (ii-iv) demonstrates myofibrillar fragmentation (ii, arrows) with mitochondrial infiltration, small nemaline-like bodies
(iii, black arrowheads), and Z-disk fragmentation and loss (iii-iv; black arrowheads).

Scale bar represents 1 um. Error bars represent SEM for three independent replicate experiments comprising 15 animals in each replicate
experiment, *p < 0.05, **p < 0.01.

PYROXD1 variants may eventually predispose to the devel- showed absence of PYROXD1. Analysis of splice variants
opment of a neuropathy with increasing age. identified in PYROXD1 in family A and family C revealed

All families identified in this study for which muscle, a subset of transcripts with in-frame deletion of amino
myoblasts, or fibroblasts were available exhibited either acid sequences encoded by exon 3 (family A) or exon 4
normal levels or reduced levels of PYROXD1; noindividual  (family C). However, we could not find evidence for
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expression of truncated proteins, suggesting that the re-
sulting protein products are unstable and degraded. The
two substitutions p.Asn155Ser and p.GIn372His strongly
impair the oxidoreductase activity of PYROXD1 in a
yeast heterologous expression system. Importantly, no
affected individuals described to date possess two predicted
loss-of-function variants or exhibited complete loss of
PYROXD1 in skin fibroblasts or skeletal muscle specimens.
Thus, our findings suggest that myopathy results from par-
tial loss of PYROXD1 function. Of note, targeted deletion
of PYROXDI1 in murine models results in embryonic
lethality (our own studies and confirmed by the Interna-
tional Mouse Phenotyping Consortium). This suggests
that recessive loss-of-function variants in PYROXD1 may
result in a severe-lethal presentation in humans. Our
current studies are defining the tissue-specific and develop-
mental expression of PYROXD1, together with determina-
tion of the consequences of PYROXD1 deficiency, using
a PYROXD1 conditional knock-out and LacZ reporter
mouse-model.

PYROXD1 mRNA is ubiquitously expressed at low levels
(GTex Portal). PYROXD1 is highly evolutionarily con-
served to unicellular eukaryotes, with functional FAD-
dependent oxidoreductase and NADH-dependent nitrile
reductase domains present in prokaryotic enzymes. Thus,
PYROXD1 has an ancient biology not yet understood. In
contrast to PYROXD1, the five other class I PNDRs are
well characterized and play significant roles in regulation
of cellular redox: glutathione reductase (GSR), thioredoxin
reductases 1, 2, and 3 (TXNRD1, TXNRD2, and TXNRD3),
and mitochondrial dihydrolipoyl dehydrogenase (DLD).®
Recessive variants in DLD cause dihydrolipoamide dehy-
drogenase deficiency (DLDD [MIM: 246900]), a metabolic
disorder characterized by lactic acidosis and neurological
dysfunction. Dihydrolipoamide dehydrogenase is the E3
component of several vital mitochondrial enzyme com-
plexes, including pyruvate dehydrogenase and ketogluta-
rate dehydrogenase, affecting oxidative metabolism via
both the citric acid cycle and fatty acid biosynthesis.®

In addition to the reducing capabilities of their enzyme
co-factors (FAD and NAD), PNDRs typically bear an
intrinsic “redox active site” that catalyzes the final step
to reduce their substrate, most commonly a conserved
redox-reactive disulphide motif. Many PNDRs form enzy-
matic homodimers via a C-terminal conserved motif and
are grouped into two classes (class 1 and class 2), according
to characteristics related to nucleotide and flavin binding
sites, the type of non-flavin redox active site, and the
structural features of their dimer interface.** Although
PYROXDI1 is classified as a class 1 PNDR, it does not
contain a conserved redox active disulphide within the
oxidoreductase domain, nor a classical C-terminal dimer-
ization motif, and thus appears a divergent member of
the class I PNDR family.

Importantly, using a heterologous complementation
assay in yeast, we showed that human PYROXD1 exhibits
a reductase activity that can rescue the H,O, sensitivity of

yeast cells lacking the glutathione reductase glrl. As the
two missense variants impair this activity, it supports
that the myopathy observed in affected individuals arises,
at least in part, from a defect in oxidoreductase activity.
Future work will need to identify what are the substrate(s)
of PYROXD1 to better understand the pathophysiology.

Immunolocalization studies in human skeletal muscle,
skin fibroblasts, and zebrafish myofibers show that
PYROXD1 localizes to both the nucleus and cytoplasmic/
sarcomeric compartments. Knockdown of the zebrafish
ortholog Ryroxdl produced embryos with abnormal
musculature and marked sarcomeric disorganization
within individual myofibrils, including Z-disk loss and
fragmentation and the presence of electron-dense bodies,
reminiscent of findings observed in human muscle bi-
opsies. In addition to the pathological features observed,
Ryroxdl morphants also performed poorly in a touch-
evoked swim assay, consistent with impaired muscle
function.

In summary, we describe PYROXD1 as a nuclear-cyto-
plasmic oxidoreductase conserved through evolution and
important for human skeletal muscle biology. Recessive
variants in PYROXD1 cause an early-onset myopathy char-
acterized by slowly progressive limb and facial weakness,
nasal speech, and swallowing difficulties. PYROXD1
myopathy histopathology is distinctive in that it combines
multiple pathological hallmarks characteristic of different
myopathies: central core and minicore disease, centronu-
clear, myofibrillar, and nemaline myopathies. Although
one or two of these histopathological features can often
exist in combination, it is rare to observe core-like zones,
multiple internal nuclei, extensive myofibrillar disorgani-
zation, myofibrillar accumulations, and small nemaline-
like bodies all within a single biopsy specimen. Thus, our
discovery of PYROXD1 myopathy introduces altered redox
regulation as a primary disease mechanism in congenital
myopathy and raises the provocative possibility that
several pathological endpoints in the myopathies may be
linked ultimately to altered cellular redox.

Supplemental Data

Supplemental Data include five case reports, one figure, and three
tables and can be found with this article online at http://dx.doi.
0rg/10.1016/j.ajhg.2016.09.00S.
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Abstract Muscle contraction upon nerve stimulation relies
on excitation—contraction coupling (ECC) to promote the
rapid and generalized release of calcium within myofib-
ers. In skeletal muscle, ECC is performed by the direct
coupling of a voltage-gated L-type Ca’" channel (dihy-
dropyridine receptor; DHPR) located on the T-tubule with
a Ca’* release channel (ryanodine receptor; RYR1) on the
sarcoplasmic reticulum (SR) component of the triad. Here,
we characterize a novel class of congenital myopathy at
the morphological, molecular, and functional levels. We
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describe a cohort of 11 patients from 7 families present-
ing with perinatal hypotonia, severe axial and generalized
weakness. Ophthalmoplegia is present in four patients. The
analysis of muscle biopsies demonstrated a characteris-
tic intermyofibrillar network due to SR dilatation, internal
nuclei, and areas of myofibrillar disorganization in some
samples. Exome sequencing revealed ten recessive or dom-
inant mutations in CACNAIS (Ca,l1.1), the pore-forming
subunit of DHPR in skeletal muscle. Both recessive and
dominant mutations correlated with a consistent phenotype,
a decrease in protein level, and with a major impairment
of Ca" release induced by depolarization in cultured myo-
tubes. While dominant CACNAIS mutations were previ-
ously linked to malignant hyperthermia susceptibility or
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hypokalemic periodic paralysis, our findings strengthen
the importance of DHPR for perinatal muscle function in
human. These data also highlight CACNAILS and ECC as
therapeutic targets for the development of treatments that
may be facilitated by the previous knowledge accumulated
on DHPR.

