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Résumé 

Introduction 

 

Les myopathies congénitales sont des maladies neuromusculaires très sévères avec une 

prévalence de 1/25 000. Les symptômes 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 gène causant la maladie. Le diagnostic est donc 

établi sur la base d’études cliniques, histologiques et génétiques. L’identification du gène muté 

est très important pour une meilleure prise en charge du patient, un conseil génétique et de 

nouvelles perspectives thérapeutiques; mais également pour l’étude de nouveaux mécanismes 

pathologiques. Malheureusement, environ la moitié des patients n’ont pas encore de diagnostic 

génétique, ce qui suggère de nouveau gènes impliqués dans les myopathies. 

Le but de mon projet de thèse était d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans les 

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

La stratégie utilisée est l’analyse de données de séquençage d’exomes de patients déjà exclus 

pour les gènes connus grâce à un « pipeline » bio-informatique validé dans le laboratoire. Après 

l’identification d’un gène candidat, l’impact des mutations est étudié de manière 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 gène CACNA1S 

Le premier gène que j’ai étudié est le gène CACNA1S. Ce gène code pour la sous-unité majeure 

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

contraction, grâce à son interaction avec le récepteur de la ryanodine (RYR1). 
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Grâce au « pipeline » bio-informatique développé au laboratoire, nous avons identifié dans 

notre cohorte un patient hétérozygote composite qui porte une mutation avec décalage du cadre 

de lecture et une mutation non-sens. Ceci était très intéressant car il existe un modèle spontané 

de souris porteur d’une mutation avec décalage du cadre de lecture et la mutation homozygote 

cause une létalité embryonnaire. De plus, dans les bases de données d’exomes publics, il 

n’existe qu’une seule mutation tronquante présente sous forme homozygote à la fin du dernier 

exon, possiblement sans impact sur la protéine. 

A la recherche d’autres familles porteuses de mutations dans CACNA1S, nous avons identifié 

une deuxième 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 même acide aminé. L’observation de deux ségrégations 

différentes était assez surprenante pour ce potentiel nouveau gène de myopathie. Des mutations 

dans CACNA1S avaient en fait été déjà reportées dans d’autres maladies musculaires mais avec 

une ségrégation exclusivement dominante. Durant mon projet de thèse, nous avons également 

collaboré avec d’autres équipes qui avaient également identifié des mutations dans CACNA1S, 

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

La comparaison des données cliniques et histologiques obtenues en collaboration avec l’équipe 

de Dr Norma Romero (Institut de Myologie à Paris) et les cliniciens des familles a montré une 

homogénéité entre les quatre familles, indifféremment de la ségrégation des mutations dans le 

gène CACNA1S. Tous les patients avaient une faiblesse musculaire modérée, avec faiblesse 

faciale et légère difficulté à la déglutition. Au niveau morphologique, les biopsies des patients 

montrent des caractéristiques non spécifiques à une seule classe de myopathie congénitale. 

Nous pouvons en effet observer des noyaux centraux et des structures ressemblant à des 

« core », mas également un aspect « alvéolaire » du réseau intermyofibrillaire observée par 

coloration NADH-TR. 

La protéine CACNA1S étant une protéine présente au niveau des triades, une structure 

particulièrement 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 l’impact des mutations sur la protéine. Pour 

cela, nous avions prévu de tester plusieurs outils en parallèle : des myotubes provenant de 

cellules primaires de souris transfectées par l’ADNc muté, des myotubes immortalisées de 

souris ou d’homme transfectés par l’ADNc muté, des cellules non musculaires transfectées par 

l’ADNc muté ou bien également des myotubes de patients. Au final, le meilleur modèle pour 

étudier l’effet des mutations était les cellules de patients. Malheureusement, nous n’avons pu 

avoir accès à 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 l’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 être 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 

CACNA1S. Dans les cellules, nous pouvons observer une localisation normale des protéines 

RYR1, BIN1 et Dysferlin par rapport à des myotubes contrôles, ce qui suggère qu’il n’y a pas 

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

Comme CACNA1S est essentiel pour le couplage excitation-contraction qui mène au relargage 

de calcium présent dans le RS vers le cytosol, l’étape suivante du projet a été d’étudier l’impact 

des mutations sur l’homéostasie calcique. Pour cela, nous avons collaboré avec l’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 contrôles. Cependant, après 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 contrôles. Ces résultats montrent un défaut du couplage d’excitation-contraction 

dans les cellules de patients portant des mutations dans CACNA1S. 

1I. Validation fonctionnelle de variants trouvés dans le gène PYROXD1 

Ledeuxième gène que j’ai étudié était PYROXD1 (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 gène candidat était 

PYROXD1, avec une mutation faux-sens homozygote. Grâce à une collaboration internationale, 

nous avons trouvé quatre autres familles portant des mutations dans ce gène avec une 

ségrégation récessive pour tous. Les cinq 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 âgés de 7 à 31 ans présentant une faiblesse musculaire proximale 

et distale, une faiblesse faciale et un symptôme de voix nasale. L’étude morphologique montre 

une histologie spécifique ne ressemblant à 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 gène PYROXD1 à partir de l’ADN de plusieurs 

familles qui avaient un phénotype similaire afin de trouver de nouvelles mutations. Deux 

familles portaient chacune une mutation déjà découverte dans les autres familles dans 

PYROXD1. Cependant, les parents porteurs hétérozygotes n’étant pas atteints et le fait que dans 

les autres familles la maladie est récessive suggèrait soit une deuxième mutation intronique ou 

une grande délétion chez les patients, ou alors des patients porteurs sains. Dans un des deux 

patients, nous avons pu avoir accès à du muscle et donc de l’ARN. En étudiant l’ARN par PCR 

et séquençage, j’ai pu observer sur gel que l’ARN n’est pas dégradé mais que la mutation était 

à l’état homozygote, ce qui suggérait une dégradation du deuxième allèle. Nous avons réussi à 

séquencer environ 80 % des introns à la recherche de mutations intronique causant la 

dégradation du deuxième allèle mais nous n’en avons pas détecté. La cause de la dégradation 
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peut être une grande délétion dans le gène ou une mutation dans une partie des introns que nous 

n’avons pas encore réussi à séquencer. 

Pour valider l’impact du faux sens homozygote trouvé dans la famille de notre cohorte, j’ai 

cloné l’ADNc sauvage de PYROXD1 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 l’impact de la mutation 

sur la localisation. J’ai également pu obtenir des myoblastes de patients pour l’étude 

fonctionnelle. La plus grande difficulté pour l’étude des mutations de ce gène a été de trouver 

un bon anticorps. En effet, le gène n’étant pas connu, aucun anticorps n’avait déjà été 

caractérisé. J’ai pu tester avec différentes techniques des anticorps commerciaux mais j’ai 

également fait produire un anticorps grâce à la plateforme d’anticorps de l’IGBMC que j’ai 

caractérisé par la suite et utilisé pour étudier l’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 

PYROXD1. Les domaines protéiques reconnus sur la séquence protéique comprennent un 

domaine d’oxidoreduction. Pour comprendre si PYROXD1 pourrait avoir ce type de fonction, 

nous avons commencé une collaboration avec l’équipe de Dr Sylvie Friant (Université de 

Strasbourg) pour avoir un modèle animal de levure. La stratégie était d’introduire l’ADNc 

humain de PYROXD1 dans des levures mutées pour la réductase Glr1, et d’étudier si la 

complémentation avait lieu. Nous avons pu observer une complémentation ce qui suggère que 

PYROXD1 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 thèse, j’ai participé à : 
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- L’étude fonctionnelle des mutations identifiées dans le nouveau gène de myopathie 

PYROXD1 et la recherche de nouvelles mutations dans notre cohorte de patients atteints 

de myopathie congénitale. 

- L’identification de mutations dans le nouveau gène de myopathie CACNA1S. 

- L’étude fonctionnelle des mutations du gène CACNA1S 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 à 

caractériser. 
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Abréviations 

 
Ca2+ : calcium 

CCD : Central core disease 

CEC : Couplage excitation-contraction 

CNM : Centronuclear myopathy 

DHPR : Dihydropyridine receptor 

FAD : Flavine adénine dinucléotide 

GTm : Gomori trichrome modifié 

HE : Hématoxyline  éosine  

NADH :Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogéné  

PCR : Polymerase chain reaction 

PYROXD1 : pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase domain 1 

RS : Réticulum sarcoplasmique 

RYR1 : Ryanonide receptor type 1 

SDH : Succinyl-CoQ déshydrogénase 

SNG : séquençage de nouvelle génération 
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Histologie fonctionnelle 2nd édition, Ed. : MEDS 

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 l’on peut observer l’alignement 

des myofibrilles composées de filaments fins et épais du sarcomère.  

a 

b 

c 

x18700 
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INTRODUCTION 

 

I. Fonction du muscle 

 

I.1. Contraction musculaire : le sarcomère 

  

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 lésion 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, où se trouvent également des mitochondries (Figure 1b). 

Chaque myofibrille est entourée par le réticulum sarcoplasmique (RS), organisé en réseau 

longitudinal le long du sarcomère dont l’extrémité, la citerne terminale est dilatée au niveau de 

la ligne Z. Le RS est le réservoir intracellulaire de calcium (Ca2+). 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 

sarcomère et de bandes blanches (stries I) qui correspondent aux filaments fins du sarcomère 

(Figure 1c). Ce qui est observé est la structure répétée du sarcomère, délimitée par les lignes 

Z, plus petite unité de contraction dans le muscle.   

