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RESUME

Altérations de la voie de signalisation BMP4 responsables d’une différenciation accélérée de

myoblastes mutes sur le géne LMNA.

Les lamines A et C sont deux composants majeurs de la lamina nucléaire, réseau de
filaments intermédiaires situé sous la membrane nucléaire interne. Les mutations du géne
LMNA, codant les lamines A/C, ont été associées a de nombreuses pathologies humaines,
appelées laminopathies, et affectant un ou plusieurs tissus dont le muscle. Les mécanismes
physiopathologiques sous-jacents ne sont encore que partiellement élucidés. Les lamines A/C
jouant un roéle crucial dans l'architecture nucléaire et l'organisation de la chromatine,
I’hypothése d’une altération de I'expression de facteurs de transcription ou de génes tissus-
spécifiques a été formulée. De plus, au niveau musculaire, il a été décrit que les lamines A/C
jouent un role majeur dans la mise en place d’une différenciation musculaire efficace.

Afin d’identifier des altérations potentielles au sein des voies de signalisation régulant
la différenciation musculaire, nous avons utilisé un modéle de myoblastes murins
conditionnellement immortalisés et comparé le profil d’expression entre les myoblastes
sauvages et inactivés pour le gene Lmna (Lmna'/'). Nous avons ainsi identifié deux altérations
majeures de la voie BMP (Bone Morphogenetic Pathway) : la diminution de |'expression du
ligand Bmp4 et 'augmentation de celle de Smad6, un inhibiteur intracellulaire de la voie.
Cette surexpression de Smad6 est responsable d’une séquestration cytoplasmique des Smads
1, 5 et 8 phosphorylées et d’'une diminution de I'expression des genes cibles, Id1 et Id2. Les

myoblastes Lmna”

montrent une différenciation myogénique prématurée, phénotype
réversible par des expériences d’ARN interférent ciblant Smadé. Enfin, nous avons montré que
ces défauts sont retrouvés dans des myoblastes humains de patient porteur hétérozygote de
la mutation LMNA p.R310X.

Ces résultats apportent un nouveau mécanisme physiopathologique des laminopathies

musculaires et identifient une nouvelle cible thérapeutique potentielle.



SUMMARY

Altered BMP4 pathway leads to accelerated myogenic differentiation of LMNA mutated

cells.

LMNA gene encodes lamins A and C, two major components of the nuclear lamina, a
network of intermediate filaments underlying the inner nuclear membrane. LMNA mutations
have been associated with a wide spectrum of human diseases collectively called
“laminopathies” affecting one or several tissues, such as muscles. The physiopathological
mechanisms underlying laminopathies remain unclear. Given the crucial role of lamins A/C in
nuclear architecture and chromatin organization, the “gene regulation” hypothesis has been
proposed. It suggests that LMNA mutations could alter in a tissue-specific manner
transcription factors and/or genes expression. Moreover, lamins A/C have been described as
important regulators in muscle differentiation regulation.

To identify potential alterations in signaling pathways regulating muscle differentiation
in LMNA-mutated myoblasts, we used a previously described model of conditionally
immortalized murine myoblasts and compared gene expression profiles in wild-type and
Lmna’" H-2K myoblasts. We identified two major alterations of the Bone Morphogenetic

Protein (BMP) pathway in Lmna”

myoblasts: Bmp4 downregulation and Smad6
overexpression. We demonstrated that Smad6 overexpression lead to Smadl/5/8
sequestration in the cytoplasm and to the downregulation of their target genes, /d1 and /d2.
As a consequence, Lmna-null myoblasts displayed a premature differentiation which could be
rescued by downregulating Smad6 expression. Finally, we showed that these defects are
relevant for human laminopathies as they are also present in myoblasts from a human patient

10X .
Q310X 1 tation.

carrying a LMNA
Taken together, these results provide a potential mechanism for the muscle stem cell
exhaustion and muscle atrophy observed in muscle laminopathies and identify a new

therapeutical target likely to reverse pathological phenotypes.
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1 Physiologie du muscle strié squelettique

1.1 Généralités

Grace a leurs capacités de contractilité, d’excitabilité mais aussi d’élasticité, les

muscles sont a I'origine du mouvement et de la force. On en distingue trois types :

(i)

(ii)

(iii)

Y

Les muscles striés squelettiques, a l'origine de contractions et donc de
mouvements volontaires. Ils sont sous le controle du systéme nerveux
cérébro-spinal.

Le myocarde, qui permet la contraction non volontaire du coeur, sous le
contrdle du systéme nerveux autonome. Il présente une organisation en
muscle strié, proche de celle des muscles striés squelettiques.

Les muscles lisses, a l'origine de contractions et de mouvements

involontaires, sous le contréle du systeme nerveux autonome.

Les muscles squelettiques sont un des tissus les plus dynamiques et les plus

plastiques du corps humain. Chez I'Homme, ils représentent environ 40% du poids total

du corps, contiennent 50 a 75% des protéines totales et sont responsables de 30 a 50%

du renouvellement protéique total. Ils contribuent a de multiples fonctions corporelles :

(i)

(ii)

D’'un point de vue mécanique, la fonction principale des muscles est de
convertir de I'énergie chimique en énergie mécanique permettant ainsi de
produire une force, de maintenir une posture et de générer un mouvement
volontaire ;

D’un point de vue métabolique, les muscles squelettiques contribuent au
meétabolisme basal en tant que tissu de réserve pour le glycogene ou des
acides aminés, en tant que tissu producteur de chaleur et en tant que tissu

consommateur pendant une activité physique.

La suite de cette partie de 'exposé se concentrera sur les muscles squelettiques,

étant au centre du projet de recherche.
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1.2 Anatomie des muscles squelettiques

Grace a la liaison des muscles squelettiques au squelette par les tendons situés a

leurs extrémités, la contraction musculaire permet le mouvement du membre concerné.

C'est un tissu post-mitotique contractile composé de myofibres, ou fibres

musculaires, cellules multinucléées résultant de la fusion de cellules mononucléées

différenciées. L'organisation générale des muscles striés squelettiques reprend plusieurs

éléments conjonctifs, de 'extérieur vers l'intérieur (Figure 1) :

(i) L’épimysium, membrane de tissu conjonctif entourant les muscles

squelettiques

(ii)  Le périmysium, entourant chaque faisceau musculaire

(iii) L'endomysium qui est finement vascularisé et qui entoure les fibres

musculaires qui composent chaque faisceau musculaire.

Le muscle est également irrigué par un réseau de vaisseaux sanguins, permettant

un apport en nutriments et en oxygene, et innervé par des fibres sensitives et motrices.

Périmysium

VaisseauBanguin
Epimysium

FibreEmusculaire

Faisceau

Endomysium

DAL
Cl r4—— Os
oCagzest

Coentr

Figure 1. Organisation du tissu musculaire strié squelettique

Le muscle est recouvert de I'épimysium, membrane protectrice, et est relié a I'os par un tendon. Les fibres

musculaires s’organisent au sein du périmysium en faisceaux de plusieurs centaines de fibres. Modifié

d’apres www.ncbi.nlm.nih.gov.

18



1.3 Les types de fibres musculaires

Une fibre musculaire est une cellule unique, multinucléée, de forme allongée, dont

la longueur est tres variable et peut atteindre plusieurs centimeétres. Leur diametre est,

quant a lui, compris entre 10 et 100 um environ. Elle résulte de la fusion entre des cellules

immatures mononuclées au cours du développement embryonnaire ou de la régénération

musculaires, appelées « myoblastes ».

La classification des fibres musculaires repose sur leur taille, leur vascularisation,

leur contenu en glycogene ou en mitochondries ainsi que sur leur innervation motrice.

Ces caractéristiques vont globalement définir leur capacité a réaliser un exercice d'une

intensité plus ou moins importante sur une durée plus ou moins longue. Classiquement,

on trouve :

(1)

(ii)

Des fibres de type I, dites lentes. Ces fibres contiennent peu de glycogene
mais une quantité importante de mitochondries : ce sont des fibres dites
« oxydatives ». Elles expriment une isoforme particuliere de la chaine
lourde de la myosine (MyHC) : MyHC-1 codée par le gene MYH7. Elles sont
également de petite taille mais tres vascularisées. Ces caractéristiques leurs
permettent de réaliser des exercices prolongés bien que peu intenses. Elles

interviennent donc principalement dans le maintien de la posture.

Des fibres de type I, dites rapides. Ces fibres contiennent, quant a elles, peu
de mitochondries mais sont riches en glycogene. Elles sont peu
vascularisées et de plus grande taille. Ces fibres, plus puissantes que les
fibres de type I, peuvent ainsi réaliser des exercices plus intenses mais de
durée courte. Leur métabolisme essentiellement glycolytique les rend plus
fatigable. Au sein de ce groupe, plusieurs sous-classes (IIA, IIB, 1IX) ont été
définies sur leur coloration de I’ATPase myofibrillaire. Elles expriment
également des isoformes de la chalne lourde de la myosine différentes :
MyHC-2A codée par le géne MYH2, MyHC-2B codée par MYH4 et MyHC-2X
codée par MYH]1. Cette différence conditionne leur vitesse de contraction
(IIB>IIX>IIA). La composition en type de fibres est caractéristique d’un
muscle donné mais peut varier en fonction de nombreux stimuli extérieurs

dont I'exercice physique notamment.
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I I1A IIX IIB

VITESSE DE CONTRACTION + +++  ++++
METABOLISME OXYDATIF +++++  HHE+ +
METABOLISME GLYCOLYTIQUE + ++++

VASCULARISATION +++++  +++ ++ +
DIAMETRE ++ ++ 4+t
FATIGUABILITE + ++ +++ et

Tableau I. Comparaison des caractéristiques des types de fibres

Les différents critéres sont quantifiés de fagon semi-quantitative (+ : trés faible, ++ : faible, +++ : moyen,

++++ : haut, +++++ : trés haut), inspiré de Lefaucheur et al. 2010.