Keywords DHPR - Congenital myopathy - Excitation—
contraction coupling - Triad - Centronuclear myopathy -
Core myopathy - Myotubular myopathy

Introduction

Excitation—contraction coupling (ECC) is the process by
which an action potential triggered by nerve-induced mus-
cle membrane depolarization causes the muscle fiber to
contract. In skeletal muscle, ECC relies on a direct cou-
pling between a Ca* release channel (the ryanodine recep-
tor; RyR1) located on the sarcoplasmic reticulum (SR),
and a voltage-gated L-type Ca®t channel (the dihydropyri-
dine receptor; DHPR) on the T-tubule [33]. ECC occurs at
the triad, a specialized membrane structure formed by the
apposition of a sarcolemma invagination (the T-tubule) and
two SR saccules containing RyRs [10]. Upon depolariza-
tion, activation of the DHPR induces the opening of RyR1
and the release of Ca®* from the SR stores, subsequently
triggering muscle contraction.

The CACNAIS (Ca,1.1) gene encodes the pore-forming
subunit of DHPR in skeletal muscle. It is composed of 44
exons and has an embryonic splice variant lacking the in-
frame exon 29. CACNAIS is a 1873 amino-acid protein
with four transmembrane domains (I-IV), each with six

Assistance Publique des Hopitaux de Paris (AP-HP),
Service de Pédiatrie, Hopital Raymond Poincaré, Hopitaux
Universitaires Paris-Ile-de-France Ouest, Garches, France

Centre de Référence de Maladies Neuromusculaires Garches-
Necker-Mondor-Hendaye (GNMH), Garches, France

Réseau National Francais de la Filiere Neuromusculaire
(FILNEMUS), Garches, France

16 Centre de Référence de Pathologie Neuromusculaire

Paris-Est, Groupe Hospitalier Pitié-Salpétriere, Paris, France

Consultant-Neuropathology Department, National Pediatric
Hospital J-P-Garrahan and Institute for Neurological
Research-FLENI, Buenos Aires, Argentina

Present Address: Division of Neurology, Department
of Pediatrics, The Hospital for Sick Children, University
of Toronto, Toronto, ON, Canada

Division of Neurology at Children’s Hospital of Los Angeles,
Department of Pediatrics, Keck School of Medicine,
University of Southern California, 4650 W. Sunset Blvd,
Mailstop #34, Los Angeles, CA 90027, USA

@ Springer

PDF Creator Trial

transmembrane segments (S1-S6) [40]. The loop between
domains IT and III is instrumental in mediating the activa-
tion of RyR1 [8, 21, 33]. The importance of CACNAIS
in ECC has been demonstrated in cellula and also in vivo.
Cells lacking CACNAI1S have impaired ECC, and mice and
drosophila with defective CACNAI1S (DmcalD ortholog in
the fly) are embryonically lethal [5, 9, 18]. In adult mice,
CACNAIS appears to control muscle mass as acute down-
regulation of Cacnals leads to massive atrophy, although
ECC was functional [30].

Heterozygous dominantly acting CACNAIS mutations
have previously been associated either with malignant
hyperthermia susceptibility (MHSS5; MIM#601887) trig-
gered by volatile anaesthetics [25], hypokalemic peri-
odic paralysis (HOKPP; MIM#170400) characterized by
periodic attacks of muscle weakness associated with a
decrease in the serum potassium level [16, 32], and thy-
rotoxic periodic paralysis (TTPP1; MIM#188580) [20].
Moreover, alternative splicing of exon 29 is repressed
in patients with myotonic dystrophy and correlates with
increased channel conductance and voltage sensitivity
[38]. However, the link between mutations of DHPR and
a myopathy is not yet fully established. More generally,
triad defects due to mutations in other genes encoding for
the ECC machinery have been reported in a sub-class of
myopathies known as triadopathies, while secondary triad
abnormalitics may be observed in several other muscle
diseases [1, 6].

In this study, we analyzed a cohort of patients with con-
genital myopathy, a clinically and genetically heterogene-
ous group of muscle diseases of variable severity, char-
acterized by antenatal, neonatal, or early onset, ranging
from severe fetal akinesia to milder forms of hypotonia
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and muscle weakness, in conjunction with the presence of
characteristic morphological hallmarks on skeletal muscle
biopsy [26, 35]. Histopathologically and ultrastructurally,
they can be sub-classified into nemaline myopathies with
rods inclusions and/or protein aggregates, core myopa-
thies with well-defined muscle fiber areas devoid of oxi-
dative enzyme activity, and centronuclear myopathy with
several fibers with internal and centralized nuclei. Fiber-
type disproportion with a bias toward smaller and more
abundant type 1 fibers is a feature common in several
forms of congenital myopathies [27]. Advances in recent
genetic technologies combined with extensive studies of
large families and well-defined cohorts led to the identi-
fication of approximately 30 causative congenital myo-
pathy genes (http://www.musclegenetable.fr), of which a
majority encodes proteins associated with the sarcomere
structure or its stability [22, 23, 26, 35]. Despite these
advances, approximately half of patients with congenital
myopathies remain without a confirmed genetic diagno-
sis, which is essential for appropriate disease manage-
ment, prognosis, genetic counseling, and development of
therapies [2].

Here, we identified by exome sequencing both recessive
and dominant CACNA 1S mutations as a cause of a congeni-
tal myopathy characterized by peculiar morphological hall-
marks in a cohort of 11 patients from 7 families.

Materials and methods
Patients

Eleven patients from seven unrelated families from Cau-
casian, Argentinean, or Vietnamese origin were included
in this study. The cohort comprises 3 sporadic cases
(patients P2, P5, and P9), 2 families with dominant inher-
itance (P6-8; P10, and P11), and 2 families with several
affected siblings and recessive inheritance (P1; P3, and
P4). All patients presented with a clinical history of a
congenital myopathy and underwent detailed clinical
examinations. Clinical, histopathological, and genetic
features are summarized in Table 1. Sample collec-
tion was performed with written informed consent from
the patients or parents according to the declaration of
Helsinki.

Muscle imaging

CT scan for P1 and MRI for P2, P4, P5, P7, P8, P9, P10,
and P11 were performed. TI-STIR was performed for P4,
PS5, P7, P8, P9, P10, and P11. P2 was scaled by the Mer-
cury method.

PDF Creator Trial

Exome sequencing and analysis

Genomic DNA of patients and relatives was isolated from
peripheral blood by phenol-chloroform extraction. DNA
storage and usage was IRB approved (DC-2012-1693 and
12-N-0095 for NIH). Exome sequencing (ES) was per-
formed for all living patients, the parents of families 1 and
6, the mother of P3 and P4 in family 3, and the father of
P7 and P8 in family 5. ES was performed at CNG (Evry,
France), at DeCode as part of Neuromics (Reykjavik, Ice-
land), at the Broad Institute (Cambridge, USA) and at the
UCLA (Los Angeles, USA). Fragmented genomic DNA
was enriched for exons using the SureSelect Human all
Exon 50 Mb capture library v5 (Agilent, Santa Clara,
USA) and sequenced 90nt paired-end on Illumina HiSeq
2000/2500 sequencers.