 

I.1.b Le sarcomère 

 

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  

PDF Creator Trial



 

 

15 

 

  

Figure 2. Contraction musculaire : les protéines associées au sarcomère 
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via l’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 à leur extrémité la  

 « tête de myosine » et 2 chaines légères. Différents isoformes de myosine peuvent être 

exprimés au cours du développement ou selon le type de muscle. La myomésine et l’obscurine 

fixent la myosine au niveau de ligne M. La titine fixe les filaments épais à la ligne Z (Figure 

2). 

D’autres protéines structurales sont très importantes : la dystrophine qui relie les 

myofilaments à un complexe glycoprotéique à 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 têtes des molécules de myosine qui se lient puis se 

détachent de la molécule d’actine. Le déplacement est capable grâce à la fixation et l’hydrolyse 

de molécules d’ATP sur la myosine. La régulation de la contraction musculaire se fait à 

plusieurs niveaux. La tropomyosine masque le site de la liaison actine-myosine. La libération 

de ce site est induite par le Ca2+. Cet influx cytosolique de Ca2+ se fait après un influx nerveux 

dans une structure particulière du muscle, appelée triade. 

 

I.2. Contraction musculaire : la jonction triadique 
  

I.2.a Organisation et biogénèse de la triade 

 

La triade est une structure très spécialisée et l’organisation de sa structure est essentielle 

pour la contraction musculaire. Elle est constituée des citernes terminales du RS (contenant le 

Ca2+) 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 diamètre 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 biogénèse du RS a été étudié dans différents modèles. 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 électronique. c) Représentation schématique des protéines majeures de la triade. 
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triadine, DHPR) sous forme longitudinale puis transversale (Rossi et al., 2008; Schiaffino and 

Margreth, 1969; Takekura et al., 2001). La biogénèse 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 où a lieu le mécanisme de couplage excitation-contraction (CEC). 

I.2.b Le couplage excitation-contraction (CEC) 

 

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

de la membrane (dépolarisation) à la contraction musculaire. Plus spécifiquement, la 

dépolarisation de la membrane du tubule T induit un relargage du Ca2+ stocké dans le RS. 

Les acteurs majeurs du CEC sont le récepteur à la dihydropyridine (DHPR) et le récepteur à la 

ryanodine (RYR1) mais le CEC est fonctionnel grâce à 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 

Ca2+ 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 Ca2+ 

relargué va activer différentes voies physiologiques dans le muscle, dont la contraction 

musculaire au niveau du sarcomère 

 Après libération du Ca2+ du RS vers le cytosol, une pompe calcique ATPase (SERCA) 

permet l’entrée du Ca2+ vers le RS pour remplir à nouveau les stocks de Ca2+ 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 à la dihydropyridine (DHPR), sont ubiquitaires et ont deux 

fonctions. Ils 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 

l’inactivation lente.  
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DHPR 

RYR1 

Figure 4. Organisation du DHPR dans le muscle squelettique. a) Organisation 

de CACNA1S en 4 domaines similaires composés de 6 segments 

transmembranaires. La boucle I-II 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 

RYR1 de manière alternative. 
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Le DHPR est un complexe moléculaire de 450 kDa composé de 5 sous-unités : 

alpha1 (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 à l’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 alpha1 montre la présence de 24 

segments transmembranaires, séparés en 4 domaines répétés (Tanabe et al., 1987) (Figure 4a).  

Chaque domaine (I à IV) contient 6 segments appelés segments S1 à S6. Alpha1 a également 

une grande partie C-terminale du côté 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 côté extracellulaire (Brickley et al., 1995; Gurnett et al., 1996).  Le 

peptide beta serait hydrophilique et localisée du côté cytosolique tandis que gamma contient 4 

segments transmembranaires (Figure 4b). 

Alpha2 et delta sont codés par le même gène. Les 2 sous-unités sont reliées par un pont 

disulfure, sont orientés vers la partie extracellulaire et interagirait avec le domaine III de Alpha1 

(Jay et al., 1991; Dolphin, 2013; Gurnett et al., 1997). Leur rôle, seul sans interaction avec 

d’autres sous-unités de DHPR, est difficile à déterminer. Cependant, selon différentes études, 

ils auraient un rôle dans le niveau d’expression de Alpha1, dans le trafic membranaire et dans 

l’amplitude du courant (Felix et al., 1997; Suh-Kim et al., 1996). 

La sous unité beta est présente dans le cytoplasme et a un rôle essentiel dans les 

propriétés de senseur de voltage et de trafic intracellulaire de alpha1 (Cheng et al., 2005; 

Schredelseker et al., 2009; Sheridan et al., 2003). Plusieurs études ont montré une interaction 

entre beta et alpha 1 grâce à un domaine de alpha1 appelé AID (alpha 1-interaction domain) 

entre les domaines I et II. La sous unité beta pourrait également interagir avec RYR1 

(Karunasekara et al., 2012). 

Basé sur l’analyse de la structure 3D de DHPR, la sous unité gamma semble interagir 

avec le segment transmembranaire S4 du domaine 4 de CACNA1S ainsi que la boucle III-IV 

suggérant un rôle de gamma dans les propriétés de canal de CACNA1S (Wu et al, 2016).  
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Alpha1, appelé CACNA1S ou Cav1.1, est la sous unité principale de DHPR, avec ses 

deux rôles de senseur de voltage et de canal calcique (Buraei and Yang, 2010; Catterall, 2011). 

La sous-unité Alpha1 est codé par différents gènes et l’expression de chacun est spécifique 

selon les tissus. Dans le muscle squelettique, la sous-unité Alpha1 est codé par le gène 

CACNA1S et est exprimé lors du développement embryonnaire et à l’âge adulte. Cependant, le 

transcrit majoritaire de CACNA1S n’est pas le même durant de le développement et chez 

l’adulte (Flucher and Tuluc, 2011). Le transcrit fétal ne contient pas l’exon 29 et est exprimé 

très faiblement chez l’adulte. 

 

L’étude des structures de CACNA1S 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 manière à se trouver alternativement en face de RYR1, 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 CACNA1S formé par les segments S5, S6 et les boucles S5-S6 de tous 

les domaines (à gauche) et observation de certains acides aminés importants pour la 

structure du pore (à droite). c) Vision d’un pore « senseur de voltage » formé par les 

segments S1 à S4. d) A gauche, structure 3D de CACNA1S vu du haut. A droite, schéma 

simplifié des pores de DHPR : 4 pores « senseurs de voltage » et 1 pore ionique central. 

Figures de Wu et al, 2016. 
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La structure 3D de DHPR a été étudiée depuis la fin des années 1980 mais le complexe 

est très difficile à purifier et rend donc l’étude de la structure plus difficile, bloquée à 20 

angström. Récemment, la structure a été déterminée de manière plus précise grâce à la technique 

de « cryo-EM » et à une optimisation du protocole de purification jusqu’à 4.2 angström (Figure 

5a) (Hu et al, 2015 ; Wu et al, 2015 ; Wu et al, 2016).  

Les segments S5 et S6 de CACNA1S sont très importants pour l’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 première entrée 

du Ca2+ 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 

dernière partie des 4 segments S6 et cette cavité empêche le passage des ions vers le cytosol.  

Le domaine senseur de voltage est composé des segments 1 à 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 être déterminés sont 40 résidus dans 

la boucle I-II, 100 résidus dans la boucle II-III et la partie C-terminale après le résidu 1515. 

Cela suggère que ces domaines sont variables.  

 

Des mutations dans le gènes CACNA1S 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 l’HM peut être causée par la pratique d’un sport 

de haute intensité (Denborough et al, 1962 ; Maclennan et al, 1992). Les symptômes sont des 

contractures non contrôlées, une rigidité musculaire, de l’hyperthermie, de l’hyperkaliémie, des 

arythmies cardiaques et peut être fatal si la crise n’est pas traitée immédiatement. Trois 

mutations faux-sens hétérozygotes de CACNA1S induisent la maladie et le mécanisme 

pathologique est un relargage excessif de Ca2+ du RS vers le cytosol, ce qui conduit entre autres, 

à un excès de contraction (Figure 6) (Carpenter et al., 2009; Monnier et al., 1997). Le seul 

traitement disponible est l’injection de dantrolene (un inhibiteur du relargage calcique) qui 

stoppe les crises. 
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Figure 7. Le récepteur à la ryanodine (RYR1). Visualisation de la structure 3D de la protéine.  
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Figure 6 : Représentation schématique de la localisation des mutations pathogéniques de 

CACNA1S. 
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La paralysie périodique hypokaliémique (PPH) est caractérisée par des épisodes de 

faiblesse musculaire sévère pouvant durer entre quelques heures et quelques jours. Ces épisodes 

sont associés à un niveau réduit de potassium sérique. Les épisodes peuvent commencer à 

l’enfance et sont déclenchés par de l’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 à l’âge adulte. 

Les mutations de CACNA1S 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 hypothèse « perte de fonction » avec une perte de détection du 

voltage qui conduit à une réduction du relargage de calcium par RYR1. Cette maladie est 

également causée par des mutations dans le gène SCN4A qui code pour un canal sodique. 

 

I.2.d Le canal calcique RYR1 

 

Le récepteur à la ryanodine est un canal calcique codé par le gène RYR1 et est 

majoritairement exprimé dans le muscle. D’autres gènes expriment ces canaux dans les autres 

tissus (RYR2 dans le coeur, RYR3 dans les cellules nerveuses). RYR1 est une très grosse 

protéine formée en homo-tétramère 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 RYR1 ; observables en microscopie électronique. RYR1 est un canal calcique, 

qui permet la libération du Ca2+ 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 plutôt 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 l’ouverture de RYR1 et la libération de calcium comme la ryanodine, 

la caféine ou le 4-chloro-m-cresol. 