1.4 Structure de la fibre musculaire
La fibre musculaire, également appelée myofibre ou cellule musculaire, est
multinucléée et post-mitotique. Elle est composée de deux parties (Figure 2) :
(1) Une composante contractile permettant la contraction et le mouvement : les
myofibrilles constituées de la succession des sarcomeres
(ii)  Une composante non contractile servant de support a l'activité contractile :
les organites intracellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique),

sarcolemme, enzymes...

Chaque myofibrille est entourée par un réseau membranaire complexe. Ce réseau,
qui dérive du sarcolemme, s’invagine a l'intérieur des myofibres, perpendiculairement a
la cellule pour former, a intervalles réguliers, le systeme tubulaire transverse ou « tubule-
T ». Ce systéeme permet la propagation et la diffusion du signal électrique de l'extérieur
vers l'intérieur de la fibre afin de permettre a 'ensemble des myofibrilles composant une

fibre musculaire de répondre rapidement et simultanément.
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Figure 2. Structure macroscopique et microscopique des muscles striés

squelettiques.

La fibre musculaire contient de nombreux éléments contractiles cylindriques appelés myofibrilles. Chaque
myofibrille correspond a la succession de 'unité structurale contractile du muscle : le sarcomére. Ce dernier

est formé par un assemblage trés organisé et composé principalement de filaments fins d’actine et de
filaments épais de myosine. Modifiée d’apres Frontera et al. 2015 (1).
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1.5 Structure des myofibrilles

1.5.1 Structure du sarcomeére, unité structurale et contractile des myofibrilles

La myofibrille est I'unité de base de la contraction musculaire. Elle est constituée
d’'une succession de segments, appelés « sarcomeres », délimités a leurs extrémités par
une strie Z (pour Zwischenscheibe qui signifie « disque intermédiaire » en allemand).

Les sarcomeéres sont de taille variable (de 1,6 a 2,5 pm) selon I'état de la
contraction musculaire. Ils sont principalement constitués de deux types de myofilaments
dont l'organisation et l'association sont finement déterminées et qui constituent les
régions du sarcomere :

(i) Les myofilaments fins constitués d’actine ;

(ii) Les myofilaments épais constitués de myosine.

L’observation des myofibrilles en microscopie optique montre une striation
réguliere par une alternance de bandes claires et de bandes sombres due au
chevauchement des myofilaments fins et épais. La partie la plus sombre se retrouve au
centre du sarcomere et est appelée «bande A» (pour anisotrope). Elle résulte du
chevauchement des myofilaments fins d’actine et des myofilaments épais de myosine.
L’observation du sarcomeére en microscopie électronique a montré que, au centre de la
bande A, se trouvait une zone plus claire, appelée « zone H » (pour heller , « plus clair » en
allemand), au niveau de laquelle seuls les myofilaments épais sont présents. Au milieu de
la zone H, se trouve la ligne M (pour Mittelscheibe, « disque du milieu » en allemand) avec
une tres grosse protéine d’environ 4000 kDa essentielle au maintien des filaments de
myosine, la titine. De part et d’autre de la bande A, on trouve de nouveau une zone plus
claire correspondant aux bandes I (pour isotrope) qui contient uniquement I'extrémité
des filaments fins d’actine (2). Un sarcomere est délimité par deux stries Z et est donc
composé par une bande A centrale et par deux demi-bandes I. L’essentiel de la réalisation
de la contraction est porté par les protéines dites « contractiles » que sont la myosine et
'actine dont le chevauchement et le glissement I'une sur 'autre produit la force (Figure

3).
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Figure 3. Vue schématique et en microscopie électronique de la structure du

sarcomere.

Schéma de la structure du sarcomeére et de certaines des protéines structurelles les plus abondantes. Les
filaments épais de myosine sont visibles en saillie depuis le disque M, alors que les filaments d'actine sont
en saillie depuis les disques Z. La structure des sarcomeres est partagée entre le muscle squelettique et le
muscle cardiaque, mais certaines protéines sont des isoformes différentes ou sont codés des génes

différents. Modifiée d’apres Nedergaard et al. 2013 (2).
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1.5.2 Les myofilaments fins d’actine et les protéines associées

L’actine, plus précisément son isoforme alpha, est la protéine la plus abondante du

muscle squelettique. Au niveau musculaire, l'a-actine constitue les myofilaments fins

ancrées au niveau de la strie Z qui couvrent la totalité de la demi-bande I jusqu’a une

partie de la bande A pour s’arréter au niveau de la zone H. Ces filaments fins sont

constitués de monomeéres d’actine globulaire (ou «actine G») organisés en actine

fibrillaire (ou «actine F») organisée en double hélice et associée a des protéines

régulatrices telles que la tropomyosine ou le complexe des troponines.

Ces protéines régulatrices contrélent la liaison entre les myofilaments fins et épais

de maniere calcium dépendante :

()

(i)

En absence de calcium, la tropomyosine se trouve dans les sillons des
filaments fins. Ainsi, les tétes de myosine ne peuvent accéder a leurs sites de
liaison présents sur les filaments d’actine.

En présence de calcium, ce dernier va se fixer au niveau de la troponine C
(pour calcium). Cette fixation induit une perte d’affinité de la troponine I
(pour inhibitrice) pour I'actine et de la troponine T (pour tropomyosine) pour
la tropomyosine. Le complexe troponine-tropomyosine change alors de
conformation et les sites de liaison de la myosine sur l'actine deviennent
alors accessibles. Cette interaction actine-myosine permet d’activer la
fonction ATPase des tétes des myofilaments épais de myosine et déclenche le
glissement des filaments fins sur les filaments épais. Ce glissement est a

l'origine de la force de contraction (3).
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1.5.3 Les myofilaments épais de myosine et les protéines associées
Les myofilaments épais s’étendent de chaque coté de la ligne M tout le long de la
bande A et sont composés de plusieurs centaines de molécules de myosine. Chacune
d’entre elle est constituée de deux chaines lourdes (appelées MHC pour myosin heavy
chain) et de quatre chaines légeres (appelées MLC pour myosin light chain). Cet hexameére
est divisé en trois régions séparées remplissant des fonctions distinctes :
(i) La tige constituée par les régions C-terminales des deux chaines lourdes.
(ii) Le cou, qui permet la rotation de la téte de la myosine.
(iii) La téte constituée par les régions N-terminales des deux chaines lourdes
associées aux 4 chalnes légeres. Ce domaine contient le site de liaison a
'actine et le domaine catalytique a activité ATPase. Ainsi, apres hydrolyse de
I’ATP, la téte subit une rotation permettant le glissement du myofilament fin
d’actine vers le centre du sarcomere.
Des protéines associées a ces myofilaments épais jouent un réle dans 'assemblage
des filaments et dans la régulation de la contraction musculaire. On trouve par exemple
les protéines C et H de la liaison a la myosine (myosin binding proteins, MyBP-C et H) ou

I’adénosine monophosphate désaminase (4-6).

1.5.4 Les troisieme et quatrieme systémes filamentaires

En complément des deux premiers systémes filamentaires que sont les
myofilaments fins d’actine et épais de myosine, on trouve deux autres protéines
filamentaires : la titine, qui constitue le troisieme systéme filamentaire, et la nébuline qui

forme le quatrieme.
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1.6 Larégénération du muscle strié squelettique

Méme a l'age adulte, le muscle continue de croitre et se remodeler pour répondre
notamment aux traumatismes (blessures, dommages musculaires) ou a l'exercice
musculaire. Ces deux activités sont portées par une population de cellules souches restant
dans le muscle adulte appelées « cellules souches musculaires » ou « cellules satellites ».
Elles ont été identifiées par Alexander Mauro en 1961 de par leur localisation particuliere

entre la membrane sarcoplasmique et la lame basale (cf. Figure 4) (7).

Figure 4. Localisation des cellules satellites en microscopie électronique a transmission.

Vue transversale sur une fibre de tibilias anticus de grenouille (sp : membrane de la cellule satellite, mp :

membrane plasmique de la fibre musculaire, bm : membrane basale). D’aprés Scharner et Zammit,, 2011

(8).

1.6.1 Les cellules satellites

1.6.1.1 Roles

Le muscle, a I'dge adulte, est composé de fibres musculaires différenciées et
multinucléées et de noyaux post-mitotiques. Dans les conditions physiologiques, en
I'absence de toute pathologie ou blessure du muscle, le renouvellement des noyaux est
tres faible (9). Apres un dommage, la régénération musculaire et le renouvellement des
noyaux sont rendus possibles par la présence a la surface des fibres musculaires matures
de cellules souches adultes, ou « cellules satellites ».