Sequence data were aligned to the GRCh37/hgl9 ref-
erence genome using the Burrows—Wheeler aligner soft-
ware (http://bio-bwa.sourceforge.net), and variant calling
was performed with SAMtools or the UnifiedGenotyper
(https://www.broadinstitute.org/gatk). The following data-
bases were used for variant annotation and filtering: Exome
Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), ExXAC
Browser (http://exac.broadinstitute.org/), dbSNP (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000  genomes
(http://www.1000genomes.org/), as well as in-house exome
databases. Variants ranking was performed with VaRank
[13].

Confirmation of variants was performed by Sanger
sequencing. Haplotype analysis between families 1 and 2
was performed using four (CA)n microsatellites flanking
the CACNAIS gene, which are localized 39- and 25-kb
upstrcam and 3.5-and 18-kb downstream, respectively
(coordinates, primers, and conditions are available on
request).

Morphological studies

An open deltoid muscle biopsy was performed for patients
P1, 2, 3, 6, 7, and 9 following informed consent. Age at
muscle biopsy varied from 6 months to 60 years. A nee-
dle quadriceps biopsy was performed on patient 5 at
9 months and a bicep brachii biopsy was performed for
P10 at 44 years of age. For the conventional histochemical
techniques, 10-um cryostat sections were stained with hae-
matoxylin and eosin (H&E), modified Gomori trichrome
(mGT), periodic acid Schiff technique (PAS), oil red O,
reduced nicotinamide adenine dinucleotide dehydroge-
nase-tetrazolium reductase (NADH-TR), succinic dehy-
drogenase (SDH), cytochrome oxidase (COX), the mena-
dione-nitro blue tetrazolium, and adenosine triphosphatase
(ATPase) preincubated at pH 9.4, 4.63, or 4.35.
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sial fibrosis

myofibrillar network
Uniformity of type I

Predominance of type

Predominance of
type I fibers

Uniformity of type I
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aspect of the inter-

I fibers

myofibrillar network
Uniformity of type I

fibers

fibers

Phenotypes are similar in the different affected from the same family, unless indicated otherwise. Antenatal onset based on delayed/decreased fetal movements

P Proximal, D distal

Digital photographs were obtained with a Zeiss Axi-
oCam HRc linked to a Zeiss Axioplan Bright Field
Microscope and processed with the Axio Vision 4.4 soft-
ware (Zeiss, Germany) for the majority of patients with
exception of patient 5 where a digital Leica scanner was
used.

Electron microscopy

Electron microscopy analysis was performed in patients P1,
2,4,6,7,9, and 10. Muscle specimens were fixed with glu-
taraldehyde (2.5%, pH 7.4), post fixed with osmium tetrox-
ide (2%), dehydrated, and embedded in resin (EMBed-812,
Electron Microscopy Sciences, USA). Ultra-thin sections
from three blocks from cach patient were stained with ura-
nyl acetate and lead citrate. The grids were observed using
a Philips CM 120 electron microscope (80 kV; Philips Elec-
tronics NV, Eindhoven, The Netherlands) and were photo
documented using a Morada camera (Soft Imaging System,
France).

Immunohistochemistry and immunofluorescence

Frozen muscle samples for immunohistochemical and
immunofluorescence analyses were available for five
patients (P1, 5, 6, 7, and 9). Fast, slow, developmental,
nconatal myosin heavy chain (NCL-MHCn, Novocas-
tra Laboratories, Newcastle Upon Tyne, UK) antibodies
were applied to 10-pum-thick cryosections, and revealed
by immunoperoxidase techniques (ROCHE-Benchmark
XT). In addition, immunofluorescence analyses were
assessed on 8-pm-thick cryosections overnight at 4 °C
using different antibodies as Myosin alpha and becta-
slow heavy chain, fast 2A heavy chain, and 2X myosin
heavy chain (BA-D5, SC-71, and 6H1, Developmen-
tal Studies Hybridoma Bank, University of Iowa, lowa
City, USA), CACNALS antibody (ab2862 mouse mono-
clonal, Abcam, Cambridge, UK), Ryanodine Receptor
1 (C-terminal rabbit polyclonal), and triadin (kind gift
from Isabelle Marty, rabbit polyclonal) [34]. Subse-
quently, sections were incubated with appropriate con-
jugated secondary antibodies during 1 h. A set of con-
trol slides was prepared with omission of the primary
antibodies and using aged-matched non-myopathic
muscles.

RNA studies

RNA was extracted from muscle samples of P1 and
P3 and from myotubes differentiated from fibroblasts
infected by a MyoD expressing lentivirus for P5 using
Tri-Reagent (Molecular Research Center, Inc., Cincin-
nati, USA) according to the manufacturer’s instructions.

@ Springer



Acta Neuropathol

Reverse transcription was done using random and
oligo-d(T) primers. Amplification of the regions of
interest was performed with specific CACNAIS prim-
ers (Supplementary Table 1) and PCR products were
Sanger-sequenced.

Western Blot

Cryostat sections of fresh frozen muscle tissue were
lysed in a buffer containing 2% SDS, 5% beta-mercap-
toethanol, and 62.5 mM tris HCI pH 6.8 with a mix of
protease inhibitors (Sigma). Samples were quickly
micro-centrifuged. Laemmli buffer was added and sam-
ples were denatured at room temperature. Total protein
extract were scparated on 10% SDS-PAGE and trans-
ferred to nitrocellulose membranes, blocked with non-fat
milk, and incubated overnight with anti-CACNAI1S anti-
body. Immunoblots were visualized by Immobilon West-
ern Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, Saint
Quentin in Yvelines, France) on a G-Box system using
the GeneSnap software (Ozyme, Montigny le Breton-
neux, France).

Myotubes from patient P1 and from healthy controls
were lysed in a buffer containing 50 mM Tris, 100 mM
NaCl, 1 mM EGTA, 0.5% NP-40, 0.5% Triton-X100,
0.1% SDS, 1 mM DTT, 1 mM PMSEF, and a mix of pro-
tease inhibitor (Complete EDTA-free, Roche), and dena-
tured in Laemmli buffer at 95 °C. Total protein extracts
were separated on 6% SDS-PAGE gel and transferred to
a nitrocellulose membrane. Detection of CACNAILS was
done with an antibody targeting the middle part of the
protein (HPA048892, Sigma, St. Louis, USA). Loading
control was verified with the use of a stain-free technique
(Trichloroethylene, Sigma, St. Louis, USA) and imaged
were acquired with the ChemiDoc Touch Imaging System
(Bio-Rad).