La déficience en Ryr1 dans la souris conduit à une létalité embryonnaire, ce qui montre 

le rôle essentiel de RYR1 durant le développement du muscle (Takekura et al., 1995; Takeshima 

et al., 1994). L’utilisation de cellules musculaires déficientes en RYR1 (dyspédiques) a permis 
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l’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 RYR1 sont identifiées dans plusieurs maladies musculaires. Des 

mutations dominantes conduisent à une hyperthermie maligne, également causée par des 

mutations de CACNA1S (symptômes décrits dans la partie précédente). Des mutations 

dominantes et récessives causent des myopathies congénitales, de type centronucléaire ou 

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

 

I.2.e La triadine 

 

La triadine est une protéine transmembranaire pouvant être localisée tout au long du RS 

mais est trouvée plus spécifiquement près du RYR1. Elle est composée d’une partie 

transmembranaire et d’une longue partie C-terminale cytosolique. Certaines études montrent 

une interaction entre la triadine et RYR1 ou CACNA1S 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 grâce à son interaction avec Calsequestrin, qui lui permet un ancrage près 

de RYR1. Le pré-ARNm du gène Triadin subit un épissage alternatif qui conduit à 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, l’étude des biopsies musculaires de la souris montre des défauts 

typiques d’une myopathie avec défaut des triades. Des mutations dans ce gène ont été identifiés 

dans une maladie cardiaque impliquant un défaut du CEC.  

 

I.2.f Calsequestrin 

 

Deux isoformes de Calsequestrin (Casq) existent et sont codé par deux gène Casq1 et 

Casq2 (Fliegel et al., 1987; Scott et al., 1988). Casq1 est majoritairement exprimé dans le 

muscle squelettique et Casq2 dans le muscle cardiaque. Casq1 est localisée dans le RS et plus 

précisément près de RYR1 grâce à une interaction avec Triadin et Junctine, qui sont localisées 

dans la membrane. Son rôle est de fixer des molécules de Ca2+ libres, afin de regrouper le Ca2+ 
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près de la jonction triadique. Lors de l’activation de RYR1, les molécules de Ca2+ se détachent 

de Casq pour être libéré par RYR1.  

La souris déficiente pour Casq1 est viable et sa caractérisation montre des défauts 

musculaires de type vacuoles et défauts des triades. De plus, la mesure de Ca2+ montre une 

libération réduite de Ca2+ par RYR1, ce qui montre l’importance de Casq dans la régulation de 

l’homéostasie calcique (Paolini et al., 2007). 

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

 

I.2.g STAC3 

  

 STAC3 a un rôle important pour le couplage excitation-contraction et pour le trafic 

intracellulaire de CACNA1S, avec qui il interagit (Campiglio and Flucher, 2017; Nelson et al., 

2013; Polster et al., 2015). La déficience en Stac3 chez la souris est létale à la naissance ce qui 

montre un rôle important de STAC3 dans le développement du muscle (Reinholt et al., 2013). 

Une mutation faux-sens homozygote a été identifié 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 à l’hyperthermie maligne, ce qui montre un lien 

entre CACNA1S-RYR1-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 près de RYR ou elle interagit avec RYR1 et Casq1 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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Junctophilin-1 est une protéine transmembranaire et qui est fixée sur deux membranes : 

celle du RS et celle du tubule T. Elle a un rôle structural afin de conserver l’espacement entre 

les deux membranes, ce qui facilite l’interaction entre DHPR et RYR1 (Phimister et al., 2007).  

 

II. Les myopathies congénitales 
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Tableau 1. Les myopathies congénitales et les gènes associés. 
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Les myopathies congénitales sont des maladies musculaires rares apparaissant dès la naissance 

ou la petite enfance, et plus rarement à l’âge adulte. Les symptômes peuvent inclure une 

faiblesse musculaire dès la naissance ou l’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 même gène peuvent causer différentes 

myopathies ainsi qu’une myopathie peut être causée par des mutations dans des gènes 

différents. On distingue généralement trois grands groupes de myopathies congénitales selon le 

type d’anomalies de structure retrouvées lors de l’étude de la biopsie musculaire et un quatrième 

groupe moins classique regroupant plusieurs sous-groupes de myopathies congénitales : 

-Les myopathies à « cores » 

-Les myopathies à noyaux centraux 

-Les myopathies à agrégats protéique ou inclusion 

-Les autres myopathies congénitales 

Les études histologiques et génétiques montrent que les frontières entres les trois 

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

 

II.1 Les myopathies à « cores » 
 

Les myopathies à « cores » sont caractérisées par la présence de zones anormales 

appelées cores à l’intérieur de la fibre musculaire. Ces zones correspondent à l’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 à 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 être difficile de 

distinguer les deux types de « cores » sur les coupes d’histologie. Les myopathies à cores les 

plus sévères peuvent également présenter en histologie des bâtonnets (Hernandez-Lain et al., 

2011; Zvaritch et al., 2009). 

Les gènes principalement associés à cette myopathie sont RYR1, SEPN1, MEGF10, 

MYH7, ACTA1, CCDC78. 
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La myopathie CCD associées à des mutations de RYR1 présente des caractéristiques 

histologiques particulier, avec des cores au milieu de la fibre. Les symptômes incluent une 

hypotonie néonatale, une faiblesse musculaire généralisée et une faiblesse faciale et les patients 

sont susceptibles à l’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 également été 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 

études fonctionnelles mettent en évidence deux hypothèses : 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 hypothèses conduisent à 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 
à faire. NADH = Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogéné ; HE= hématoxyline  éosine ; 

GTm = Gomori trichrome modifié 
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II.2 Les myopathies à noyaux centralisés 
 

Les myopathies à 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 symptômes et la sévérité de la maladie est 

très variable selon le gène impliqué. 

 

Les gènes principalement associés sont MTM1, BIN1, DNM2, RYR1, TTN, SPEG, 

MTMR14. Les différentes CNM peuvent être classifiées selon le gène affecté et la transmission 

génétique.  

 

Les mutations de MTM1 sont liées au chromosome X et est la forme la plus sévère de la 

maladie et les patients affectés présent une hypotonie néonatale et une faiblesse musculaire 

généralisée très sévère, des difficultés respiratoires qui peuvent être fatales (McEntagart et al., 

2002). Plus de 280 mutations (tronquantes et faux-sens) dans le gène MTM1 ont été identifiées. 

MTM1 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 à une dérégulation du métabolisme des 

phosphoinositides et à une désorganisation de la triade (Dowling et al., 2009). La déficience de 

MTM1 conduit également à un CEC réduit et à une diminution de la quantité des protéines 

RYR1 et CACNA1S (Al-Qusairi et al., 2009). 

Les mutations de BIN1 peuvent être transmises de façon récessive et dominante. Les 

symptômes incluent une faiblesse musculaire proximal (plus sévère dans les cas récesifs), une 

faiblesse faciale et parfois des défauts respiratoires. La maladie début à l’enfance dans les cas 

récessifs et chez l’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). BIN1 code pour 

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

Toussaint et al., 2011). 

Les mutations de DNM2 sont impliquées dans une myopathie dominante caractérisée 

par une faiblesse musculaire progressive avec des défauts extraoculaires dans certains cas. 

L’âge d’apparition de la maladie est variable, de la naissance à l’âge adulte et la sévérité est 

également 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 »). DNM2 code pour la dynamin-2, une 

GTPase impliquée dans la fission des membranes. Les mutations faux-sens identifiées dans 

DNM2 cause une augmentation de l’activité GTPase conduisant à des défauts de tubulation des 

membranes, à des défauts de la structure de la triade et à 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 RYR1 conduisent à une myopathie centronucléaire. Les 

symptômes 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 à une diminution du niveau protéique de RYR1 associé à une 

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

 

II.3 Les myopathies à agrégats ou inclusion protéique (myopathies à 

némaline) 
 

Les myopathies à agrégats ou inclusion (appelées aussi myopathies à némaline) sont 

caractérisées par la présence d’accumulation anormales de protéines et présentent plusieurs 

sous-groupes. Les symptômes 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 très sévères et cas moins sévères retrouvés chez l’adulte (Ryan et al., 2001). 

Les myopathies à bâtonnets présentent des agrégats protéiques ressemblant à des 

bâtonnets, dans le sarcoplasme ou même dans les noyaux et les myopathies avec cap sont 

caractérisées par la présence de structure en forme de capuchons localisées à la périphérie des 

fibres (Figure 8). Les gènes mutés associés à ce groupe sont ACTA1, NEB, TPM3, TPM2, 

TNNT1, CLF2, KBTBD13, MYO18B, LMOD3, KLH40 et KLH41.  
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Beaucoup de gènes sont impliqués dans ce type de myopathie et les conclusions liés à 

ces études est que cette myopathie est due à des défauts des protéines sarcomériques ou dans le 

développement des myofibrilles. 

 

II.4 Les autres myopathies congénitales 
 

D’autres myopathies sont également classées dans les myopathies congénitales mais 

n’ont pas été classés dans un des groupes discutés préalablement et sont plus rares (Tableau 

1).  

Les myopathies à agrégats tubulaires (TAM) sont dues à des mutations dominantes dans 

les gènes ORAI1 et STIM1 et le mécanisme pathologique est un excès d’influx calcique de 

l’extérieur des cellules vers le cytosol par le canal calcique ORAI1 (Bohm et al., 2017; Bohm 

et al., 2013a). Ces myopathies conduisent à un défaut de l’homéostasie calcique par un 

mécanisme différent de l’excès de calcium observé dans les myopathies causées par des 

mutations de RYR1, pour lesquels l’excès de calcium dans le cytosol provient du RS. 