Ces cellules, identifiables par le marqueur Pax7, ont la propriété d’étre quiescente a
I'état basal. En réponse a un stimulus externe, ces cellules sont capable de s’auto-
renouveler, de proliférer puis d’arréter leurs divisions, de fusionner et de se différencier

pour donner de nouvelles fibres musculaires matures (10).
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1.6.1.2 Localisation et structure

Les cellules satellites doivent leur nom a leur situation en périphérie des fibres
musculaires, entre la lame basale et le sarcolemme (cf. Figure 4). Elles sont spécifiques du
tissu musculaire strié squelettique et sont absentes du tissu musculaire cardiaque et du
tissu musculaire lisse. Elles mesurent de 15 a 50 um, sont paralléles au grand axe de la
fibre, sont caractérisées par un rapport nucléocytoplasmique élevé et une
hétérochromatine nettement visible (7,11).

Dans le muscle mature sain, elles représentent de 2 a 7 % du nombre total de noyaux
et seules 4 a 10% d’entre elles sont activables (12-14). Chez 'homme, dans les conditions
physiologiques le nombre de cellules satellites semble constant de I'enfance a 'age adulte
malgré des cycles de régénération potentiellement nombreux. Cependant, le pool de
cellules satellites semble varier en fonction de lI'dge et des études montrent une
diminution de ce dernier chez les personnes agées comparées aux adultes jeunes. De plus,

ce pool semble plus élevé dans les fibres lentes avec I'age (15,16).

1.6.1.3 Détection et identification

La localisation périphérique et sous-sarcolemmique de la cellule satellite n’est pas
suffisante pour leur identification puisque d’autres types de cellules, comme les cellules
souches vasculaires, présentent cette méme caractéristique et occupent la méme niche
(17). Ainsi, associés a cette localisation caractéristique, des marqueurs spécifiques sont
nécessaires pour leur identification mais également pour caractériser leur état
fonctionnel (18).

Parmi les marqueurs les plus utilisés (Figure 5), on trouve :

(i) Des marqueurs membranaires tels que NCAM ou CD56, CD34, VCAM, les M-
Cadhérines, les syndecan 3 et 4, les f1-intégrines, la cavéoline 1, I'intégrine a7
ou encore le récepteur aux chimiokines CXCR4, le récepteur a activité tyrosine
kinase c-Met ou le récepteur a la calcitonine ;

(i)  Des marqueurs de la membrane nucléaire tels que les lamines A/C ou I'émerine

(iii) Des marqueurs cytoplasmiques tels que la desmine ;

(iv)  Des facteurs de transcription tels que Pax3, Pax7, Myf5 ou MyoD (19).
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Il est a noter que leur profil d’expression varie en fonction de I'état fonctionnel de la
cellule souche musculaire. Le marqueur Pax7 (Paired box 7) est reporté par de
nombreuses études comme le marqueur le plus utilisé et le plus fiable. Son paralogue,
Pax3, n’est exprimé qu’a I'dge adulte et dans certains groupes de muscles (20). Pax7 joue
un roéle crucial dans le maintien de la population de cellules souches post-natales (21). Ce
marqueur est exprimé dans les cellules satellites a I’état quiescent mais également a 1’état
prolifératif (22). Les autres marqueurs montrent une expression qui peut varier selon les

cellules satellites et selon les stades du cycle cellulaire.

Itga7 Veam1 CalcR Synd3/4 034 Marqueurs de la cellule satellite
Itgb1 oo 5 Facteurs de Transcription
Ncam1 s& Lt F CXCR4 MyoD  Pax7
' - N Y Myf5  Pax3
X 7 /// Fzd7
%// Notch Protéines membranaires
N\ cMet Synd3/4
st Cavi  CD34
' Notch  CXCR4
‘ \ % Ncam1 Fzd7
i Vcam1 Mcad
\ ; CalcR Lamin A/C
. el ltga7 Emerin
Emerin \ itgb1

Figure 5. Localisation des marqueurs exprimés par les cellules satellites dans le modéle

murin.

De nombreuses protéines sont exprimées par les cellules satellites et ont été utilisées comme marqueurs
pour les distinguer des autres types cellulaires environnants dans le muscle squelettique. En raison de
I'hétérogénéité des populations de cellules satellites, il est peu probable que tous ces marqueurs soient
exprimés dans une cellule satellite donnée a un moment donné. Cette figure résume cependant la
localisation cellulaire des marqueurs utilisés pour identifier les cellules satellites. Modifié d’apres Yin et al.

2013 (19).
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1.6.1.4 Capacité d’auto-renouvellement : fonction et mécanisme

Comme évoqué précédemment, les cellules satellites jouent un réle crucial dans la
croissance post-natale du muscle et dans la régénération musculaire aprés un dommage.
A l'état quiescent et en réponse a des stimuli variés (blessures, exercices musculaires),
elles peuvent s’activer pour reprendre le cycle cellulaire afin de générer des myoblastes
capables de fusionner pour donner de nouveaux myonuclei ou de nouvelles fibres
musculaires en cas de régénération. De plus, cette capacité de régénération musculaire est
conservée méme en cas de dommages musculaires répétés, témoin d'une capacité
d’autorenouvellement des cellules musculaires.

Les cellules quiescentes expriment plusieurs marqueurs tels que Pax7, M-
Cadhérine et CD34. MyoD est rapidement exprimé pendant I'activation des cellules
satellites in vivo et in vitro (en culture, toutes les cellules satellites expriment MyoD apres
24h de culture). Apres une phase de prolifération, les cellules satellites deviennent des
myoblastes positifs pour les marqueurs Pax7 et MyoD. La plupart perdent ensuite le
marqueur Pax7 tout en maintenant l'expression de MyoD. Elles vont alors
progressivement entrer dans le phénomeéne de différenciation. Cependant, certaines
cellules vont quant-a-elles éteindre I'expression de MyoD tout en maintenant celle de
Pax7 pour finalement quitter le cycle cellulaire. Ces cellules vont reprendre I'expression
de marqueurs caractéristiques de la quiescence tels que le sphingomyéline (23) (Figure

6).
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Figure 6. Les cellules satellites ont une capacité d’auto-renouvellement.

Les cellules satellites quiescentes Pax7-positives (noyau vert) co-expriment MyoD (noyau vert et rouge)
lorsqu'elles sont activées a la suite de 1ésions musculaires. Aprés avoir proliféré en tant que myoblastes
dérivés de cellules satellites Pax7 positif et MyoD positif, la plupart des cellules régulent négativement Pax7,
maintiennent I'expression de MyoD (noyau rouge) et se différencient pour remplacer les myonuclei perdus
(noir). Chez d'autres descendants de cellules satellites, toutefois, 1'expression de MyoD est perdue et
I'expression de Pax7 est maintenue (noyau vert) lorsque la cellule se renouvelle d'elle-méme. Modifié

d’aprés Zammit, 2008 (23).

1.6.1.5 Activation, prolifération et différenciation
En conditions normales, chez un individu sain et en 'absence de blessures ou
d’efforts intenses, les cellules satellites sont quiescentes. Elles sont donc en phase Go et ne

sont pas engagées dans le cycle cellulaire (24).

En réponse a un dommage musculaire, les cellules satellites vont exprimer MyoD
puis Ki67. Ces cellules MyoD+ Ki67+ vont proliférer afin de donner un nombre important
de myoblastes. Apres cette étape de prolifération, les myoblastes vont ensuite exprimer la
myogénine, facteur de transcription, et réprimer I'expression de Pax7 pour entrer dans le
processus de différenciation. On parle alors de myoblastes « engagés » (ou « committed
myoblasts » en anglais). L'expression de la myogénine va alors permettre la fusion des
myoblastes entre eux pour former des myotubes multinucléés. Les mécanismes
moléculaires sous-jacents a la fusion des myoblastes restent obscurs mais, deux facteurs
(myomaker and myomixer) ont été récemment identifiés comme cruciaux pour cette

étape (Figure 7 et Figure 8).
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Figure 7. Représentation schématique des facteurs exprimés au cours de la différenciation

musculaire.

Les cellules souches musculaires quiescentes sont positives pour Pax7, CalcR et M-cad. Les cellules souches
musculaires activées perdent l'expression de CalcR et commencent a exprimer MyoD. Ensuite, les cellules
souches musculaires expriment Ki67 et lancent la division cellulaire. Les myoblastes engagés perdent
I'expression de Pax7 et expriment la myogénine. Les cellules positives a la myogénine fusionnent les unes

avec les autres pour former des myotubes multinucléés. Modifié d’apres Fukada, 2018 (25).
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Figure 8. Cinétique d’expression des facteurs de transcription myogéniques au cours de

I'activation, de la différenciation et de la fusion des cellules satellites.