Cell culture and imaging

Muscle cells were established from patient P1 by the
Cochin Center (Paris, France). Cells were plated on a thin
matrigel layer on 35 mm dishes (Ibidi, Martinsried, Ger-
many) with proliferation medium [DMEM/HAMFI10 (1:1),
20% FCS, HEPES 10 mM, penicillin 100 Ul/mL, strep-
tomycin 100 pg/mL], then differentiated into myotubes
at 80% confluence by changing the medium (DMEM,
2% HS, Penicillin 100 UI/mL, streptomycin 100 ug/mL).
The next day, an upper layer of matrigel was added and
the differentiation medium was changed every 2 days for
10 days. Myotubes were fixed with 4% PFA and incubated
with antibodies against CACNA1S (HPA048892, Sigma,
St. Louis, USA) and RYR1 (R129, Sigma, St. Louis,
USA).
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Intracellular calcium measurements

Patient P1, P10, and control muscle cells were transferred
onto glass coverslips and allowed to proliferate in growth
medium until visible groups of >10 cells were formed.
The medium was then switched to differentiation medium,
and Ca’* measurements were performed 7—-10 days later.
Free cytosolic [Ca?"] was determined using the fluorescent
Ca*t indicator Fura-2 as described [4, 7, 36]. Coverslips
were mounted onto a 37 °C thermostatted chamber which
was continuously perfused with Krebs—Ringer medium.
Individual cells were stimulated with different concentra-
tions of KClI or 4-chloro-m-cresol, with a 12-way 100-mm-
diameter quartz micromanifold computer-controlled micro-
perfuser (ALA Scientific) as previously described [39].
On-line (340 nm, 380 nm, and ratio) measurements were
recorded using a fluorescent Axiovert S100 TV inverted
microscope (Carl Zeiss GmbH, Jena, Germany) equipped
with a x20 water-immersion FLUAR objective (0.17
numerical aperture) with filters (BP 340/380, FT 425, and
BP 500/530) and attached to a Cascade 125+ charge-cou-
pled device camera. The cells were analyzed using Meta-
morph (Molecular Devices) imaging system, and the aver-
age pixel value for each cell was measured at excitation
wavelengths of 340 and 380 nm. Ca®* calibration was per-
formed as previously described.

Results

Characterization of a cohort of patients with congenital
myopathy

Our cohort is composed of 11 patients from 7 unrelated
families and includes 4 females (P3, P4, P6, and P11) and
7 males (P1, P2, P5, P7, P8, P9, and P10). Ages range from
8 to 60 years. Clinical summary, histopathological features,
and genetic characterization of all patients are provided in
Table 1. Family history reveals potentially recessive inher-
itance for two families (F1 and F3) and 2 families had a
clear dominant transmission (F5 and F7), while P2, PS5,
and P9 were sporadic cases. All patients presented with a
congenital myopathy involving congenital or early onset
hypotonia, delayed motor milestones, and progressive mus-
cle weakness, with prominent axial involvement in most
patients. Decreased fetal movement and breech presenta-
tion suggested antenatal involvement in several patients. In
addition, one patient (P5) also had periodic paralysis and
loss of speech during periods of illness and stress. These
symptoms improved significantly after treatment with
acctazolamide, a carbonic anhydrase inhibitor known to be
beneficial for some HOKPP patients [24]. All patients had
mild facial involvement, four patients had ophthalmoplegia
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Fig. 1 Characterization of
histological features in skeletal
muscle. Serial muscle sec-
tions from patients P1 (a, c, e)
and P9 (b, d, f). The mesh of
the intermyofibrillar network
displays an “alveolar” aspect,
particularly on the oxidative
staining (NADH-TR: ¢, d, e, f);

ATP 9.40

this appearance is also observed 0
with ATPases reactions. Uni-
formity of type 1 muscle fibers
is observed on ATP 9.40 stain-
ing: a and b). The same fibers
on consecutive serial sections
are noted with stars
NADH-TR
(x20)
NADH-TR SEEs
(x40) RES

and one patient had ptosis. The respiratory system is het-
erogencously affected ranging from normal to severely
impaired. Most of the patients had mild-to-severe swal-
lowing issues. There was no cardiac involvement or clear
involvement of other non-neuromuscular functions. Serum
creatine kinase (CK) levels were within normal range in 9
patients but clevated in the 2 patients from family 7 (1000-
2000 U/l range).

Morphological study has been done on muscle biop-
sies for individuals in six families (Fig. I, Supplementary
Figure S1). Histological analyses of the muscle biopsies
of four families (F1, F2, F5, and F6) showed an alveolar
aspect of the intermyofibrillar network on NADH-TR stain-
ing (Fig. 1c—f). For family F4, we noted a similar reticular
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P1 (Recessive)

pattern of intermyofibrillar network with rare whorled fib-
ers. Fiber size variability was present in five families (F1,
F4, F5, F6, and F7) (Fig. 1, Supplementary Figure 1). Cen-
tralized or internalized nuclei were observed in five fami-
lies (F1, F2, F4, F6, and F7) and core-like or focal disor-
ganization of the structure in four families (F1, F2, F4, and
F7). For patient P5 from family F4, these last features were
seen in a few fibers, maybe reflecting the fact that these
features appear with time as this patient was biopsied at
9 months old, while the others were biopsied in childhood
or adulthood. Uniformity of type 1 (Fig. 1; and immuno-
fluorescence assay, not shown) was observed in Fl1, F2,
F6, and predominance of type 1 fibers in families F4 and
F5 was noted. Similar to P5, the biopsy of patient P10 in
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P2 (Recessive) P1 (Recessive)

P9 (Dominant)

Fig. 2 Changes in muscle ultrastructure caused by CACNAIS muta-
tions in patients P1 (recessive; a—c), P2 (recessive; d-f), and P9
(dominant; g—i). P1 biopsy shows multiple triads (arrows, a) and
dilated T-tubules (arrows, b) and a few focal zones of myofibrillar

family F7 showed a dystrophic aspect, with mild increase
in endomysial connective tissue, scattered split fibers, in
addition to an increase in number of centralized nuclei.
In addition, P10 showed occasional fibers with degenera-
tion or regeneration, which is consistent with the finding of
increased serum CK to levels more than 1000 TU/I.

The ultrastructure of muscles from patients P1, P2, P3,
P6, P7, P9, and P10 was investigated with electron micros-
copy and uncovered common features, such as dilated
T-tubules and SR (Fig. 2b, d, e, g—i) and focal zones of
myofibrillar disorganization (Fig. 2c, f). In P1, increased fre-
quency of triads per sarcomere has been observed (Fig. 2a).
Long T-tubules and small areas of altered sarcomere stria-
tion could be seen in P2 (Fig. 2d—f). Muscle sections from
P6 and P7 displayed less abnormalities and only some SR
and T-tubules were dilated. However, the junctional feet
between SR and T-tubules appeared normal in all patients.

The overall histological and ultrastructural findings were
suggestive of a diagnosis of centronuclear or core myopa-
thy. Exome analysis and targeted sequencing of the known
related genes, including MTM1, BINI, DNM2, and RYRI,
did not reveal any pathogenic variations.

A Springer

PDF Creator Trial

disorganization (c¢). P2 biopsy shows slight dilatation of the SR with
apparently normal junctional feet connection (arrows, d, e) and small
areas of disorganization (f). P9 biopsy shows numerous highly dilated
SR around the myofibrils (arrows, g—i)

Muscle MRI or CT scan of the lower limbs was performed
on nine patients (Fig. 3). Symmetric involvement of anterior
and posterior compartments at the level of the thigh was seen
in all, varying from mild atrophy in patients P7 and P8 to a
marked atrophy in P5 and severe and extensive fatty infiltra-
tion throughout all muscle groups in patients PS5 and P10.
Anterior compartment muscles were slightly more involved
than hamstrings in most. In some patients (P1, P2, and P9),
the semitendinosus muscle was selectively more affected than
the biceps femoris and semimembranosus. In patients P10
and P11, there was also relative sparing of the vastus interme-
dius and adductor magnus. Where available, imaging at the
level of the leg showed findings ranging from mostly absence
of involvement to a pattern with relative sparing of the tibi-
alis anterior and posterior muscles as compared to soleus and
gastrocnemii.