 

III. La balance redox dans le muscle 
 

Des mutations dans plusieurs gènes impliqués dans la balance redox ont été identifiés comme 

cause de maladies musculaires, dont des myopathies. Cela montre l’importance de cette balance 

dans le bon fonctionnement du muscle. 

 

III.1 Le stress oxydatif et la balance redox 
 

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) comprennent des radicaux libres de type 

anion superoxyde (O2
-), le radical hydroxyle (HO-) et des espèces non radicalaires comme le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et leur formation est un processus normal physiologique (Droge, 

2002). Ces ERO sont produites en permanence mais leur formation augmente jusqu’à 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 près 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 à 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 excès 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 

excès et de réguler la balance redox. 

 

III.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 à 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 rôle 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 à RYR1 et SEPN1 (Arbogast et al., 2009; 

Dowling et al., 2012; Giulivi et al., 2011; Jurynec et al., 2008). L’hypothèse principale proposée 

est un excès de calcium dans le cytosol qui induit la production d’ERO par les mitochondries 

mais des expériences fonctionnelles sont à faire afin de caractériser les mécanismes liant les 

défauts de RYR1 et le stress oxydatif. Des approches thérapeutiques utilisant l’antioxidant N-

acetylcysteine (NAC) améliorent nettement les défauts histologiques du muscle dans le 

poisson-zèbre 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 après 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 composé de 3 milliards de paires de 

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

 

Lors du diagnostic moléculaire d’un patient, cette séquence est utilisée comme génome 

de référence (GRCh37/hg19). Durant ma thèse, 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 manière mendélienne. Un seul gène est transmis de manière autosomique 

dominant, autosomique récessif ou lié à un chromosome sexuel. La mutation peut également 

apparaitre dans les gamètes ce qui conduit à une mutation « de novo », qui n’est pas présente 

chez les parents. Il peut également y avoir des mutations mosaïques, qui ont eu lieu lors du 

développement embryonnaire et conduisent à la présence de la mutation seulement dans 

certaines cellules de l’individu. 

 

IV.2 Méthodes classiques de recherches de mutations 
 

La méthode classique de recherche de mutations est une recherche « gène par gène ». 

Celle-ci se base sur les données cliniques et histologiques et selon les classes de myopathies 

afin d’avoir une liste de gènes candidats à tester. Les gènes en question sont amplifiés par PCR 

à 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 très hétérogène, ce qui rend difficile un choix restreint 

de gènes. De plus, plusieurs des gènes déjà connus comme TTN, NEB ou RYR1 sont des gènes 
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très grands et ne sont pas toujours totalement séquencé à cause de leur taille et de la difficulté 

à séquencer certaines régions répétées. Cependant, lorsqu’aucun gène candidat n’a de mutation 

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

 

Différents techniques peuvent être utilisées afin de déterminer la localisation 

chromosomique des gènes impliqués dans la mutation lorsque l’on a l’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 gène impliqué dans la maladie (présents dans 

des régions chromosomiques proches). Les marqueurs utilisés peuvent être des microsatellites 

(séquences de 2 à 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 l’on connait le mode de ségrégation. 

La cartographie par homozygotie fonctionne sur le même principe que l’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 gène impliqué dans la 

maladie.  

 

 Les analyses de variations du nombre de copies dans l’ADN peuvent se faire grâce à la 

technique de puce d’hybridation génomique comparative. Les ADN du patient et un ADN 

contrôle 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’intérêt dans une famille 

comprenant plusieurs affectés. Cependant, chaque région peut être assez grande selon la 

technique utilisée et comprendre plusieurs dizaine ou centaines de gènes. Chaque gène d’intérêt 

doit ensuite être 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 même famille 

n’est pas possible. Dans ces cas-là d’autres techniques sont à envisager, comme le séquençage 

de nouvelle génération qui est en plein essor. 

 

 

IV.3 Séquençage de nouvelle génération 
 

IV.3.a Introduction au séquençage 

 

. Les méthodes classiques de recherche de gènes 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 grâce au séquençage de nouvelle génération (SNG)(Wheeler 

et al., 2008). Depuis, les techniques ont évolué et le séquençage à haut débit permet de 

séquencer un génome entier de plus en plus rapidement et de moins en moins cher. Le 

séquençage à haut débit peut être utilisé de différentes manières. Pour la recherche de nouveaux  

gènes, le génome entier ou seulement les exons peuvent être séquencés. Dans les cas du 

séquençage d’exons, il y a une étape supplémentaire d’enrichissement des séquences exoniques. 

Le SNG peut également être utilisé pour séquencer l’ARN, utile pour la recherche de différents 

transcrits chez un patient par exemple.  
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Figure 9. Différentes étapes entre le séquençage par la technique 

de Sanger et par un séquenceur de nouvelle génération 

D’après Muzzey et al 2015 
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La stratégie du séquençage de l’ADN dans la technique de Sanger et dans le SNG est 

l’ajout de bases modifiés marqués avec un fluorochrome lors de l’amplification ; 4 couleurs 

différents pour chacune des 4 bases A, T, G ou C.  

Pour la technique de Sanger, l’ajout de cette base modifiée stoppe l’amplification et 

conduit à un brin d’ADN d’une longueur unique et marqué selon la dernière base incorporée. 

Les brins sont ensuite séparés par électrophorèse et l’analyse des signaux fluorescents selon la 

taille du brin nous indique la séquence. La longueur d’un brin amplifié par Sanger est de 500 à 

1000 bases. 

Pour la technique de SNG, les bases modifiées permettent l’élongation en continue. Les 

brins d’ADN sont attachés sur un support et à 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 séquençage est similaire entre les deux techniques même si les étapes ne 

sont pas faites dans le même ordre (Figure 9). De plus, l’amplification de milliers de brins se 

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

 

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

 

Il y a différentes étapes entre la réaction de séquençage et l’analyse des données.  

 

Les signaux fluorescents détectés par le séquenceur sont les données brutes qui vont être 

transformés en séquences. Ensuite, chaque « read » est aligné au génome humain de référence 

grâce à un logiciel d’alignement (dans notre cas, Burrows-Wheeler). Le nombre de « reads » 

alignés à 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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D’après Muzzey et al 2015 

Figure 10. Schéma de l’alignement de reads obtenus par SNG. L’alignement des 

reads sur le génome de référence se fait grâce à un logiciel bio-informatique, La 
profondeur de lecture est le nombre de reads alignés à une position donnée. Des 
logiciels recherchent ensuite les différences par rapport à la séquence de référence : 
les variations d’un seul nucléotide, et les petites délétions ou duplication, 

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 être utilisés. Par exemple, dans mon cas, un des outils bio-

informatiques utilisés s’appelle Varank et a été développé à Strasbourg (Geoffroy et al., 2015). 

Il utilise les fichiers contenant les variants bruts obtenus après séquençage ; et permet 

l’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 

très variée et permet d’annoter chaque variant avec l’impact du au niveau protéique et cDNA, 

la fréquence dans la population générale, l’impact sur l’épissage, l’implication du gène muté 

dans une autre maladie. L’outil permet également la détection de faux positif grâce à l’analyse 

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

 

IV.4 Séquençage à haut débit pour le diagnostic et la recherche 
 

Il y a deux moyens d’utiliser le SNG. La première manière est un SNG non spécifique 

ou l’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 très bien à cause d’une forte 

concentration en bases G ou C (souvent les premiers exons d’un gènes) ou à des séquences très 

riches des répétitions. L’autre manière est de faire du SNG « ciblé », pouvant être appliqué au 

diagnostic. Pour une maladie donnée, on peut choisir au préalable plusieurs gènes impliqués et 

enrichir la préparation de ces gènes-là.  

 

Grâce au développement de ces méthodes de séquençage il est estimé qu’environ 1 

million de personne ont leur génome ou exome séquencé mais seulement une partie est en libre 

accès. En effet, il existe des bases de données de séquençage 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 

être très 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 être prudent lors de l’analyse de 

patients ayant une origine non présente dans gnomAD.  

Résultats  

 

I. Contexte de mon projet de recherche 

 

I.1 Bases génétiques des myopathies congénitales 

Comme introduit précédemment, le groupe des myopathies congénitales est très hétérogène sur 

plan génétique et histologique. Le diagnostic se fait en premier lieu par l’étude des données 

cliniques et histologiques permettant de déterminer la classe de myopathie puis par séquençage 

des gènes connus de myopathie pour identifier le gène impliqué dans la maladie. Les gènes 

connus dans les myopathies congénitales sont variés et comprennent par exemple pour les 

CNM, les gènes MTM1, BIN1, DNM2, TTN, RYR1, CCDC78, SPEG et pour les CCD, les gènes 

RYR1, SEPN1, ACTA1, MYH7, MEGF10. 

I.2 Question biologique : Identification de nouveaux gènes de myopathies 

Le diagnostic moléculaire est essentiel pour les patients afin de leur permettre une bonne prise 

en charge, un conseil génétique et un accès à des thérapies existantes ou en développement. 

Cependant, près de la moitié des patients n’a toujours pas de diagnostic moléculaire et cela 

suggère l’implication d’autres gènes de myopathies. Le but de ce projet était donc d’identifier 

de nouveaux gènes de myopathies. 

Ce projet présente des enjeux médicaux et sociétaux pour les patients et leur famille mais 

également 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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Tableau 3 : Exemple de tableau d’analyse avec annotations des variants avec le logiciel 

VaRank (Geoffroy et al, 2014) 
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I.3 Myocapture : un consortium français 

Afin d’identifier des nouveaux gènes de myopathies, le projet français « Myocapture » a été 

mis en place par l’équipe de Jocelyn Laporte et par plusieurs équipes de recherche françaises 

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.  