Le programme myogénique est orchestré par des facteurs de transcription clés qui dictent la progression de
la quiescence, de I'activation, de la prolifération, de la différenciation et de I'autorenouvellement des cellules
satellites. Cela se traduit par la transformation de cellules satellites individuelles en une myofibre
contractile. Au départ, les cellules satellites sont au repos sur le plan mitotique (phase GO) et résident dans
une niche sublaminaire. Les cellules satellites au repos sont caractérisées par l'expression de Pax7 et de
Myf5. Les dommages causés a l'environnement entourant les cellules satellites entrainent la détérioration
de la lame basale et leur sortie de 1'état de repos (activation de la cellule satellite). Les cellules satellites en
prolifération et leur descendance sont souvent appelées cellules précurseurs myogéniques (MPC) ou
myoblastes adultes. Les myoblastes adultes expriment les facteurs de transcription myogéniques MyoD et
Myf5. Apreés la prolifération, les myoblastes adultes commencent a se différencier en régulant négativement
Pax7. L'initiation de la différenciation et de la fusion terminale commence par l'expression de myogénine,
qui, de concert avec MyoD, activera les génes structurels et contractiles propres au muscle. Pendant la
régénération, les cellules satellites activées ont la capacité de retourner au repos pour maintenir le pool de
cellules satellite. Cette capacité est essentielle pour l'intégrité musculaire a long terme. Modifié d’aprés

Zammit, 2008 (23).
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1.6.2 Implication des cellules satellites dans les maladies neuromusculaires
Les pathologies du muscle squelettique peuvent étre divisées grossierement en deux

catégories (Figure 9

Cellule souche musculaire

VA

- \
Fibre Lame basale

Atrophie
(sarcopénie, alitement prolongé,
diabéte, cachexie, sepsis)

Fibre endommagée
(dystrophie musculaire, traumatisme)

?
I~ . ~— -~ — S S
Fibre « fantome » Fibre
PR - N = —
Figure 9) :
(i) Celles qui font suite a un dommage musculaire ou a une blessure

(ii)  Celles qui ne font pas suite a ce type d’altérations musculaires.

Ainsi, on trouve des signes de dommages musculaires dans la plupart des dystrophies
musculaires. Les cellules satellites jouent alors un role central dans la progression de la

pathologie (25).

Comme décrit précédemment, le role central des cellules satellites pour la
régénération musculaire est largement accepté.

Dans un modele de 1ésion aigué, les restes de lame basale du muscle 1ésé jouent un
role crucial dans l'activation, la prolifération et la différenciation des cellules satellites.
Ces restes sont souvent qualifiés de « fibres fantdomes » (« ghost fibres » en anglais) dans la

littérature. Ainsi la capacité de régénération musculaire semble dépendre fortement de
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ces «fibres fantdmes». Une des base de ce concept est que le nombre de noyaux centraux
different entre les souris mdx (un modele de dystrophie musculaire de Duchenne) et les
souris dy2]/dy2] (un modele de dystrophie musculaire congénitale de type 1A). Les
souris mdx manque de dystrophine, une partie du complexe protéique associé a la
dystrophine situé dans le sarcolemme. La lame basale reste similaire a celle du modeéle de
lésion aigué. Les souris dy2]/dy2] ont une mutation dans la laminine a2, un composant de
la lame basale. Les souris mdx ont 50 a 70% de fibres musculaires avec des noyaux
centraux dans les muscles tibialis antérieur et gastrocnémien. D'autre part, on trouve,
chez les souris dy2]/dy2], seulement 10% de fibres musculaires avec des noyaux
centraux dans les muscles tibialis antérieur et gastrocnémien. Par conséquent, le nombre
moins élevé de myonoyaux centraux observés chez les souris dy2]J/dy2] indique la
capacité de régénération plus faible des cellules satellites de souris déficientes en

laminine a2 dans un environnement de lame basale incomplete (25).
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Figure 9. Les pathologies musculaires peuvent étre divisées en deux groupes.

Dans les dystrophies musculaires ou les traumatismes, les myofibres endommagées sont éliminées par

infiltration de macrophages et les cellules souches musculaires proliférent sous les restes de la lame basale.

Dans l'atrophie liée a la sarcopénie ou a un alitement prolongé, le réle de la cellule souche musculaire dont

la genése et dans le développement de la pathologie reste controversé. Modifié d’aprés Fukada, 2018 (25).
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2 Leslamines
2.1 L’enveloppe nucléaire

2.1.1 Découverte et structure générale de I’enveloppe nucléaire

La présence d’'un organite spécifique renfermant l'information génétique, appelé
« noyau », est une des principales différences entre les procaryotes et les eucaryotes. Dans
la plupart des cellules eucaryotes, le noyau est séparé du cytoplasme par une barriere
régulant finement les échanges entre l'intérieur et 'extérieur du noyau: I'enveloppe
nucléaire (26). Elle permet de séparer le matériel nucléaire du reste de la cellule et
contient un trés grand nombre de protéines impliquées notamment dans I'organisation de
la chromatine et dans la régulation de I'expression des génes (27). Cette régulation passe
d’abord par la compartimentation de la cellule et la séparation physique entre les étapes
nucléaires de transcription et de maturation de I'’ARN messager. La machinerie
traductionnelle cytoplasmique permet, quant a elle, la synthese des protéines a partir de

I’ARN messager mature (28).

Bien que l'existence d’'une enveloppe nucléaire ait été suggérée il y a plus d'un siecle
grace a des expériences de micromanipulation sur des cellules animales et végétales (29),
sa structure précise n’a été décrite que plusieurs décennies plus tard grace a I'’émergence
de la microscopie électronique (30). Ainsi, 'enveloppe nucléaire est une bicouche
lipidique constituée d’une couche externe, appelée « membrane nucléaire externe » ou
« outer nuclear membrane» (ONM), et d'une couche interne, appelée « membrane
nucléaire interne » ou « inner nuclear membrane » (INM). Ces deux couches délimitent un
espace appelé «espace périnucléaire » en continuité avec la lumiére du réticulum

endoplasmique (31). Elles fusionnent au niveau des pores nucléaires (32).

2.1.2 Composition de I’enveloppe nucléaire

2.1.2.1 La membrane nucléaire externe ou « outer nuclear membrane » (ONM)

La membrane nucléaire externe est en continuité avec le réticulum endoplasmique,
partageant ainsi des caractéristiques fonctionnelles et structurales. Malgré -cette
continuité et cette similarité, certaines protéines se retrouvent enrichies au niveau de la

membrane nucléaire externe et absentes du réticulum endoplasmique (33). Ces protéines
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font un lien entre le cytosquelette, le nucléosquelette et la membrane nucléaire interne.
Elles appartiennent au complexe LINC pour « Linker of nucleoskeleton to cytoskeleton » et

assurent notamment le maintien de I'architecture nucléaire (31,34) (Figure 10).

2.1.2.2 La membrane nucléaire interne ou « inner nuclear membrane » (INM)

La membrane nucléaire interne interagit avec le nucléoplasme grace a un large
panel de protéines. A ce jour, plus d'une centaine de protéines, enchissées dans la
membrane nucléaire interne, ont été décrites comme LAP2 (lamina-associated polypeptide

2),I'émerine et MAN1 appartenant a la famille des protéines a domaine LEM (31,35).

Les protéines de la membrane nucléaire interne jouent un role crucial dans
'organisation et le maintien de I'architecture nucléaire, dans la mécanotransduction, dans
le mouvement et la migration nucléaire, dans I'expression des genes et dans la régulation
de leur expression ou encore dans 'organisation de voies de signalisation (36). Le bon
fonctionnement de cette membrane est en partie dépendante de protéines dites
« d’échafaudage » ou « de soutien» que sont les lamines nucléaires. Ce réseau de
protéines d’'une épaisseur de 10 nm environ est un réseau de filaments intermédiaires
constitué majoritairement des lamines de type A et B qui tapisse la surface interne de

I'enveloppe nucléaire.

2.1.2.3 Le complexe du pore nucléaire ou « nuclear-pore complexe » (NPC)

Les membranes nucléaires internes et externes fusionnent au niveau de domaines
spécifiques de l'’enveloppe nucléaire, domaines ou résident les complexes du pore
nucléaire. Ces complexes sont probablement les complexes protéiques cellulaires les plus
gros connus chez 'Homme (environ 125 000 kDa). L’ensemble du complexe forme un
cylindre d’'un diameétre externe de 120 nm environ et d'une hauteur de 50 nm environ. Il
est percé d'un pore ajustable de 40 a 60 nm de diametre. La majorité des protéines
formant le pore appartient a la famille des nucléoporines. Ce pore est responsable de la

régulation des échanges entre le noyau et le cytoplasme.
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Figure 10. Structure de I'’enveloppe nucléaire.

Les nesprines remplissent plusieurs fonctions au niveau de I’enveloppe nucléaire externe mais également
au niveau de 'enveloppe nucléaire interne. Les isoformes longues des nesprines participent au niveau de
I'ONM au pont reliant le noyau au cytosquelette d'actine et les isoformes plus courtes, telles que la nesprin-
1a, interagissent via Akap450 et KLC-1/2 avec les microtubules. Dans le méme temps, des isoformes plus

petites interagissent avec le nucléosquelette au niveau de I'INM. Modifié d’apres Janin et al. 2018 (37).
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2.2 Lalamina nucléaire

2.2.1 Description

La lamina nucléaire a été mise en évidence par microscopie électronique d’abord
chez les amibes en 1956 (38). En 1966, Donald W. Fawcett décrit, dans des cellules de
vertébrés, un liseré sombre, dense aux électrons, entre la membrane nucléaire interne et
la chromatine, appelé « fibrous lamina » (39).

La lamina nucléaire appartient a la matrice nucléaire, structure nucléaire insoluble
par une extraction en sel, et est constituée de trois protéines de la membrane nucléaire
interne (appelées lamines A, B et C) dont le clonage de 'ADNc a permis de montrer
qu’elles appartiennent aux filaments intermédiaires de classe V (27,40-42).