In summary, all patients display a consistent phenotype
of neonatal or early onset progressive muscle weakness with
facial involvement and peculiar structural alterations on the
muscle biopsy, with variable extra-ocular involvement and
CK elevation, suggesting a common genetic basis of the
disease.
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Fig. 3 CT scan (P1) and Muscle MRI of the thighs (P2, P4, P5, P7,
P8, P9, P10, and P11) showing muscle involvement of nine patients.
P1, P2, P4, P5, P9, P10, and P11 show more severe wasting and fatty
infiltration of the anterior compartment in the thigh (vastus lateralis).

Identification of dominant and recessive mutations
in CACNAIS

To identify the genetic cause of the disease, we performed
exome sequencing on all available affected individuals, as
well as one or both parents of families 1, 3, 5, and 6. With
the use of different bioinformatics pipelines, we filtered and
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In addition, selective fatty infiltration of semitendinosus is observed
in P1, P2, and P9 (black arrow). P7 and P8 do not show major abnor-
malities other than muscle wasting more prominent in the anterior
compartment

ranked the best candidate genes and identified several rare
variants in CACNAIS, the gene coding the alpha 1 subunit
of the L-type voltage-dependent Ca>* channel, and a major
protein for excitation—contraction coupling in skeletal mus-
cle. All variants were validated by Sanger sequencing in all
available family members and segregation with the disease
was confirmed.
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a Recessive cases
Family 1 Family 2 Family 3 Family 4
€.1188_1190del (p.S397P1s"3) c.4453C>T (p.Q1485%) c.825C>A (p.F275L) c.3795G>T (p.Q1265Hfs"57)
c.4967del (p.L.1656Rfs*67) c.4967del (p.L1656Rfs*67) €.2371delC (p.L791Cfs*37) ©.298G>T (p.E100K)

L] - . [ ] L L] L ]

OMO N M~ Y X ¥ o
° @ 2 T ee oo e
b Dominant cases, De novo
Family 5 Family 6 Family 7
€.2225C=A (p P742Q) ©.2224C>T (p P7428) ¢ 4098C>G (p.L1367V)
® P6
P10
® P9

P7 ® o P8 ® P11
c - . - -

W Recessive mutations in congenital myopathy | . study

@ Dominant mutations in congenital myopathy

@ Dominant malignant hyperthermia

© Dominant hypokalemic periodic paralysis

I 11 11 v

T-ubule ET100K

lumen \

L1367V

Q1265Hfs*57

S397Pfs*3 Q1485

P742Q L1656Rfs*67 COOH

Mouse CACNA1S EV DY P —————
Zebrafish CACNA1Sh  EV I FPD—————
Zebrafish CACNA1Sa EIBSEF

Four families (F1-F4) displayed recessive disease seg- ~ ¢.4967del). P2 from Family 2 carries a non-sense muta-
regation with compound heterozygous mutations (Fig. 4a). tion in exon 37 (p.Q1485%; c.4453C>T) and the same
P1 from Family 1 has two frameshift mutations in exons  exon 40 frameshift as P1. The shared c.4967del mutation
9 (p.S397Pfs*3; ¢.1189_1190del) and 40 (p.L1656Rfs*67, in Families 1 and 2 is likely to be from a different origin
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4 Fig. 4 Genetic analysis of recessive and dominant families mutated
in CACNAIS. a Pedigree and mutations for the four families with
recessive inheritance and b for the three families with dominant or de
novo inheritance. Mutations were screened in all depicted individuals
except if indicated deceased. The presence and segregation of muta-
tions are indicated by colored dots; if absent, the individuals do not
carry any mutation supporting a de novo appearance in families 5, 6,
and 7. ¢ Schematic representation of CACNATS showing the position
of the novel mutations found in congenital myopathy (numbered),
and in malignant hyperthermia or hypokalemic periodic paralysis. d
Protein sequence alignment demonstrates the specificity of the Pro-
line 742 in CACNAIS compared to other alpha 1 subunit of DHPR
and the conservation of this residue in different species

considering that they do not share a common haplotype
for 2 upstream microsatellites loci, the nearest being 25 kb
from the gene. The two siblings P3 and P4 from Family 3
carry a missense mutation in exon 6 (p.F275L; c.825C>A)
and a frameshift in exon 18 (p.L791Cfs*37; ¢.2371delC).
PS5 from Family 4 carries two predicted missense mutations
in exons 30 (p.Q1265H; ¢.3795G>T) and 3 (p.E100 K,
¢.298G>A). The respective parents of the patients are car-
rier of one mutation each, and the 2 unaffected siblings in
family 1 carry a single variant, consistent with recessive
inheritance.

In the remaining 3 unrelated families, 3 novel heterozy-
gous variants were identified in 5 patients (Fig. 4b). The
affected individuals P6, P7, and P8 from family 5 carry a
missense mutation in exon 16 (p.P742Q; ¢.2225C>A) that
appears de novo in the mother and segregates in her two
affected sons. Patient P9 from family 6 carries a different
de novo missense affecting the same amino acid (p.P742S;
¢.2224C>T). Another de novo missense mutation was iden-
tified in both affected father (P10) and daughter (P11) from
family 7 (p.L1367 V; c.4099C>G). None of the missense
mutations were found in unaffected family members, con-
sistent with dominant inheritance.

All variants are present on both CACNAI1S isoforms,
and affect different domains of the protein (Fig. 4c). All
variants were novel with the exception of the c.825C>A
(p-F275L) and ¢.3795G>T (p.Q1265H) variants. They were
both found in recessive families 3 and 4, respectively, and
are listed in a heterozygous state at very low frequency in
the EXAC exome database (3 x 107> and 8 x 107, respec-
tively). With regard to the predicted missense changes in
our recessive families, the p.F275L substitution in fam-
ily 3 affects a conserved amino acid of the pore-forming
loop L5, which is in close proximity to the selectivity
filter. The ¢.3795G>T variant found in family 4 not only
involves an amino-acid substitution, but is, in addition, pre-
dicted to impact on splicing, resulting in a shift of the read-
ing frame and a premature stop codon (p.Q1265Hfs*57,
outlined below). The second missense variant found in
family 4 (p.E100K; c.298G>A) affects a glutamic acid
that may interact with arginine 174 for the connection of
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transmembrane segments in the voltage-sensing domain,
as modeled in the recently resolved 3D structure of DHPR
(Supplementary Fig. S2).

Concerning the missense mutations in the dominant
families, proline 742 is affected by two different mutations
in two unrelated families (p.P742Q and p.P742S). This res-
idue is conserved in mouse and zebrafish, and appears to be
specific for the skeletal muscle alpha 1 subunit of DHPR,
as it is not conserved in other alpha | subunits expressed in
other tissues as CACNAI1C or CACNAI1D (Fig. 4d). This
residue is localized in the loop between domains II and III
involved in DHPR-RyR1 coupling, and a previous study
demonstrated that the artificial P742T mutation strongly
reduced ECC [19].

Altogether, those findings indicate that mutations in
CACNAIS cause early onset myopathy with dominant or
recessive disease inheritance.