I.4 Séquençage haut-débit et traitement des données  

Le séquençage a été effectué au CNG par une technique d’enrichissement des exons en utilisant 

la librairie d’Agilent « SureSelect Human all Exon 50Mb capture library v5 » et le séquençage 

a été effectué par le séquenceur Illumina HiSeq2500. Les données brutes (fichiers « fastq ») ont 

ensuite été analysée et alignées contre le génome de référence GRCh37/hg19 (fichiers « bam ») 

et l’extraction des variants a été faite par le logiciel SAMtools (fichiers « vcf »). A partir des 

fichiers de variants « vcf », l’annotation et le filtre des variants a été fait à l’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 à 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, …) et rares (< 10 hétérozygote et < 3 homozygote) dans notre base de données 

interne d’exomes (350 exomes à 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 

étudiée. 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 l’épissage et/ou sur la protéine) 

- L’expression dans le muscle 

- D’autres données telles que le pourcentage de mutation tronquante observé dans le gène 

dans les bases de données des contrôles non myopathes (liste complète des annotations 

dans le tableau 3). 

Lors de mon arrivée dans l’équipe, j’ai participé à l’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-à-dire que je recherchai les meilleurs gènes 

candidats dans chaque famille dont les exomes avaient été séquencés.  

Après l’analyse génétique, je me suis concentrée plus particulièrement sur l’étude de deux gènes 

identifiés dans deux cohortes homogènes.  

La première cohorte homogène de 4 familles avait une caractéristique histologique commune : 

un aspect « alvéolaire » des fibres, et des caractéristiques de CNM et CCD. Les gènes connus 

de CNM (MTM1, BIN1, DNM2) avaient été exclus et les gènes connus de CCD (RYR1 et 

SEPN1) ont été entièrement exclus pour deux familles. Parmi les gènes candidats identifiés, j’ai 

identifié un gène qui était muté dans ces quatre familles.  

J’ai également travaillé sur un gène qui a été identifié dans une famille de notre cohorte et quatre 

familles rapportées par des collaborateurs. Cette deuxième cohorte homogène correspondait à 

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

et NM. Les gènes exclus incluaient ACTA1, TPM2, TPM3, RYR1, BIN1. 
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II. Cohorte 1 : myopathie avec noyaux internalisés et « cores » 

Publication : « Dihydropyridine receptor (DHPR, CACNA1S) congenital myopathy. » 

La première 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 symptômes cliniques sont similaires entre tous les 

patients et comprennent différents signes de myopathies congénitales. Les symptômes 

apparaissent à la naissance ou très tôt dans l’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) élevé (2 patients) ou des symptômes de paralysie périodique (1 patient). 

Nous avons majoritairement collaboré avec l’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 

à des « cores », des noyaux internalisés 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 suggère 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 RYR1 encore présent entre le RS et le tubule T. Ces résultats 

montrent que le profil histologique est homogène et spécifique dans cette cohorte. 
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Figure 11. Exemple d’histologie de biopsie musculaire de la cohorte 1 (CACNA1S). A 
gauche, inégalités de taille des fibres et noyaux centralisés (coloration HE). A droite, aspect 
« alvéolaire » des fibres (coloration NADH). 

 

Figure 12. Arbres généalogiques de la cohorte 1 et mutations identifiées. 
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II.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 être envisagés. Pour le premier cas (P2), le 

séquençage n’a été effectué 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 lié au chromosome X, 10 variants hétérozygotes composites (5 gènes). 

Pour le deuxième cas (P1), j’ai pu faire une analyse « en trio » grâce aux données d’exomes de 

ses parents. Parmi les variants potentiellement pathologiques se trouvaient 0 variant 

homozygote, 3 variants liés au chromosome X, 2 variants de novo, 4 variants hétérozygotes 

composites (2 gènes). 

Le meilleur gène candidat chez ces deux familles était CACNA1S car il s’agissait d’un gène 

déjà connu dans d’autres pathologies musculaires (hyperthermie maligne et paralysie 

périodique hypokaliémique) ; et que ce gène 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 à un codon stop prématuré c.4453C>T (p.Gln1485*, exon 

37) et une délétion d’un nucléotide conduisant au décalage du cadre de lecture c.4967del 

(p.Leu1656Argfs*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 c.4967del (p.Leu1656Argfs*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 même 

variant dans l’exon 40 mais n’ont pas la même origine ethnique. Nous avons tout de même 

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 suggère que ce variant n’est 

PDF Creator Trial



 

 

50 

 

pas un polymorphisme rare présent dans une petite population et conforte l’idée que ce variant 

est une mutation pathogénique.  

CACNA1S étant un bon gène 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 gène. J’ai fait une recherche « gène par gène » dans notre 

base de données de 1662 exomes afin d’obtenir la liste de tous les variants présents dans ce 

gène 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 deuxième mutation non identifiée par 

l’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 séquençage et aucun autre variant n’était présent. De plus, un patient possédait 

déjà un diagnostic moléculaire et le deuxième patient était atteint d’une myopathie avec des 

caractéristiques histologiques tout à 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 

identifié deux variants faux-sens hétérozygotes affectant le même acide aminé. Le premier 

variant fau-sens hétérozygote c.2225C>A (p.Pro742Gln, exon 16)  est présent chez plusieurs 

patients d’une même famille dominante (P6 : une mère et P7, P8 : ses deux enfants). 

L’analyse génétique de cette famille avait mis en évidence 25 variants autosomiques 

dominants et 2 variants liés à l’X communs à tous les affectés et absent chez le père sain. 

CACNA1S est le meilleur gène candidat dans cette famille.  
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Tableau 4 : Identification de 10 variants rares du gène CACNA1S dans une cohorte de 11 

patients atteints de myopathie congénitale 

Notre cohorte 

Collaborateurs 

R174W 

R528G 
R528H 

R897S 
R900S 

L1367V 

T1354S 

P742Q 
P742S 

A1656R  
fs*67 

Q1485* 

R1086H 
R1086S 
R1086C 

R1239H/G 

Hyperthermie 

maligne 

Paralysie périodique 

hyperkaliémique 

Myopathie 
congénitale 

S397Pfs*3 Q1265Hfs*57 

Heterozygotes (dominant) 
Hétérozygotes composites (récessif) 

E100K 

L791Cfs*37 F275L 

Figure 13 : Représentation schématique de la localisation des variants pathogéniques de CACNA1S. 

V876E 
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Le deuxième variant faux-sens hétérozygote a été identifié dans un patient sporadique 

P9 (les parents et fratrie non atteints). Ce variant est différent mais affecte le même acide aminé 

c.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. 

CACNA1S était le meilleur gène candidat. La proline 742, muté dans les deux familles, est un 

acide aminé important et critique pour la fonction de CACNA1S. 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 même acide aminé important (proline 742) dans CACNA1S dans 

deux familles différentes suggère que ces variants sont pathogéniques. J’ai cherché la présence 

d’un deuxième variant pathogéniques dans CACNA1S chez ces 4 patients mais il n’y en avait 

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

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

des variants dans CACNA1S. Les 3 cas supplémentaires comprenaient : 

- P10 et P11 porteurs d’un variant hétérozygote, dominant de novo (p.Leu1367Val )  

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

(p.Phe275Leu, exon 6)  

- P5 porteur récessif de c.298G>T (p.Glu100Lys, exon 3) et c.3795G>T 

(p.Gln1265Hisfs*57, exon 30) 

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

Le gène CACNA1S est localisé sur le chromosome 1 au locus 1q32.1. 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 

CACNA1S est formée de 4 domaines similaires contenant 6 segments transmembranaires dont 

le 4ème segment (S4) de chaque domaine est le domaine senseur du voltage. Des mutations faux-

sens dominantes sont impliquées dans l’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 première cohorte de patients ont mis en évidence 10 

variants rares et prédits pathogéniques dans CACNA1S. Les variants incluent 4 variants 

tronquants et 6 faux-sens et sont tous présents dans les deux transcrits de CACNA1S. Les 

variants sont retrouvés dans des cas récessifs et dominants. 

II.2 Etude fonctionnelle des mutations de CACNA1S 

Afin de valider l’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 

CACNA1S, en annexe. 

J’ai tout d’abord étudié l’effet des variants tronquants sur l’ARN. J’ai montré que les 

variants tronquants des exons 9, 30 et 40 n’induisent pas une dégradation complète de l’ARN . 

Au niveau protéique, nous avons montré une diminution de la quantité de protéine chez 

plusieurs patients atteints de forme dominante ou récessive. Cela suggère que les mutations 

dominantes et récessives conduisent au même 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 RYR1, Amphiphysin-2 et Dysferlin, des protéines de la triade, étaient 

localisées de la même manière que dans des cellules contrôles. Cependant, aucun signal n’était 

visible pour CACNA1S (avec un anticorps N-terminal), ce qui signifie que la quantité de 

protéine doit être très diminuée ou que le domaine ciblé par l’anticorps n’est plus accessible. 

CACNA1S a un rôle majeur dans le couplage excitation-contraction (CEC) en activant 

RYR1 pour le relargage de calcium du RS lors de la dépolarisation de la membrane plasmique. 