Une localisation nucléoplasmique de la lamina nucléaire a également été
rapportée. Ces structures, en foyers ou plus diffuses, sont des domaines d’interaction avec
des facteurs de transcription.

L’ensemble des protéines appartenant a la famille des filaments intermédiaires

présente une parenté structurale (43):

- Une région centrale trés conservée, également appelée « coiled coil rod domain »,
«rod domain » ou encore « domaine en superhélice a ». Ce domaine inclus quatre
segments en hélice o (1A, 1B, 2A et 2B) liés entre eux par des linkers (L1, L12 et
L2);

- Deux régions adjacentes, N et C terminales, globulaires. Ces régions sont variables

en taille et en composition en acides aminés.

2.2.2 Les lamines de type A

Les lamines de type A sont codées par le géne LMNA localisé sur le bras long du
chromosome 1 (locus 1q21.2-q21.3) (44). Ce géne est long de 24 kb et est constitué de 12
exons (45). Chez les vertébrés, elles se composent de deux isoformes majeures : la lamine
A et la lamine C. On trouve de nombreuses autres isoformes mineures dont les deux
principales sont la lamine AA10 exprimée dans les cellules somatiques (46) et, la lamine
C2 exprimée dans les cellules germinales (47).

Chez I'Homme, ces isoformes sont obtenues par épissage alternatif du transcrit

primaire issu de la transcription du gene LMNA (45).
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Les lamines A et C sont identiques jusqu’au codon 566. La lamine A subit un
épissage grace a la reconnaissance d’un site donneur situé 90 paires de bases (pb) en aval
du début de 'exon 10. La lamine C ne subit pas cet épissage, comporte cinq acides aminés
spécifiques en C-terminal, mais est dépourvue des régions codées par les exons 11 et 12
de par la présence d'un codon stop 18 pbs en aval. Ainsi, le précurseur de la lamine A (ou
prélamine A) est constitué de 664 acides aminés alors que la lamine C ne comporte que
572 acides aminés (48)(49).

La lamine C2 a la méme structure que la lamine C au niveau de sa région C-
terminale. Son extrémité N-terminale est différente de toutes les autres isoformes des
lamines de type A car codée par un exon alternatif 1C2 localisé dans le premier exon du
gene LMNA (47). Enfin, la lamine AA10 differe de la lamine A par I'absence de 'exon 10
(46).
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Figure 11. Les principales isoformes de lamines A sont produites par épissage

alternatif du gene LMNA.

EBD : emerin binding domain; NBD, nesprin binding domain. Modifié d’aprés Janin et al. 2018 (37).

2.2.3 Les lamines de type B

Les lamines de type B se trouvent dans toutes les cellules et se composent de deux
protéines codées par deux genes distincts : 1a lamine B1, codée par le gene LMNRBI, et la
lamine B2, codée par gene LMNBZ, situés respectivement sur le chromosome 5q23.2 et
19p13.3 chez 'Homme (50)(51). Le géne LMNBZ code également pour une seconde

isoforme minoritaire, la lamine B3 (52).
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Figure 12. Les lamines de types B.
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2.2.4 Structure des lamines

2.2.4.1 Structure primaire

Les filaments intermédiaires partagent une structure dite « tripartite » qui consiste
en un domaine central en superhélice a (également appelé « rod domain ») trés conservé
avec, de chaque coOté, une téte et une queue, domaines non hélicoidaux, qui sont tres
variables (53). Les lamines nucléaires s’assemblent en dimére grace a leur domaine
central qui comprend trois domaines coiled-coil séparés par des régions de liaison
flexibles (flexible linker regions). Les lamines, de par leur phylogénie avec les filaments
intermédiaires cytoplasmiques, se caractérisent par la présence de 6 répétitions
d’heptades supplémentaires (soit 42 acides aminés) dans le domaine coil 1B et d'une
région NLS («signal de localisation nucléaire » ou « nuclear localization signal » en
anglais) par rapport aux filaments intermédiaires cytoplasmiques des vertébrés (cf.

Figure 13) (40,41,53,54).

Le NLS est un motif de cinq résidus dont la majorité est basique : Lys-(Lys ou Arg)-
(Lys ou Arg)-(Lys ou Arg)-(Ile ou Leu)-(Glu ou Asp). Ce motif est crucial pour I'import
nucléaire des protéines. Concernant les lamines A et B, les domaines NLS situés dans la
partie carboxy-terminale de la protéine sont respectivement Lys-Lys-Arg-Lys et Lys-Arg-

Lys-Arg (cf. Figure 13) (55).

Prées du NLS, on trouve, dans la partie carboxyterminale, un domaine
immunoglobulin-like (Ig-fold) connu pour étre impliqué dans des interactions ADN-
protéine, phospholipide-protéine ou protéine-protéine (cf. Figure 13). Ce domaine tres
conservé est également retrouvé dans de nombreuses autres protéines. Dans le cas des
lamines, ce domaine permet notamment la liaison au PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), clamp permettant le maintien de ’'ADN polymérase sur le brin d’ADN lors de la
réplication (56).

Pour la majorité des lamines (A, B1, B2 et AA10) se trouve également, dans cette
partie C-terminale, un motif CAAX (Cystéine - acide aminé aliphatique - acide-aminé
aliphatique - any) (cf. Figure 13). Les lamines C et C2 en sont dépourvus (cf. 2.2.2 Les
lamines de type A). Ce motif sera farnésylé transitoirement chez les lamines A ou de fagon

permanente chez les lamines B lors de la maturation.
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Figure 13. Comparaison de la structure générale des lamines a celle des filaments

intermédiaires cytoplasmiques des vertébrés.

Les filaments intermédiaires ont une structure tertiaire conservée constituée d'un domaine globulaire
variable, d'un domaine de dimérisation constitué d'enroulement de spires hélicoidales a composé de quatre
bobines enroulées, basées sur des répétitions heptad, interrompues par des domaines de liaison souples et
une queue globulaire variable. Les domaines en spirale enroulée sont nommés respectivement IA, IB, 2A et
2B. Les régions de liaison flexible sont non hélicoidales. Les différences majeures entre les filaments
intermédiaires cytoplasmiques des vertébrés et les lamines sont : premiérement, les domaines de la téte
sont tres courts (environ 33 acides aminés) ; deuxiemement, il y a une extension de six heptades de la
bobine 1B ; et troisitmement, le domaine de la queue globulaire est généralement caractérisé par la
possession d'une séquence signal de localisation nucléaire et d'un site de carboxyméthylation, de

farnésylation et de clivage protéolytique (CaaX). D’apres Hutchison and Worman, 2004 (54).
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2.2.4.2 Structures secondaire et tertiaire des lamines

Le domaine globulaire C-terminal des lamines peut étre facilement visualisé en
microscopie électronique grace a des échantillons de protéines purifiées s’associant in
vitro en oligomeres (cf. Figure 14) (57).

En 2002, il a été montré par deux équipes, par spectroscopie RMN (58) ou par
cristallographie (59), que la structure immunoglobulin-like (Ig-fold) comprise entre les
résidus 411 a 533 se présentait sous la forme de deux feuillets B constitués chacun de
quatre et cinqg brins . Les axes de ces deux feuillets sont décalés de 45° I'un par rapport a

l'autre.

Figure 14. Observation en microscopie électronique de filaments de lamines A/C de

foie de rat.
Modifié d’aprés Herrmann and Aebi, 2004 (57).

ﬁ | N-ter

54 431
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Figure 15. Structure de I'Ig-fold des lamines.

Les brins  appartenant aux deux feuilles 8 sont affichés sous forme de fléches bleues. Leurs limites sont
indiquées a coté des extrémités des fléches. Les fleches bleues correspondent aux brins 8 formant le pli
classique de I'lg-fold, tandis que les fleches bleues en pointillés représentent les brins 3 caractéristiques des
lamines. Les boucles situées du c6té N-terminal du sandwich {3 sont colorées en rouge et les boucles situées

du coté opposé, en vert. Modifié d’apres Krimm et al. 2002 (58).
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2.2.5 Assemblage des lamines

La premiere étape de I'assemblage des lamines est la formation de dimeres par
I'enroulement des deux hélices a de fagon paralléle. Ces diméres vont ensuite s’assembler
longitudinalement par un recouvrement partiel entre une partie de I'extrémité
carboxyterminale d’'un dimere et I'extrémité aminoterminale du dimere voisin. Ce second
niveau d’assemblage permet de former des polymeres. L’étape suivante permet de former
les protofilaments, résultant de 1'association antiparallele de deux polymeéres de lamines

(cf. Figure 16) (51).

Monomere 5 Dimere

Polymére

Whe Wha Whe Whe Whe Whe

Protofilament

Figure 16. Schéma de I'assemblage des lamines.

Les dimeres de lamines se forment a partir de monomeéres qui s'associent parallelement téte a téte pour
former une bobine enroulée au niveau du domaine a-hélicoidal central. Les polyméres de lamines
s'assemblent ensuite par association de diméres de maniere polaire téte contre queue par un
chevauchement échelonné de 2 a 4 nm au niveau des extrémités amino et carboxy-terminales des domaines
rods. Les protofilaments sont finalement produits par association anti-paralléle de deux polyméres de
lamines. Entre trois et quatre protofilaments s'associent latéralement pour former un filament

intermédiaire d'environ 10 nm de diamétre. Modifié d’apres Dittmer and Misteli, 2011 (51).
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Dans les cellules exprimant a la fois les deux types de lamines, des analyses de
FRET dans des cellules HeLa ont montré une formation d’homodimeéres puis
d’homopolymeres de lamines A ou de lamines B mais capables d’interagir entre eux a la

périphérie nucléaire (60).