Impact of mutations on CACNAIS transcript
and protein

In total, we identified 10 different CACNAIS mutations,
including 3 frameshift, 1 non-sense, and 6 missense muta-
tions, including 3 confirmed de novo mutations. The trun-
cating variants are predicted to remove the C-terminal 217,
388, or 1476 amino acids from 1873 in the adult protein
isoform. To assess if the premature stop codons lead to
non-sense-mediated mRNA-decay (NMD), we extracted,
reverse transcribed, and sequenced CACNAIS muscle
RNA from patients P1 (Family 1) and P3 (Family 3). For
patient P1, we detected amplicons of both alleles in com-
parable amounts, ruling out major mRNA-decay (Fig. 5a).
In contrast, the p.L791Cfs*37 mutation in P3 leads to
mRNA-decay as only the other allele, carrying the mis-
sense mutation, was detected. As mentioned above, one
of the missense mutations in patient P5 (predicted protein
impact p.Q1265H) is also predicted to disrupt the donor
splice site of exon 30. Sequencing of CACNAIS RNA
extracted from myotubes differentiated from P5 myoblasts
indicated retention of 68 nucleotides from intron 30 leading
to the frameshift p.Q1265Hfs*57 and the deletion of the
last 608 amino acids (Fig. 5a). Both alleles were detected,
illustrating that mRNA-decay does not occur. RNA from
other patients was not available. In summary, all recessive
cases described here carry at least one mutation involving
a premature stop codon, although not all appear to trigger
mRNA-decay.

To verify the impact of the mutations on the protein
level, we performed western blot on muscle biopsies and
myotubes extracts. CACNALS was barely detectable by
western blot in myotubes extracts from patient P1 with
compound truncations (Fig. 5b). Similar results were
obtained from muscle extracts of P1 (Fig. 5b). Detectable
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P1 (Recessive)

¢.1189_1190del (exon 9: p.S397Pfs*3)
c.4967delT (exon 40; p.L1656Rfs*67)

P3 (Recessive)

¢.825C>A (exon 6: p.F275L)
¢.2371delC (exon 18: p.L791Cfs*37)

P5 (Recessive)

¢.298G=>A (exon 3: p.E100K)
¢.3795G>T (exon 30: p.Q1265H)

exon 9 exon 40 exon 6 exon 18 exon 3 exon 30
AGA GAGIC ¢c ccciT|leg G C C T TIAIG AC T CIC|ITG T GATTGAA CA/GGCCC
C 8T G GiG C T A 716 v ¢
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loading
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(Recessive)
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@ Springer

PDF Creator Trial



Acta Neuropathol

«Fig. 5 Impact of the mutations on CACNAIS RNA and protein. a
RNA studies of patients P1, P3, and P5. Amplification and sequenc-
ing of the mutated regions showing the presence of both alleles for
P1, absence of the truncated allele for P3 (RNA decay), and a splice
alteration due to the mutation ¢.3795G>T in P5. b Western Blot
showing CACNALS protein levels in muscle extracts (above) and cul-
tured myotubes (below) from patients compared to controls. ¢ Locali-
zation of endogenous CACNAIS and RyR1 in P1 differentiated myo-
tubes. d Localization of the mutated CACNAIS and the SR marker
triadin on serial sections of patients P1 and P6 muscles. The same fib-
ers on consecutive serial sections are noted with stars

protein level was observed in muscle extracts from patient
P3, harbouring one truncation and one missense mutation.
CACNALIS is below the detection level of the western blot
in P7 and P9 while slightly detected in P6, all dominant
cases (Fig. 5b). These data support overall decreased pro-
tein stability following missense or frameshift mutations, in
both dominant and recessive cases.

The subcellular localization of some of the mutated
CACNAI1S proteins was investigated in cultured myotubes
from patients and in skeletal muscle. In contrast to control
myotubes, a very low fluorescent signal was noted with an
antibody against the N-terminal domain of CACNAIS in
differentiated myotubes from patient P1 myoblasts, sup-
porting western blot findings that overall CACNAIS is
strongly reduced in this patient carrying recessive muta-
tions (Fig. 5¢). RyR1 signals appeared as longitudinally
aligned dots in both control and patient myotubes, suggest-
ing that the CACNA1S mutations do not impact on RyR1
localization, consistent with the previous studies show-
ing that CACNAIS knock out myotubes still show triadic
localization of RyR1 [31]. The muscle sections from the
recessive patient P1 and the dominant patient P6 revealed
decreased CACNAI1S immunoreactivity and showed a
peculiar alveolar aspect reminiscent of the observations
with oxidative staining (Figs. 1, 5d). Aberrant diffuse accu-
mulations of CACNALS were also observed in the patient’s
muscles (Fig. 5d). Triadin (junctional SR marker) label-
ling appeared mildly decreased with lumps or irregular
appearance in patients P1, whereas the signal was slightly
decreased in patients P6 and P9 (Fig. 5d).

In conclusion, most recessive and dominant mutations
we investigated in this study are associated with a decrease
in CACNAI1S protein level and an abnormal localization
pattern in available mature muscle.

Physiopathological insights into CACNA1S myopathy

CACNAIS is the pore-forming subunit of the voltage-
dependent Ca’" channel (DHPR) regulating Ca>* release
from the SR stores. To assess the functional impact of
CACNA 1S mutations, we investigated Ca”t homeostasis in
myotubes from the recessive patient P1 and the dominant
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patient P10 (Fig. 6). Resting cytosolic Ca’* levels were
similar between both patients and control myotubes,
showing that the mutations do not affect resting Ca’*
homeostasis.

We next studied Ca’>" release induced by KCI depo-
larization. Although the dose response curves have similar
shapes in patients and controls (ECs, 14.3 & 8.5 for control
and 13.2 + 8.3 for patient cells; Fig. 6), the maximum level
of Ca®" released is 2.5 times lower in patients compared to
controls. The reduction of the KCI (depolarization)-induced
calcium release was not due to a reduction of the size of
intracellular Ca?" stores, since there was no significant
difference in the total amount of calcium released caused
by thapsigargin and ionomycin (Supplementary Figure 3).
These results strongly suggest that the CACNA1S muta-
tions impair excitation—contraction coupling due to the
strong decreased content of CACNAIS protein.

Consistent with defects in the ECC, the patients” muscle
fibers showed several defects of the triad, including dilated
T-tubules and SR (Fig. 2).

Overall, these data indicate that the function of CAC-
NAI1S and the muscle ultrastructure are similarly altered
in both recessive and dominant patients. Pathomechanisti-
cally, both mutation types are associated with altered cal-
cium homeostasis and reduced ECC with SR dilatation and
myofibrillar disorganization.

Discussion

In this study, we describe a clinical and histopathologi-
cal cohort of patients with a consistent phenotype of early
onset myopathy and mutations in the skeletal muscle alpha
1 subunit of DHPR, CACNAIS. Mutations segregated
either through recessive or dominant modes of inheritance,
or were found as de novo mutations in singletons. Two of
the mutations, one dominant and one recessive, were tested
functionally and both resulted in a significant decrease of
EC coupling.