En collaboration avec l’équipe de Susan Treves à Bâle (Suisse), nous avons étudié le CEC dans 

deux lignées cellulaires de patients (un atteint de forme dominant et l’autre de forme récessive) 
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en mesurant la quantité de calcium cytosolique grâce à un marqueur fluorescent. Nous avons 

montré que les mutations dans CACNA1S n’altèrent pas l’homéostasie calcique au repos, 

contrairement aux mutations identifiées dans RYR1 dans des cas de myopathies (Zhou et al., 

2013). Cependant, lors de l’activation de CACNA1S 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 

contrôles. Nous avons également pu montrer que l’utilisation d’un agoniste de RYR1 conduit 

également à une diminution du calcium relargué. Cela suggère que les mutations dans 

CACNA1S pourraient affecter le niveau protéique de RYR1 ou d’autres protéines de la triade, 

ce qui conduit à un CEC fonctionnel mais réduit. 

II.3 Conclusion de l’étude 

Cette étude a permis l’identification d’un nouveau gène de myopathie congénitale : 

CACNA1S ; et a mis en évidence deux ségrégations différentes (récessive et dominante) 

conduisant à un phénotype similaire dans plusieurs familles. Le gène CACNA1S était déjà connu 

comme la cause de plusieurs maladies musculaires et ces résultats permettent donc d’élargir le 

spectre phénotypique des mutations dans ce gène. Des mutations dans plusieurs gènes de la 

triade avaient déjà été identifiées dans des myopathies congénitales et l’implication de ce gène 

majeur vient compléter la liste de gènes candidats à séquencer chez des patients ayant des 

caractéristiques de myopathies centronucléaire ou à cores, et chez des patients dystrophiques. 

Les données cliniques et histologiques recueillis dans cette cohorte de patients sont plutôt 

homogènes entre les patients. Néanmoins, il a été observé quelques différences selon le type de 

mutation et l’âge du patient au moment de la biopsie. Ceci est à 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 l’organisation ou la stabilité des protéines de la triade, puisqu’une 

activation de RYR1 par son agoniste (indépendamment de CACNA1S) 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 à 
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RYR1, MTM1, STAC3, BIN1, mais le mécanisme pathologique exact devra être caractérisé 

plus précisément.  

L’étude des mutations dans CACNA1S et de leurs effets permettra de contribuer à la 

compréhension des mécanismes pathologiques des myopathies congénitales impliquant les 

triades et d’établir des perspectives thérapeutiques.  
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Notre cohorte 

Collaborateurs 

Tableau 5 : Identification de 5 variants rares du gène PYROXD1 dans une cohorte de 9 

patients atteints de myopathie congénitale 

Domaine oxydoréductase 

N155S 
c.414+1 G>A  

c.285+1 G>A  

Q372H  

L387Nfs*14 

Figure 15 : Représentation schématique de la localisation des variants pathogéniques de 

PYROXD1 

Figure 14 : Arbres généalogiques de la cohorte 2 et mutations identifiées dans PYROXD1. 
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III. Cohorte 2 : myopathie myofibrillaire avec noyaux 

internalisés, cores, et bâtonnets 

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 identifiée 

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 

l’enfance avec difficulté à monter les escaliers, une faiblesse faciale sans ophtalmoplégie, une 

voix nasale. Certains ont des défauts de déglutition, un niveau de créatine kinase (CPK) élevée, 

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 bâtonnets (némaline). Cette description est spécifique 

et suggérait une cause génétique commune. 

III.1 Analyse génétique 

La famille de notre cohorte est une famille consanguine comprenant deux frères atteints 

et des parents sains (famille B, Figure 14) donc l’analyse génétique, effectuée avant mon 

arrivée, s’est focalisée sur les variants homozygotes. Trois gènes candidats portaient des 

variants faux-sens rares homozygotes. Parmi les 3, le meilleur gène candidat était PYROXD1. 

Il portait le variant rare c.464_A_G (p.Asn155Ser, exon 5). Notre équipe a eu l’opportunité de 

collaborer avec d’autres équipes (équipe de Dr Nigel Clarke et Dr Sandra Cooper en Australie, 

et Dr Carsten Bönnemann aux USA) qui avaient également identifiées des variants de 

PYROXD1 dans des familles récessives. Un patient portait également le variant homozygote 

rare c.464_A_G (p.Asn155Ser, exon 5), un patient portait à l’état hétérozygote composite les 

variants  c.464_A_G (p.Asn155Ser, exon 5) et c.414+1_G_A (intron 4), un patient portait des 

variants hétérozygotes composites c.285+1_G_A (intron 3) et c.1116_G_C (p.Gln372His, exon 
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10) et le dernier patient portait les variants hétérozygotes composites c.1159_1160_-_CAAA 

(p.Lys387Asnfs*14, exon 11) et c.464_A_G (p.Asn155Ser, exon 5).  

Cette analyse a mis en évidence 5 variants rares dans PYROXD1 (Tableau 5 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 PYROXD1 un très bon gène candidat. 

En parallèle à cette étude, nous avons continué à chercher d’autres cas PYROXD1 dans notre 

cohorte de patients dont l’exome a été séquencé mais également chez des patients qui avaient 

une clinique et une histologie plus ou moins similaire mais dont l’exome n’a pas été séquencé. 

Nous avons trouvé deux familles qui portent chacune une seule mutation dans PYROXD1 qui a 

déjà été identifiée dans les précédentes familles. La recherche d’une deuxième mutation 

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

III.2 Analyse fonctionnelle 

Comme la fonction de PYROXD1 n’était pas connue, les questions qui se posaient 

étaient la caractérisation de l’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 Bönnemann (Bethesda, USA). L’étude a 

montré que les mutations c.285+1G>A et c.414+1G>A impactent des sites d’épissages 

conduisant respectivement à des sauts des exons 3 et 4, qui sont en phase et conduisent à un 

produit ARN présent mais plus court. Mon implication a été d’étudier l’impact des mutations 

faux-sens. Grâce à l’ARN extrait de cellules de patients, j’ai testé différentes combinaisons afin 

de rechercher une altération de l’épissage, au niveau de l’exon muté, et des autres exons. Nous 

avons montré que ces mutations n’altèrent pas l’épissage. Afin de rechercher une possible 

altération au niveau protéique, j’ai développé un anticorps contre PYROXD1 avec l’aide de la 

plateforme de production de l’IGBMC. En utilisant cet anticorps et plusieurs anticorps 

commerciaux (qui n’avaient jamais été 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 3ème étape était de rechercher un 

problème 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 suggèrent 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 PYROXD1 avait une fonction d’oxidoreductase, nous avons collaboré avec l’équipe de Dr 

Sylvie Friant à Strasbourg qui est experte en modèle de myopathie dans des levures. Nous avons 

recherché un homologue d’une oxydoréductase dans la levure. Nous avons en effet trouvé que 

l’oxydoréductase cytosolique Glr1 dans la levure pouvait avoir une fonction similaire. La levure 

déficiente pour Glr1 est sensible à l’H2O2. Nous avons effectué une expérience de 

complémentation en transférant le gène humain de PYROXD1 dans la levure déficiente. La 

sensibilité à l’H2O2 était réduite ce qui suggérait que PYROXD1 a une activité réductrice. 

Cependant, en transférant les cDNA muté de PYROXD1 dans ces levures, la sensibilité à 

l’H2O2 était toujours présente. Ces résultats montrent que PYROXD1 a une activité 

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

En collaboration avec l’équipe de Dr Robert Bryson-Richardson en Australie, nous avons 

également montré l’importance du gène PYROXD1 dans le poisson-zèbre déficient en 

PYROXD1, qui a des défauts de mouvements et récapitule les phénotypes histologiques des 

patients (désorganisation sarcomérique, agrégats myofibrillaires). Le transfert de l’ARN 

humain de PYROXD1 rétablie des mouvements normaux du poisson et l’histologie est moins 

sévère. 

III.3 Conclusion de l’étude 

Cette étude a permis l’identification d’un nouveau gène de myopathie : PYROXD1. 

Grâce à une cohorte de 9 patients dans 5 familles, nous avons montré que des mutations 

récessives dans ce gène conduisent à une myopathie spécifique. En effet, la clinique est très 
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similaire entre tous les patients, malgré quelques différences mais l’étude des biopsies 

musculaires a mis en évidence un profil très spécifique qui inclue simultanément des « cores », 

des noyaux internalisés, des corps de némaline et des inclusions myofibrillaires spécifiques. 

Nous avons montré pour la première fois que PYROXD1 est localisée à 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 l’oxydoréduction était déjà connue pour être 

altérée dans certaines myopathies à cores. 

L’implication de PYROXD1 pourra donc aider à comprendre les mécanismes 

pathologiques impliquant la régulation de l’oxydoréduction. De plus, grâce à la découverte de 

ce nouveau gène de myopathie, de nouveaux patients pourront être diagnostiqués. Des pistes 

thérapeutiques peuvent être envisagées avec des molécules réduisant le stress oxydatif déjà 

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

 

I. Impact des mutations identifiées dans CACNA1S 

 

I.1. Impact des mutations tronquantes dans CACNA1S 

 

I.1.a Etude des mutations tronquantes de CACNA1S dans notre cohorte 

Le gène CACNA1S 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 l’ARN médié par un 

codon stop (non-sense mediated decay, NMD). Est-ce que deux mutations tronquantes 

conduisent à une dégradation de l’ARN et à une déficience totale de la protéine ? Est-ce que 

ces mutations échappent au mécanisme de dégradation de l’ARN et conduisent à une protéine 

stable fonctionnelle ou toxique ? 

 Je pose la question de l’implication pathologique de ces mutations tronquantes. 