2.2.6 Expression des lamines au cours du développement

Dans les cellules somatiques de mammiferes, les lamines de type A sont exprimées
de facon différentielle au cours du développement. Elles sont exprimées dans la majorité
des cellules différenciées et dans les cellules souches adultes dont notamment les cellules
souches musculaire. Elles sont cependant absentes des autres types de cellules souches
(cellules souches embryonnaires par exemple). Les lamines de type B, quant a elles, sont
ubiquitaires (61).

Dans les cellules germinales de mammifére et dans les pronucléi, seules deux
isoformes sont exprimées: la lamine B3 et la lamine C2 respectivement. Ces deux
isoformes sont spécifiques et ne sont donc pas exprimées dans d’autres types cellulaires
(52,62).

L’expression des lamines dans les cellules souches embryonnaires est limitée aux
lamines B1 et B2. Elles sont détectées juste avant la dérégulation du gene de pluripotence
Oct-3/4 et juste apres l'activation de SSEA-4 (stage-specific embryonic antigen-4 ou
antigene spécifique du stage embryonnaire 4). Cette cinétique d’expression apres
I'initiation de la différenciation cellulaire laisse supposer un réle des lamines de type A

dans le verrouillage du stade différencié (61).

2.2.7 Maturation des lamines

Le processus de maturation est spécifique des lamines A, les lamines C ne le
subissent pas. Cette absence de maturation est due a la différence de structure des
lamines A et C. Malgré leur identité de structure pour leurs 566 premiers acides-amineés,
les lamines A et C different par leur extrémité C-terminale. La prélamine A, composée de
664 acides aminés, est le précurseur de la lamine A et contient un motif CAAX en C-
terminal. Ce motif est spécifique de la prélamine A, il n’est pas retrouvé dans la lamine C

qui ne peut alors subir ce processus de maturation (31).
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Cette maturation comprend quatre étapes (cf. Figure 17) :

- Le motif CaaX est d’abord farnésylé par la farnésyltransférase ;

- Le motif aaX est ensuite clivé par une protéase: FACE1/ZMSTE24 ou
FACE2/RCE1;

- La cystéine Farnésylée est ensuite carboxyméthylée par l'isoprényl-cystéine-
carboxy-méthyltransférase ou icmt ;

- Enfin, les 15 derniers acides aminés sont clivés par FACE1/ZMPSTE24. La lamine A

mature ne contient donc plus que 646 acides aminés.

/;/ CaaX

Farnesyltransferase

/;/ iaa)(
ZMPSTE24 or RCE1

v py
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Isoprenylcysteine carboxyl
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A 4
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Figure 17. Processus de maturation des lamines de type A.

La maturation de la prélamine A est une succession de réactions enzymatiques conduisant a une forme
mature de lamine A. La premiére étape est la farnésylation d'un résidu cystéine pour obtenir une forme
farnésylée de prélamine. Par la suite, une protéase (ZMPSTE24 ou RCE1) coupe les résidus aaX de la queue
C-terminale. Enfin, la protéase ZMPSTE24 coupe les 15 derniers résidus de 1'extrémité C-terminale pour

obtenir la lamine A mature. Modifié d’aprés Janin et al, 2017 (31).
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Les trois premieres étapes de ce processus de maturation concernent également
les lamines de type B. La derniere étape de clivage n’a pas lieu pour ces dernieres. Elles
sont donc constitutivement farnésylées et carboxyméthylées.

Selon les études, cette maturation a lieu dans le cytoplasme et/ou dans le noyau
des cellules en interphase. La présence des différentes enzymes de cette maturation dans
le cytosol (farnésyltransferase) ou dans les membranes du réticulum endoplasmique
(ZMPSTE24, RCE1 et I'icmt) supportent I'hypothése d’'une maturation cytoplasmique (31).
Cependant, la découverte plus tardive de ZMPSTE24 et de I'icmt dans le noyau associée a
des études cinétiques et de localisation de la prélamine A et de la lamine A supportent

I’hypothese d’'une maturation nucléaire (63-65).

2.2.8 Import des lamines

Les protéines membranaires de I'INM sont reconnues et liées par I'importine a16
dés leur synthese ribosomale (66,67). Ceci permet leur insertion dans la membrane du
réticulum endoplasmique par glissement du complexe protéine-importine 16 le long de
la membrane du réticulum et de 'ONM, qui est en continuité avec la membrane du
réticulum endoplasmique puis passent par les pores nucléaires pour atteindre I'INM.

Cependant, les lamines ne sont pas des protéines transmembranaires enchassées
dans I'INM mais sont seulement associées a I'INM. Ainsi, le réle de la séquence NLS des
lamines de type A et B n’est pas encore clair : est-elle reconnue par I'importine a16 ? On
sait cependant que, sans ce signal NLS, les lamines ne sont pas importées dans le noyau en

interphase (68).
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Figure 18. Modele du role de I'importine a16 dans le trafic des protéines jusqu’a

I'INM.

1. 'importine 16 (en rose) s’associe a la membrane du réticulum endoplasmique (ER). 2. L'importine al16
se lie a la protéine de I'INM pendant sa synthése ribosomale. 3. L'importine o16 reste liée a la protéine de
I'INM méme apres dissociation du ribosome. La protéine est donc enchidssée dans la membrane du RE. 4.
Pendant le transit de la protéine du RE vers I'INM, deux hypothéses cohabitent : (gauche) le complexe
interagit (directement ou non) avec des moteurs moléculaires pour apporter 1'énergie nécessaire au
mouvement dans le noyau ou (droite) I'importine a16 interagit avec des nucléoporines pour faciliter la

translocation du complexe a travers les pores latéraux du NPC. Modifié d’aprés Saksena et al, 2006 (66).

2.2.9 Dynamique des lamines pendant le cycle cellulaire

En 2007, I'hypothese que la division cellulaire promouvait un réarrangement de
I'architecture de l’enveloppe nucléaire pour faciliter l'organisation de I'’ADN a été
formulée (69). Des expériences d'immunofluorescence ont montré la complexité du
comportement des lamines nucléaires au cours du cycle cellulaire (70). Pendant
I'interphase, la quantité, la localisation et I'architecture des lamines de type A et de type B
sont stables (71). Au début de la mitose, lorsque la chromatine se condense pour former
les chromosomes, I'enveloppe nucléaire se désintegre et les polymeres de lamines se
désassemblent en dimeres. Ce désassemblage de I'enveloppe nucléaire nécessite
'activation de protéines a activité kinase et la phosphorylation de protéines de

I'enveloppe nucléaire (72).

La dépolarisation des lamines commence des le début de la prophase par leur
phosphorylation par des protéines kinases comme CDK1 (cyclin-dependant kinase 1) ou
PKC (protein kinase C). Les lamines A adoptent alors une distribution diffuse dans le
nucléoplasme, témoin d'une intégrité de l'enveloppe nucléaire a cette étape. La

disparition de I'’enveloppe nucléaire arrive alors a la fin de la prophase. Les dimeéres de
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lamines A vont ainsi diffuser dans le cytoplasme, les dimeres de lamines B vont eux rester
associés aux membranes du réticulum puis se fragmenteront (73). Pendant la métaphase,
la majorité des lamines de type B est dépolymérisée et le fuseau mitotique est formé (74).
Les lamines vont garder une localisation diffuse pendant la fin de la métaphase et le début
de 'anaphase. Le ré-assemblage de la lamina nucléaire se produit en fin d’'anaphase et en
télophase (70) grace a une déphosphorylation des lamines A/C par des phosphatases.

Enfin, la cytokinese terminera la mitose (75).

2.2.10 Modifications post-traductionnelles des lamines A

2.2.10.1 Phosphorylations
L’analyse de la structure primaire des lamines de type A montre 61 sites de
phosphorylation. Un grand nombre d’entre eux sont localisés prés du NLS. Ces sites

peuvent étre différemment utilisés pendant la mitose et/ou en interphase.

2.2.10.1.1Pendant la mitose
Deux kinases jouent un réle central pendant la mitose :

- La kinase cycline-dépendant (CDK1) peut phosphoryler différents résidus Serine
situés de chaque c6té du rod domain (Ser22, Ser392, Ser404 ou Ser406). La
phosphorylation de ces résidus par CDK1 empéche la formation des polymeres
mais ne perturbe pas l'assemblage en dimeres (76-80). La formation de
I’'homologue de la sérine 22 chez la drosophile (Ser37) augmente la solubilité des
lamines et empéche leur interaction avec la chromatine in vivo (81).

- La famille de protéines des kinases C (PKC). Des études chez le zebrafish semblent
montrer que la phosphorylation des lamines par les PKC serait une condition

nécessaire au démasquage des sérines cibles de CDK1 (77,82,83).

2.2.10.1.2En interphase

La phosphorylation des lamines de type A pendant l'interphase sur certains
résidus est connue mais le réle fonctionnel de ces modifications reste cependant mal
compris.