DHPR myopathy and DHPR-related diseases

The described 11 patients from 7 families all display severe
early onset myopathy with progressive, generalized pre-
dominately axial muscle weakness, facial involvement with
or without ophthalmoplegia, elevated CK in one family,
and episodes of periodic paralysis in one patient. The mor-
phological and ultrastructural analyses revealed centralized
or internalized nuclei and focal zones of sarcomeric disor-
ganization in several patients. Taken together, this pheno-
type is reminiscent of findings observed in the myotubular
or centronuclear myopathy (CNM) and in core myopa-
thy, conditions in which ophthalmoplegia (an uncommon
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Fig. 6 Tmpact of recessive and dominant mutations on Ca** home-
ostasis. Measurements of the cytosolic Ca>* concentration show no
difference between patients P1 (recessive) and P10 (dominant) and
controls (left). Results show the mean + SEM [Ca®**] measured in
186, 178, and 98 cells (control, P1, and P10, respectively). The right

feature in other congenital myopathies) is often observed.
Those myopathies are also associated with dominant and
recessive mutations in RYRI [3, 6, 26] and the identifica-
tion of CACNA1S mutations in patients with overlapping
phenotype is not unexpected, as DHPR directly regulates
the RyR1 Ca?" release channel. The “alveolar” aspect of
the intermyofibrillar network observed in the majority of
the patients and highlighted with SR labelling both with
specific antibodies or oxidative staining and appearing as
a dilated SR by electron microscopy is a peculiar and pos-
sibly a histopathological hallmark for CACNA 1S mutations.

In addition, muscle imaging recapitulates some pat-
terns seen in CNM and congenital myopathies. While some
patients show relatively mild and non-specific atrophy of
muscle groups, three patients from different families had
selective involvement of the semitendinosus muscle in
the posterior thigh, a finding reported both in early onset
CNM due to DNM?2 mutations and in TTN-related myopa-
thies [11, 29, 37]. At the level of the leg, family 7 showed
a differential pattern with relative preservation of muscles
in the anterior compartment (tibialis anterior and poste-
rior) as compared to the soleus and gastrocnemii, a finding
which has been described in both DNM2- and RYR-related
myopathies [17]. However, in addition to such overlap-
ping patterns, there also seems to be a wide spectrum of
involvement ranging from very mild atrophy of thigh
muscle groups to extensive marked fatty infiltration, sug-
gesting that the imaging of CACNA IS-related myopathy is
heterogeneous.

The finding of specific histological hallmarks and one
of the muscle imaging patterns is of major diagnostic
importance, as it can aid in directing the molecular diag-
nosis towards CACNAIS testing. Patients with centronu-
clear myopathies or cores myopathies without molecular
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diagnosis should be revaluated for specific hallmarks of
CACNAIS congenital myopathy and offered CACNAIS
testing if appropriate. Patient P10 and P11 were the only
patients displaying elevated CK level; the characteriza-
tion of additional families will confirm if CACNAIS defect
leads to dystrophy under certain conditions. We believe
that the gene should be included both in NGS panels for
congenital muscle disorders and in filtering pipelines for
whole-exome sequencing in such cases.

The association of CACNAIS with a congenital myopa-
thy phenotype was recently suggested in one patient [14].
This patient displayed a similar phenotype as in our cohort,
with congenital myopathy and ophthalmoplegia, and occa-
sional internal nuclei and coarse myofibrillar architecture
on muscle biopsy. He carried compound CACNAIS vari-
ants each inherited from a heterozygous parent, c.4947del A
(p-Q1649Qfs*72) and ¢.3795G>T (p.Q1265H). In that
report, no functional validation of the variants pathogenic-
ity was provided, precluding a conclusion on the patho-
genicity of the identified variants. Of note is that the pre-
dicted frameshift is very close to the frameshift mutation
p.L1656Rfs*67 found in our recessive families 1 and 2
(Fig. 4), and we show here that the ¢.3795G>T change in
fact leads to altered splicing in our patient P5 (Fig. 5a).

Dominant CACNAIS mutations have been associated
with malignant hyperthermia or hypokalemic periodic
paralysis [16, 25, 32]. Here, we report for the first time
dominant and recessive CACNAIS mutations associated
with a myopathy. Most CACNA IS mutations linked to peri-
odic paralysis are missense changes residing in the voltage-
sensing domain (transmembrane segment S4 in each trans-
membrane domain), while most mutations in malignant
hyperthermia are missense mutations in the loop regions
(Fig. 4c). In contrast, the myopathy mutations uncovered
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in this study in congenital myopathy are evenly distributed
in the sequence and structure of CACNAILS. Dominant
mutations are cither in the pore-forming domain (L1367)
or in the II-III loop implicated in RYR1 coupling (P742),
while recessive mutations primarily comprise truncations
at different spots, or missenses in the pore-forming or
voltage-sensing domains. There is thus no strict correlation
between the type and location of mutations and the associ-
ated diseases, or their severity.

Noteworthy, recessive, and dominant mutations in con-
genital myopathy lead to similar clinical and histologi-
cal phenotypes, and our functional studies demonstrated
that both mutations types comparably interfere with ECC,
suggesting a similar overall alteration of CACNAIS func-
tion (Fig. 5). However, ophthalmoplegia is not a common
sign even if observed in several patients, CK was elevated
in only one family and episodes of periodic paralysis were
observed in one patient. The discovery of additional CAC-
NAIS patients with congenital myopathies and future func-
tional work will specify the overall clinical phenotype and
its potential correlation with the position and the transmis-
sion mode of the mutations.

The fact that all dominant mutations are missense
changes, while heterozygous carriers of recessive mutations
are healthy, excludes haploinsufficiency as the underlying
pathomechanism in the dominant cases. Instead, the domi-
nant mutations may act through a dominant-negative man-
ner on the WT protein. Indeed, we noted that both recessive
and dominant mutations correlated with a strong decrease
in overall protein level (Fig. 4), suggesting that DHPR
complexes containing a mutant CACNAILS subunit form
unstable or non-functional tetrads prone to degradation.

None of our patients presented with cardiac involve-
ment. The heart-specific CACNAI1C alpha 1 subunit is
mutated in the Brugada syndrome (MIM#611875) char-
acterized by shortened QT interval and high incidence of
sudden death, and in the Timothy syndrome (MIM#61005)
characterized by multi-organ dysfunction, including lethal
arrhythmias. These findings reflect the exquisite tissue-spe-
cific expression of DHPR alpha 1 subunits, CACNAIC in
heart, and CACNALS in skeletal muscle. More generally,
this is also true for the other ten different CACNA1 (alpha
1) subunits that are mutated in non-muscle diseases, such
as hemiplegic migraine, ataxias, bradycardia and deafness,
night blindness, or aldosteronism, in relation with their tis-
sue-specific expression [15].