Les mutations tronquantes en question incluent une mutation non-sens dans l’exon 37, 

qui conduit à un changement d’un acide aminé en un codon stop, de plusieurs délétions hors 

phase et un défaut d’épissage qui conduisent à un décalage du cadre de lecture conduisant à 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). Il a été montré que ce mécanisme peut être inactif si le codon stop prématuré est présent 

dans le dernier exon ou la fin de l’avant-dernier exon. L’étude de l’ARN que j’ai effectué a 

montré que les mutations dans les exons 9, 30 et 40 ne conduisent pas à une dégradation 

complète de l’ARN muté. En effet, après avoir amplifié et séquencé le cDNA issu de l’ARN, 

nous pouvions voir une diminution de la quantité de l’ARN muté mais pas une dégradation 

complète, avec une méthode semi-quantitative. Il est donc probable que l’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 être traduite en protéine. 

En utilisant les bases de données publiques de séquençage d’exomes et de génomes, 

(ExAC et gnomAD), j’ai pu observer que le gène CACNA1S contient 52 variants tronquant 

hétérozygotes, et 1 homozygote dans le dernier exon (1_201009083 AGTAGCTCT_A ; 

p.Leu1832Argfs*67). Ce variant est présent chez 475 individus à l’état hétérozygote et 4 

individus à l’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 

suggère que la présence de deux variants tronquants sur des allèles différents peut être 

pathogénique.   

Mon hypothèse est que la présence de la protéine CACNA1S est nécessaire pour la 

fonction du muscle, même en quantité résiduelle. La perte totale de la protéine pourrait être 

léthale due à sa fonction essentielle Les mutations tronquantes pourraient conduire à une 

protéine tronquée partiellement fonctionnelle. 

 

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

Il existe un modèle spontané de souris déficiente pour Cacna1s (mdg/mdg). Le gène 

Cacna1s de la souris a 44 exons, 2 isoformes et présente 91 % d’homologie avec le gène 

humain. Ce modèle animal porte une mutation tronquante homozygote dans l’exon 33 (une 

délétion d’un nucléotide à la position 4010, qui conduit à 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 l’intégrité du canal et/ou conduire à 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 après l’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 l’exon 33 (exon 18 et exon 30). Le phénotype des patients porteurs 

de deux mutations tronquantes est moins sévère 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 suggère que les 

mutations tronquantes identifiées ne conduisent pas à une dégradation complète de la protéine 

car cela pourrait être létale. Les mutations pourraient conduire à une faible quantité de protéine 

tronquée qui contiendrait encore les 4 domaines fonctionnels mais avec une activité réduite. 

Dans cette hypothèse-là, la partie C-terminale aurait donc un rôle non essentiel pour le CEC et 

la réduction du CEC observé chez les patients pourrait être due à une diminution de la quantité 

de complexes DHPR.  

 

Allant dans ce sens, certaines études montrent la présence de deux formes de CACNA1S 

dont une forme tronquée à la position 1662 dans l’exon 40 qui serait encore capable d’activer 

le CEC et de laisser passer le Ca2+ d’après 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 suggère un domaine dynamique (Wu et al., 2016). 

Une étude de CACNA1C (sous-unité alpha1 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 CACNA1S 

pourraient suffire au bon trafic membranaire. L’étude du trafic membranaire pourra également 

être étudié dans des modèles in vitro afin de comprendre son implication dans les mécanismes 

pathologiques.  

Dans cette hypothèse, la protéine tronquée pourrait être exprimée et activer le CEC, de 

façon moins efficace.   

I.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 l’effet pathogénique de ces mutations. 

Pour ce faire, il peut être intéressant de les comparer aux mutations faux-sens dominants 

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

I.2.a Comment différentes mutations « faux-sens » de CACNA1S conduisent-elles à 

différentes maladies ? 

Dans les cas de l’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  

 

 

 

 

 

 

 

 

mutations faux-sens dominantes dans RYR1 mais dans certains cas, des mutations faux-sens 

dominantes dans CACNA1S 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 l’arginine 1086 (Figure 16). D’après une étude, cette boucle III-IV servirait de 
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Figure 16 : Représentation schématique de la localisation des mutations de CACNA1S. 

V876E 

PDF Creator Trial



 

 

65 

 

régulateur négatif de RYR1 pour empêcher la sortie excessive de calcium et la mutation 

dominante R1086H dans cette boucle altère cette fonction et conduit donc à une augmentation 

du calcium cytosolique et rend le canal RYR1 hypersensible à certains agents (Weiss et al., 

2004). De plus, cette mutation altère également légèrement 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 l’entrée du 

calcium sans altérer le CEC ; mais elle cause cependant une altération de l’inhibition de RYR1. 

En effet, le niveau calcique cytosolique au repos est augmenté dans les cellules portant la 

mutation, ce qui rend RYR1 hypersensible. De plus ce niveau de calcium élevé peut être 

pathogénique, comme dans certains cas CCD où le canal RYR1 relargue du calcium au repos. 

La troisième mutation connue de HM, T1354S, est présente dans la boucle S5-S6 (domaine 

IV). L’étude dans un modèle in vitro montre que la mutation induit une activation accélérée du 

canal après dépolarisation, ce qui conduit à une plus grande entrée de calcium par le canal. Cette 

entrée de calcium au niveau de la jonction permettrait une activation de RYR1, 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, III et IV et le segment S3 du domaine III. Les 

segments S4 permettent de sentir la dépolarisation grâce à 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 sensibilité de CACNA1S à la 

dépolarisation. Ceci conduirait à une diminution de l’activation de RYR1 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 

études montrent que la majorité des patients PPH développent une myopathie vacuolaire à l’âge 

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 à 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 l’implication de ces mutations dans la 

protéine, je me suis basée sur l’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 manière que les segments 1 à 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, l’étude de la structure montre que le glutamate 100 est orienté 

vers l’intérieur du pore I et serait en face de l’arginine 174 (muté dans des cas de HM). Dans 

l’hypothèse 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 à un pore non fonctionnel. Le 

patient porte également une mutation tronquante dans l’exon 30. Cette troncation se trouve dans 

le domaine IV et pourrait conduire à une protéine instable, comme celle de la souris mdg/mdg 

qui est porteuse homozygote d’une troncation dans l’exon 33.  Cela voudrait dire que la protéine 

majoritaire chez ce patient est la protéine mutée E100K et que le phénotype du patient est dû 

essentiellement à la mutation E100K car la protéine contenant la mutation tronquante serait 

instable ou non fonctionnelle. La mutation E100K à l’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 à un phénotype de HM. Cela suggère que selon les acides aminés 

affectés, différents changements de la structure des pores senseurs de voltage conduisent à 

différents phénotypes. 

Pour la mutation F275L, l’étude de la structure 3D de CACNA1S montre qu’elle 

pourrait avoir un rôle important dans la structure de la boucle S5-S6 du domaine I. La mutation 
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HM T1354S se trouve également dans une boucle S5-S6 (domaine IV) ce qui nous montre 

l’importance de cette boucle. Je peux tirer la même hypothèse que pour P5 savoir que la 

deuxième mutation présente chez les patients porteurs de F275L (mutation tronquante dans 

l’exon 18) pourrait conduire à 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 

T1354S.  

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 CACNA1S (boucle II-III), qui est essentielle pour le couplage excitation-contraction (Kugler 

et al., 2004; Nakai et al., 1998; Wilkens et al., 2001). Il a été 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 RYR1 tandis que d’autres études montrent plutôt 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’après l’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 l’introduction, l’orientation des acides 

aminés semble très importante pour la structure de la protéine ; on peut donc imaginer que ce 

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

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

importante pour l’activation de RYR1, on peut penser que l’inclusion d’au moins une protéine 
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CACNA1S muté conduit à une tétrade non fonctionnelle. Une tétrade fonctionnelle contiendrait 

donc quatre protéines CACNA1S non mutées, ce qui, dans le cas des mutations dominantes 

correspond statistiquement à 1/16 de tétrades fonctionnelles. Cette proportion faible de tétrades 

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

I.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 l’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 contrôles. Les résultats diffèrent des cas de HM due à des mutations de 

CACNA1S et des cas de CCD dues à 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 suggère que les mutations testées de CACNA1S n’induisent pas d’ouverture de RYR1 

au repos. 

Après 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 à celle des cellules contrôles. 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 l’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 après traitement par du KCl. Cela suggère 

que l’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 CACNA1S induisent une altération de la structure qui engendre 

une inhibition de la fonction de RYR1. 

Un modèle de souris adulte déficiente en CACNA1S a été développé et étudié et montre 

que, contrairement à la souris mdg/mdg déficiente en CACNA1S qui est létal embryonnaire, la 

souris adulte est vivante. Le modèle adulte, en utilisant une stratégie d’exon-skipping permet la 

présence de la protéine à faible dose (Piétri-Rouxel et al., 2010). Ce modèle 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 l’autophagie qui conduirait à l’atrophie musculaire. Les résultats des 2 modèles de 

souris montrent que CACNA1S a un rôle majeur pour le développement et le maintien à du 

muscle fonctionnel à l’âge adulte, ce qui concorde avec la myopathie congénitale observée. 

Les résultats obtenus lors de l’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 l’impact de 

toutes les mutations. 

I.3 Histologie et ultrastructure des muscles des patients CACNA1S 

L’identification des mutations CACNA1S dans un type de myopathie congénitale vient 

ajouter un nouveau gène à 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 diffèrent de ce qu’on observe classiquement dans les 

myopathies dues à des mutations RYR1, ou d’autres myopathies. Ces observations montrent 

que la myopathie liée à CACNA1S ne peut donc pas être classée dans l’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 à CACNA1S possèdent des 

similarités. En effet, dans la myopathie liée CACNA1S, nous pouvons observer des noyaux 

centralisés ainsi que des défauts des triades (dilatations des RS). Dans les CNM, il est observé 

des défauts de la structure des triades ainsi que des défauts calciques et une diminution du 

niveau protéique de CACNA1S. 