Des mutations du géne LMNA affectant ces sites de phosphorylations sont par

ailleurs associées a certaines pathologies. Des cas de dystrophie musculaire d’Emery-
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Dreifuss ont été rapportés comme liés a une mutation de la sérine 404 en un acide aminé

non phosphorylable (p.Ser404Ala) (84).

2.2.10.2 Glycosylation

La glycosylation des lamines est une notion connue depuis 1989 mais, son type, la
O-GIcNAcylation, n’a été connue que plus tardivement (85). Elle est une modification
réversible portant sur des résidus sérine ou thréonine et elle participe a la régulation de
voies de signalisation, de la mitose ou de la transcription, en complément ou en
compétition avec la phosphorylation (86). Bien que mise en évidence sur les résidus C-
terminaux Ser612 et Thr643 dans des cellules HeLa en mitose (87) ou sur les résidus
Ser611 (homologue murin de la Ser612 humaine) et Ser613 du cerveau de souris (88),

I'implication fonctionnelle de cette modification n’est a ce jour pas connue.

2.2.10.3 Acétylation

D’abord découverte comme une modification post-traductionnelle des histones, il a
ensuite été montré que de nombreuses autres protéines sont acétylées tant au niveau
cytoplamique (comme la tubuline) qu’au niveau nucléaire (comme les lamines) (89).

La structure primaire des lamines de type A montre huit sites d’acétylation
répartis entre le rod domain (concerne les résidus Lysine 97, 108, 114, 270, 311 et 378),
le NLS (Lys417) et I'lg-fold (Lys 450). De la méme facon, on trouve six sites d’acétylation
dans la structure primaire des lamines B1 (les résidus Lysine 33, 123, 157, 181, 271 et
483) et quatre dans la structure primaire des lamines B2 (les résidus Lysine 47, 81, 393 et
520).

Les implications fonctionnelles précises de cette modification post-traductionnelle
des lamines restent, a ce jour, obscures. L’hypothése du réle de la lamine acétylée dans

I'accrochage de 'hétérochromatine a I’'enveloppe nucléaire a été proposée (90).

2.2.10.4 SUMOylation
Les protéines SUMO (pour small ubiquitin-like modifier) se lient de facon covalente
a des résidus lysines de protéines cibles (91). Ces modifications peuvent participer a la

régulation de la localisation, de la fonction et des interactions avec des partenaires et ainsi
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avoir des conséquences fonctionnelles sur de nombreuses voies de signalisation :
import/export nucléaire, transcription, apoptose, régulation du cycle cellulaire ou encore
stabilité des protéines (92). Les enzymes responsables de la fixation ou de la suppression
des protéines SUMO sont principalement localisées au niveau de I’enveloppe nucléaire et
du noyau (93,94).

Chez 'Homme, les lamines de type A sont modifiées par SUMO2 au niveau du
résidu lysine 201. Cette SUMOylation est cruciale pour la localisation et la polymérisation
de la lamine A puisque ces deux dernieres sont particulierement altérées par les
mutations impactant ce résidu comme la p.Lys201Arg ou des résidus proches comme les
mutations p.Glu203Gly ou p.Glu203Lys (95).

Les enzymes SUMO et SUMO1 peuvent également SUMOyler les lamines de type A
en deux positions : au niveau du NLS (Lys420) et de I'lg-fold (Lys486). Des mutations de
ce dernier résidu, empéchant ainsi sa SUMOylation correcte, ont été décrites responsables
de lipodsytrophies (p.Lys486Asn) (96).

Enfin, dans des cellules HEK293, les lamines de type A sont également modifiées

par SUMO3 et SUMO4 (97,98).

2.2.10.5 Ubiquitination

L’ubiquitine est une petite protéine de 8,5 kDa qui, comme les protéines SUMO, se
lie de facon covalente a des résidus lysines de protéines cibles. Deux enzymes, E1 et E2,
sont responsables de la préparation de I'ubiquitine pour le transfert, alors que 'enzyme
E3 est responsable de la spécificité de la fixation de 'ubiquitine sur la protéine cible (99).
La fixation d’'une seule ubiquitine a une protéine cible peut étre a l'origine d’une
régulation de voies de signalisation ou de fonctions nucléaires. Alors que, une chaine
d’'ubiquitine, formée grace a la liaison d’'une ubiquitine a une autre, est le témoin d’'un
« marquage » de la protéine pour une dégradation protéolytique (100).

La plupart des sites d’'ubiquitination des lamines A/C, B1 et B2 est localisée dans le
rod domain et pourrait influencer leur assemblage en polymeres. Une mono ou une poly-
ubiquitination des lamines A/C pourrait avoir des roles centraux tant dans la régulation
de leur fonction ou de leur localisation que dans la coordination spatiale et temporelle de
voies de signalisation. Bien que leur role dans le renouvellement des lamines est admis,

cet impact est encore tres largement mal connu (101).

51



2.2.10.6 Oxydation

Les especes réactives de I'oxygene (ROS), produites au cours du métabolisme de
I'oxygene, peuvent réguler de nombreuses voies de signalisation et notamment la
sénescence cellulaire (101). Des études réalisée sur des fibroblastes primaires cutanées
humains ont montrées que des résidus cystéine de la queue de la lamine A peuvent étre
oxydés (Cys522, Cys588 et Cys591). La mutation simultanée de ces trois résidus en
alanine est responsable d'une altération de l'architecture nucléaire avec des noyaux
déformés et une sénescence des cellules lorsque ces dernieres sont soumises a un stress
oxydant. Une sénescence prématurée a également été rapportée dans des fibroblastes
inactivés pour le gene LMNA. Ceci suggere que les lamines de type A jouent un role

important dans la protection de la cellule contre le stress oxydant (102,103).

52



Lamine A/C ‘:’@m sea570
@\ |7 \
S\ | &2 Lamine C | "%
2 \\\\\ | A h;"; w 22%”
Csp1 A\ \\\ | ‘“"2’ 52% n; \ “*23
C o A\ N\ | ||2 1 1]/ .
m “ O@ munor n 71,,:?33?’)?,3?9 R ‘ HSO 850 x,g“ ”t!'“%
\ / ‘ ‘ \ / v ,'1' ,
\| YR : :
H k1A 18 ]Ug L2 28 ! : Ig-foid ;
I_ﬂl

Lamine B1 ”g’?“:“
m.}v' [ '.20’
u” Ve S e oy\|(// /= e
<\ @ fs9 fodg @2 zmmwu RBg\ \\[|//// \ [

(€

(+ = ] 5 ‘]L‘2|2A[L2[ B o

@ @@%Q£A @ g% @8 CRNSPGmA

. 19
Lamine B2 41@‘ ‘a
@ | /e
LX) ‘73
@\l |////
“u?f‘x (1// w@f p
S 08 o @ s TR =N\ T@ >
\ | | I ] 1 \ ‘Al',
‘ 1 T
( H | 1A ]u[ 18 [ L2 | 2a [u[ 28 }4 ! Ig-fold J
oo eeo//lle o4 LA
@%@@@@@ bood PPN
@ Phospho-Thr g Ubiquitine A Acétylation
(*) Phospho-Ser :L. SUMO1 M Oxydation
© Phospho-Tyr 0 sumo2 —> (livage
[#] 0-GlcNAC M sumvos

Figure 19. Représentation schématique des différentes modifications post-

traductionnelles décrites des lamines humaines.

Schémas indiquant les résidus spécifiques modifiés post-traductionnellement par phosphorylation,

acétylation, O-GlcNAcylation, SUMOylation, ubiquitylation ou oxydation. Les fleches indiquent les sites
clivés par la protéase de maturation pré-laminaire A Zmpste24 ou les protéases apoptotiques Caspase 1

(Csp1), Caspase 6 (Csp6), Granzyme A (GzmA), Granzyme B (GzmB) ou CRNSP. Modifié d’aprés Simon et
Wilson, 2013 (101).
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3 Les partenaires nucléoplasmiques des lamines de type A

3.1 Les protéines associées aux lamines (ou lamina-associated proteins)

Il existe deux groupes de protéines associées aux lamines (lamina-associated

proteins ou LAP) : LAP 1 et LAP 2.

LAP1 fut une des premieres protéines de ce groupe identifiée (104). C’est une
protéine transmembranaire de la membrane nucléaire interne, codée par le geéne
TOR1AIP1. Chez le rat, trois isoformes, produites par épissage alternatif, ont été décrites :
LAP1A, LAP1B et LAP1C avec des poids moléculaires respectifs de 75, 68 et 55 kDa
(104,105). Chez 'homme, seules deux isoformes ont été décrites: LAP1B et LAP1C
(isoforme tronquée dans sa partie N-terminale) (106,107). L’ensemble des isoformes
partagent donc la méme partie N-terminale de 187 acides aminés dans laquelle se trouve
le domaine LEM. Ce motif de 40 acides aminés environ est commun a différentes
protéines parmi lesquelles LAP2, émerine et MAN1 (ce qui lui vaut son nom de domaine
LEM pour « LAP2, Emerin et MAN1 ») (108). Il peut lier la protéine adaptatrice BAF
(Barrier-to-Autointegration Factor) qui médie 'interaction avec la chromatine de fagon
séquence-indépendante et joue ainsi un role central dans l'organisation nucléaire et

I'assemblage de I'enveloppe nucléaire (31,109).