Pathophysiological mechanism

While future experimental work will be needed to deci-
pher the detailed pathological mechanism, the published
and present data suggest a sequence of events leading
from the CACNAIS mutations to the pathology and
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muscle disease. As both dominant and recessive muta-
tions can lead to a rather homogeneous phenotype, we
hypothesize that they both lead to a decrease in overall
DHPR function in skeletal muscle. We show here that
several CACNAIS mutations strongly reduced Ca’"
release after depolarization, while basal cytosolic Ca’t
and SR store Ca?" levels are not altered. Of note, a
previous study showed that the artificial P742T muta-
tion, affecting the same amino acid that is mutated in
our dominant families F5 (p.P742Q) and F6 (p.P742S),
strongly reduced ECC, highlighting the importance of
the loop between DHPR domains II and III for RyR1
activation [19]. To activate directly RyR1, we used
4-chloro-m-cresol (4-CMC) [41] and observed reduced
Ca’* release from the SR in patient 1 (Supplemen-
tary Fig. S3). We hypothesize that RyR1 function is
impacted by the loss of CACNA1S through a feedback
regulation or protein stabilization. The KCl-induced
dose response curves are strikingly similar to those
obtained in patients with RyR1-related central core
discase (CCD) [7], although the resting calcium con-
centration were always higher in myotubes from RYRI
mutation bearing patients compared to controls. This
would then lead to the structural defects observed on
histological analysis. In most patient biopsies analyzed,
the T-tubules and the SR were frequently dilated or dis-
rupted. Some of them presented an increased frequency
of triads by sarcomere. It is unclear at present whether
this is an indirect effect of abnormal Ca’* signal or con-
traction (functional role), or due to the direct alteration
in CACNAIS protein (structural role). These rather spe-
cific alterations were not found in RyR1-related myopa-
thies or in centronuclear myopathies. However, in our
study, triads are still formed with visible «feet». Indeed,
mice-lacking DHPR (muscular dysgenesis and mdg
mouse) or RyR1 (dyspedic) form triadic junctions, with
a similar architecture compared to wild type [5, 12, 31].
These data in mice thus suggest that structural defects
seen in patients are not linked to a loss of DHPR but
rather to altered ECC. Abnormal nuclei positioning and
focal zones of myofibrillar disorganization are addi-
tional structural defects in patient muscles. The peculiar
alveolar appearance of the intermyofibrillar network
could be a result of the SR dilatation. Complete knock-
out of CACNAIS during development is lethal in the
mdg mouse [5, 28] and disease onset is antenatal or per-
inatal in our patients, pointing to an important role of
DHPR in perinatal development. Moreover, the role of
CACNALS in adult muscle was studied by U7-mediated
skipping in adult mice, revealing that decreased CAC-
NAIS protein level was linked to muscle atrophy [30].
These data in mice are in agreement with the observa-
tion that a low level of CACNAIS has to be present in
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the muscle. A decreased level lead to the muscle atro-
phy observed in our patients. While abnormal ECC can
explain the severe muscle weakness in patients, it is
possible that the concomitant structural defects contrib-
ute to the clinical phenotype.

Conclusions

Here, we have characterized the CACNAIS congeni-
tal myopathy as a specific entity, at the interface between
the structural congenital myopathies and the triadopathies
defined by alteration of the EEC. The identification of
CACNA IS mutations in a phenotype of early onset myo-
pathy should allow a better molecular diagnosis, genctic
counseling, and prognosis. It also points to CACNA1S and
ECC as therapeutic targets for the development of treat-
ments that may be facilitated by the already extensive prior
knowledge accumulated on DHPR. In addition, treatment
by acetazolamide showed positive results on the episodes
of periodic paralysis of onc patient. The results of this
study also expand the clinical and genetic spectra of CAC-
NAIS mutations and highlight that DHPR cellular roles are
important for perinatal muscle function in human.
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Supplementary material

Supplementary Fig. 1 Histological features in skeletal muscle of P1, PS5, P6, P7, P9 and P10. Serial
muscle sections from patients P1 and P10 show internalized and centralized nuclei on HE staining, and
in some fibers from P5. Some core-like or focal disorganization of the structure can be observed on
NADH staining for P1 and P10. The mesh of the intermyofibrillar network displays an “alveolar”
aspect on NADH staining of P6, P7 and P9. Images from P1, P6, P7, P9 and P10 have been taken by
an objective x20.

Supplementary Fig. 2 Position of two predicted missense mutations in the structure of CACNA1S.
The aminoacid Glul00 (left) and Phe275 (right), predicted to be changed into Lysine or Leucine in
patients P4 and P3 respectively, are highlighted in blue. The arginine 174 is colored in red and
potentially implicated in a hydrogen bound with the GIul00 residue. Display of the 3JBR PDB
structure with PyMOL [2].

Supplementary Fig. 3 Ca®" store content was determined in Fura-2 loaded P1 myotubes as described
[1] by treating myotubes with a cocktail of 1 uM thapsigargin and 1 uM ionomycin in Krebs Ringer
containing 100 pM La3+ and 0.5 mM EGTA and calculating the peak Ca2+ released or Area Under
the Curve (arbitrary units). No significant changes in Ca2+ store content was noted (left graph).
Reduced cytosolic Ca*" content was measured in P1 myotubes compared to control myotubes after 4-
chloro-m-cresol (4-CMC) treatment, an agonist of RyR1 (right graph). The number of myotubes
available from P10 was not large enough to calculate the Ca" store content from this patient.

Supplementary Table 1 Primers used for cDNA amplification

Supplementary References
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Supplementary Fig. 3
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Supplementary Table 1. Primers used for cDNA amplification

Exon containing the variant | Starting material | 5'- 3' forward 5'-3'reverse Exons amplified | Size (nt)
RT-PCR on muscle

Exon 9 cDNA TTCATCCTCAACCTGGTGCT ATAGACAGGGTGTTGAGGGC Exons 7- 10 382
Exon 40 cDNA ATGAGGTGACAGTGGGGAAG AGGCGTCTCTGTCTCTTCTG Exons 38-41 555
Exon 6 cDNA CATCTTCAAGGCCATGCTCC GCACCAGGTTGAGGATGAAG Exons 5-7 450
Exon 18 cDNA CTGCAGCTGAAAGAGAAGGC CTCCACAGTGAAGACAGAGGT Exon 17-19 249
RT-PCR on cells

Exon 30 cDNA CCTGATTGTCATTGGCAGCA TTCCGGTTTATTTGGGTCCC Exons 28-32 358
Exon 3 TGCCGGAAGATGACAACAAC GGCCTTGAAGATGGAGTTC Exons 2-5 361
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Résumé

Les myopathies congénitales sont des maladies neuromusculaires dont le diagnostic est établi grace
aux données cliniques, histologiques et génétique. Cependant, le diagnostic génétique est manquant
pour la moitié des patients, ce qui suggere de nouveaux géenes impliqués. Le but de mon projet était
d’identifier de nouveaux génes de myopathies congénitales et de valider I'impact des mutations
trouvées. En utilisant une stratégie d’analyse de séquencgage d’exomes de patients déja exclus pour
les génes connus, nous avons mis en évidence deux nouveaux génes impliqués dans les
myopathies congénitales.

Des mutations récessives dans le géne PYROXD1, codant pour une oxydoréductase, causent une
myopathie apparaissant a I'enfance avec des défauts spécifiques en histologie. Grace a un modeéle
animal, nous avons montré que les mutations impactaient I'activité enzymatique de la protéine.

Des mutations dominantes ou récessives dans le géne CACNA1S causent une myopathie avec un
phénotype similaire pour toutes les mutations. Les études fonctionnelles ont montré que les
mutations causaient un défaut dans le couplage excitation-contraction.

Mots clés : myopathies congénitales ; séquencage d’exomes ; PYROXD1 ; CACNA1S

Résumé en anglais

Congenital myopathies are neuromuscular diseases diagnosed by clinical, histological and genetic
data. However, the genetic diagnosis is missing for half of the patients, suggesting new genes
involved. The goal of my project was to identify new genes of congenital myopathies and validate the
impact of the mutations. Using a strategy of analyzing DNA sequencing of patients already excluded
for known genes, we have identified two new genes involved in congenital myopathies.

Recessive mutations in the PYROXD1 gene, encoding an oxidoreductase, cause a myopathy with
childhood-onset and a histology specific spectra. Functionnal studies showed that the mutations
have an effect on the enzymatic activity of the protein.

We showed that dominant or recessive mutations in the CACNA1S gene cause a neonatal onset
myopathy with a similar phenotype for all found mutations. Functional studies have shown that
mutations cause a defect in excitation-contraction coupling.

Key words : Congenital myopathies ; exome sequencing ; PYROXD1 ; CACNA1S
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