Les « cores » observés en histologie correspondent également à ce qui est observé dans les 

myopathies liées à 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 CACNA1S. Chez ces patients, le transcrit majoritaire à l’âge adulte est en fait le 

transcrit fétal (Zang et al, 2012). Le transcrit fétal de CACNA1S ne possède pas l’exon 29, qui 

est localisé dans une boucle extracellulaire du domaine IV. Des altérations dans certains 

domaines de CACNA1S pourraient donc conduire à des défauts histologiques. 

Ces observations posent la question de l’implication de CACNA1S dans différentes voies 

moléculaires conduisant à ces différents aspects histologiques. 

II. Impact des mutations de PYROXD1  

Notre étude a mis en évidence 5 mutations différentes dans le gène PYROXD1 dont deux 

faux-sens, deux mutations d’épissage et une insertion conduisant à 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 à un 

phénotype spécifique et homogène. Les patients ont une faiblesse musculaire progressive qui 

débute dans l’enfance associée à une faiblesse faciale, une difficulté à 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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II.1 Quel est le rôle de PYROXD1 ? 

 

La fonction de PYROXD1 n’est pas connue et aucune étude ne fait référence à cette 

protéine. Le transcrit majoritaire serait exprimé de façon 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), grâce à 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 première question était de savoir quel était la fonction de PYROXD1. 

Grâce à une expérience de complémentation dans une levure déficiente pour la glutathione 

reductase, nous avons pu mettre en évidence l’activité réductrice de PYROXD1, qui dans notre 

expérience a pu réduire l’H2O2. Les expériences de localisation sur des biopsies musculaires et 

dans différents modèles cellulaires montrent la localisation de PYROXD1 dans le noyau et le 

cytosol. 

Notre étude a donc montré que PYROXD1 est une oxydoréductase exprimée dans le noyau 

et le cytosol. 

 

II.2 Quel est l’impact des mutations identifiées ? 

 

Notre étude a mis en évidence 2 mutations faux-sens, 2 mutations d’épissage 

(conduisant à un saut d’exon en phase) et une insertion conduisant à 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 

l’activité réductrice de PYROXD1. Les deux acides aminés mutés N155 et Q372 sont très 

conservés dans l’évolution. N155 est localisé dans le domaine d’oxydoréduction tandis que 

Q372 est prédit pour être en dehors du domaine. La mutation de Q372 pourrait altérer la 

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

Dans les bases de données publiques, il n’existe pas de contrôles porteurs de mutations 

tronquantes homozygotes, ce qui suggère que la perte complète de la protéine est délétère et en 

effet, la délétion totale de la protéine est létale embryonnaire chez la souris (The International 

Mouse Phenotyping Consortium, IMPC), ce qui montre l’importance cruciale de la protéine 

durant le développement.  

Les analyses génétiques et fonctionnelles montrent l’impact pathogénique de mutations 

faux-sens récessives dans des acides aminés critiques (N155 et Q372) qui altèrent l’activité 

réductrice de PYROXD1. 

 

II.3 Mécanismes physiopathologiques 

Comme décrit en introduction, la balance redox dans le muscle est très importante et la 

découverte de mutations dans PYROXD1 impliquées dans les myopathies congénitales suggère 

que PYROXD1 a un rôle majeur dans le muscle. Pour comprendre le mécanisme pathologique, 

une perspective importante est de caractériser le(s) substrat(s) de PYROXD1 et son implication 

dans la balance redox du muscle. 

Les mutations dans RYR1 peuvent conduire à des « cores » et des noyaux internalisés 

sur les biopsies musculaires, qui sont des caractéristiques également observées chez les patients 

mutés dans PYROXD1. 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 élevée peut 

activer RYR1 et induire un relargage élevé de calcium du RS (Marengo et al, 1998 ; Feng et al, 

2000).  
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Certaines études suggèrent que SEPN1 peut réguler le statut redox de RYR1 car 

l’homéostasie calcique est dérégulée dans la myopathie liée à 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 SEPN1 dans le poisson-zèbre conduit à une désorganisation des myofibrilles et de la ligne 

Z (Jurynec et al, 2008). 

 D’après notre étude, PYROXD1 semble avoir un rôle majeur dans la balance redox du 

muscle qu’il faut encore caractériser. À la vue de toutes les caractéristiques observées lors de 

l’étude des biopsies musculaires, l’altération de PYROXD1 semble avoir des conséquences à 

plusieurs niveaux (altération de la balance redox et défauts structuraux). Il faudra également 

comprendre pourquoi seul le muscle squelettique est affecté alors que PYROXD1 est exprimé 

dans tous les tissus. 

 

II.4 Les antioxydants : une approche thérapeutique à envisager 

  

L’hypothèse du stress oxydatif dans les cellules est quelque chose qui a déjà été observé 

dans plusieurs types de myopathies impliquant des mutations dans SEPN1 et RYR1 (Dowling 

et al, 2012). Des cellules en cultures de patients muté dans SEPN1 ou RYR1 ont un niveau de 

stress oxydatif élevé et sont plus sensibles à l’H2O2 (Arbogast et al, 2009 ; Dowling et al, 

2012).  

Un traitement qui est a été testé in vitro et dans le poisson-zèbre est l’antioxidant N-

acetylcysteine (NAC) qui corrige le stress oxydatif et la pathologie musculaire dans les modèles 

de poisson-zèbre ryr1 et la souris mdx, modèle dystrophique (Dorchies et al, 2006 ; Dowling et 

al, 2012). 

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

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

 

 Les myopathies congénitales sont une classe de maladies neuromusculaires rares et très 

hétérogènes. Dans les myopathies congénitales se trouvent différents sous-groupes : les 

myopathies à noyaux centralisés (CNM), les myopathies à « cores » (CCD), les myopathies à 

némaline (NM) et un dernier sous-groupe comprenant différentes myopathies. L’hétérogénéité 

des myopathies congénitale signifie qu’un gène peut être impliqué dans différents phénotypes 

et un phénotype peut être associé à plusieurs gènes. Il y a plus de 25 gènes identifiés et associés 

à différents sous-groupes. La classification des myopathies congénitales selon les défauts 

histologiques permet de prioriser les gènes à séquencer selon le groupe de myopathie.  

Cependant, il reste encore beaucoup de patients non diagnostiqués, ce qui suggère l’implication 

d’autres gènes. 

Le but de mon projet de thèse était donc d’identifier de nouveaux gènes de myopathies. 

J’ai pu participer à la caractérisation de deux nouveaux gènes de myopathies : CACNA1S et 

PYROXD1.  

 

J’ai pu identifier des mutations récessives et dominantes dans CACNA1S conduisant à une 

myopathie spécifique, reconnaissable en histologie par un aspect alvéolaire en coloration 

NADH, des noyaux internalisés et des « cores ». Les symptômes 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 à un défaut de 

CEC. Ces résultats sont importants car ils caractérisent une nouvelle maladie due à des 

mutations de CACNA1S et indiquent de nouvelles pistes pour l’étude de la fonction de 

CACNA1S et ses mécanismes pathologiques. Les données histologiques permettent de penser 

qu’il peut exister des voies communes entre les protéines de la triade (myopathies à « cores ») 

et les protéines du transport intracellulaire (myopathies à noyaux internalisés).  
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J’ai également participé à l’étude génétique et fonctionnelle de mutations identifiées dans le 

nouveau gène de myopathie PYROXD1. Nous avons pu montrer que des mutations récessives 

conduisait à une myopathie spécifique incluant des noyaux internalisés, des « cores », des 

désorganisation sarcomériques et des agrégats myofibrillaires. Cette myopathie conduit à une 

faiblesse musculaire progressive qui débute dans l’enfance associée à une faiblesse faciale, une 

difficulté à avaler, et une voix nasale. Les données fonctionnelles montrent que PYROXD1 est 

une oxydoréductase dont l’activité est altérée par les mutations identifiées. Un modèle de 

poisson-zèbre nous a permis de valider l’importance de PYROXD1 dans le muscle. Cependant, 

nous n’avons pas pu déterminer son rôle précis dans le muscle. Des recherches supplémentaires 

permettront de comprendre l’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 gènes est importante pour l’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 l’implication de CACNA1S dans 

une myopathie congénitale alors que des mutations dans d’autres protéines de la triade étaient 

connues. Cela permettra l’étude plus approfondie des mécanismes pathologiques de défauts de 

la triade. 

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

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

 

Plus globalement, ces résultats montrent l’importance de la caractérisation clinique et 

histologique dans le séquençage d’exomes pour l’identification de nouveaux gènes de 

myopathie. Cette étude montre également l’importance d’expériences fonctionnelle pour la 

validation de l’impact des mutations. 
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Supplementary material

Supplementary Fig. 1 Histological features in skeletal muscle of P1, P5, 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 Glu100 (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 Glu100 residue. Display of the 3JBR PDB

structure with PyMOL [2].

Supplementary Fig. 3 Ca2+ store content was determined in Fura-2 loaded P1 myotubes as described 

[1] by treating myotubes with a cocktail of 1 µM thapsigargin and 1 µM ionomycin in Krebs Ringer 

containing 100 µM 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 Ca2+ 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 Ca2+ store content from this patient.

Supplementary Table 1 Primers used for cDNA amplification
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Identification et validation 
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myopathies 

 

 

Résumé 

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

Des mutations récessives dans le gène PYROXD1, codant pour une oxydoréductase, causent une 
myopathie apparaissant à l’enfance avec des défauts spécifiques en histologie. Grâce à un modèle 
animal, nous avons montré que les mutations impactaient l’activité enzymatique de la protéine.  

Des mutations dominantes ou récessives dans le gène 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 ; séquençage 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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