LAP2a est particulierement intéressante concernant la régulation de la localisation
des lamines de type A. C’est I'un des six variants produits par épissage alternatif du gene
LAP2 (également nommé TMPO) (110). Contrairement aux autres isoformes qui sont
uniquement des protéines de la membrane nucléaire interne, LAP2a se localise dans le
nucléoplasme ou elle interagit avec les lamines de type A (111-113). Au niveau structural,
LAP2o se distingue des autres isoformes LAP2 par l'existence d'un domaine
supplémentaire d’'interaction avec la chromatine et d’'un domaine d’interaction avec le
protéine Rb (retinoblastoma protein) permettant la régulation du cycle cellulaire et de la

différenciation cellulaire dans sa partie C-terminale (114-116).
L’étude des cellules de souris déficientes en LAP2a, tout comme celle de

fibroblastes humains traités par un ARN interférent contre LAP2c, montrent une

réduction significative de la quantité de lamines A/C au niveau du nucléoplasme (117-
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119). De plus, un niveau faible de lamines de type A dans le nucléoplasme a été mis en
évidence dans des cellules quiescentes ou en différenciation. Ce niveau est corrélé avec
une diminution de I'expression de LAP2a (120,121) .

Ces données suggerent que LAP2a permet la régulation et la stabilisation d’un pool
soluble et peu polymérisé de lamines A/C dans le nucléoplasme. Cependant le mécanisme
moléculaire sous-jacent n’est pas completement identifié. Deux hypotheéses coexistent:
soit la liaison de LAP2a a la queue des lamines empéchent leur polymérisation (111) soit
la liaison de LAP2a est liée a des modifications post-traductionnelles (phosphorylations

par exemple) des lamines qui affectent leur assemblage (122).

3.2 Laprotéine Rb (ou retinoblastoma protein)

La protéine Rb, ou produit du gene rétinoblastome RB-1, et p1l07 et p130,
respectivement son homologue et son paralogue sont collectivement appelés « protéines
de poche ». Elles sont largement impliquées dans la régulation du cycle cellulaire.

Des expériences de co-immunoprécipitation ont pu montrer que les lamines de
type A, LAP2a et la forme hypophosphorylée de la protéine Rb (pRb) formaient un
complexe ternaire (116).

Ce complexe pRb/Lamines de type A/LAP2ca joue un réle important dans la
physiopathologie des laminopathies musculaires, il sera donc détaillé plus tard dans

I'exposé.

3.3 Laprotéine BAF

Cette petite protéine de 10 kDa a initialement été baptisée BAF, pour « barrier to
autointegration factor », en raison de son role dans le blocage de l'intégration délétere
d’ADN viral grace au complexe qu’elle forme avec LAP2a (123). Son implication dans de
nombreux autres processus cellulaires (mitose, assemblage du noyau, régulation de
I'expression des genes, réparation des dommages causés a I’ADN) a été découverte plus
récemment.

Ainsi, les protéines comportant des domaines LEM, telles que 'émerine ou LAP2q,
mais également la lamine A qui peut s’y lier soit directement avec une faible affinité soit
indirectement via son interaction avec 'émerine ou LAPZ2a sont des partenaires connus

de cette protéine BAF (109,124).
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3.4 F-actine nucléaire

Les lamines peuvent interagir directement avec la F-actine nucléaire grace a deux

domaines de liaison a l'actine :

(i) le premier entre les résidus 461 et 536 et donc situé dans I'lg-fold ;

(ii) le deuxieme entre les résidus 564 et 608 et donc situé dans la région C-
terminale spécifique de la lamine A. Il a été montré que le domaine C-terminal
de la lamine A mature avait une plus grande affinité pour la F-actine que le
domaine C.

Ces interactions entre lamines et l'actine semblent étre importantes pour la

réorganisation de la chromatine et la transcription (125).

3.5 SREBP1

Les SREBP1s (« Sterol regulatory element binding protein-1 ») appartiennent a la
famille des facteurs de transcription a domaine bHLH-Zip (basic Helix-loop-helix leucine
zipper) (126).

L’interaction entre les lamines de type A et SREBP1 joue un rble important dans la
physiopathologie des laminopathies avec atteinte du tissu adipeux (lipodystrophie), elle

sera donc détaillée plus tard dans I'exposé.

3.6 Titine
La titine est la plus grosse protéine du corps humain puisque l'isoforme la plus longue
a un poids moléculaire de 4,2 MDa. Deux types d’isoformes de par leur localisation ont été
décrits pour la titine :
(i) les isoformes cytoplasmiques, impliquées dans I'organisation des sarcomeres
pour leur propriété élastique (127) ;
(ii) les isoformes nucléaires, décrites dans des cellules non-musculaires,
essentielles pour la condensation des chromosomes et leur ségrégation au
cours de la mitose (128,129).
La queue C-terminale des isoformes nucléaires de titine peuvent interagir avec les

lamines de type A et les lamines de type B in vitro et in vivo (130).
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4 Roles des lamines de type A

4.1 Organisation de la chromatine

Les premieres preuves d'une interaction entre les lamines et la chromatine
proviennent d’analyses biochimiques a partir de préparations de lamines nucléaires de
cellules HeLa (131). Il a ensuite été montré que les lamines A/C avaient la capacité de se
lier aux chromosomes mitotiques (132) et aux nucléosomes (133). Cette interaction avec
les nucléosomes semble étre supportée par le domaine C-terminal non hélicoidal des
lamines et les queues N et C-terminales des histones (134). L'interaction directe des
lamines avec '’ADN semble quant a elle étre supportée par un domaine de liaison a ’ADN

présent dans la partie C-terminale de la protéine (135).

Des études en FISH (Fluorescence in situ Hybridization) ont montré que les
chromosomes occupaient des régions spécifiques, appelées «territoires
chromosomiques » ou « domaines chromosomiques ». Les chromosomes riches en genes
ont ainsi tendance a se situer au centre du noyau alors que ceux pauvres en genes sont
plus proches de la périphérie du noyau et donc proches des lamines nucléaires
(136)(137). Ces « domaines associés aux lamines » (ou LAD pour « Lamina-associated
domains ») du génome sont enrichis en génes transcriptionnellement inactifs et en
modifications post-traductionnelles des histones associées a I'hétérochromatine. Cette
organisation spatiale du génome en lien avec les lamines est conservée dans les cellules

de mammiferes (138).

Le génome humain contient plus de 1300 LADs de taille comprise entre 10 kb et 10
MB soit prét de 40% du génome. Ces LADs sont caractérisés par une expression génique
faible, un environnement répressif de la chromatine et sont encadrés par des sites de

liaison pour le répresseur transcriptionnel CTCF (138).

Enfin la régulation négative de la lamine B1 (139), des lamines A/C (140) ou de la
lamine de C. elegans (141) sont associées a une réorganisation de la chromatine. Ces
changements dans l'organisation de la chromatine peuvent étre associés a des altérations

épigénétiques. Une baisse des marques H3K9me3 et H3K27me3, associées a
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I’hétérochromatine, et une augmentation de la marque H4K20me3 ont ainsi été mises en

évidence dans le cas de la progeria (142).

De plus, les protéines de la membrane nucléaire interne interagissant avec les
lamines semblent également impliquées dans la liaison a 'hétérochromatine et dans la

répression de I'expression des genes.

4.2 Organisation de I’enveloppe nucléaire

Ce role des lamines de type A dans l'organisation de I'enveloppe nucléaire a été mis
en évidence en observant la perte de I'intégrité de I'’enveloppe nucléaire dans des cellules
exprimant une forme tronquée de lamine A en faible quantité (143). On observe dans le
noyau de ces cellules (fibroblastes embryonnaires murins) une perte des lamines de type
B et de LAP2 et une délocalisation de I'émerine et des nesprines dans le réticulum
endoplasmique (143-147). Ces altérations sont également retrouvées dans des cellules
humaines n’exprimant pas les lamines A/C (148).

La lamine nucléaire permet également l'ancrage des pores nucléaires et leur
maintien dans des conditions d’espacement convenables. Ainsi, I'expression de lamines
mutées a pour conséquence une anomalie de la distribution des pores nucléaires au

niveau de I'’enveloppe nucléaire (149-151).

4.3 Définition des propriétés mécaniques du noyau et des cellules

Les lamines nucléaires, a la maniere des filaments intermédiaires du cytosquelette
pour la cellule entiere, sont un déterminant essentiel du soutien mécanique du noyau.
Pour preuve, les noyaux de fibroblastes embryonnaires de souris inactivés pour le gene
Lmna montrent une déformabilité accrue et une viabilité diminuée dans un contexte de
stress mécanique comparés aux noyaux de fibroblastes controles (152). Cette
déformabilité accrue est également retrouvée dans des cellules souches embryonnaires
humaines dépourvues de lamines A (153). De plus, les cellules dépourvues de lamines

nucléaires ou exprimant une forme mutée ont des noyaux déformés (154-158).

Des analyses protéomiques ont montré que les lamines A contribuent a la viscosité

du nucléoplasme, empéchant une déformation du noyau, alors que les lamines de type B
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contribuent a son élasticité, permettant ainsi un retour a une forme normale en cas de
déformation. Cependant, des études plus récentes ont montré que des fibroblastes de
patients atteints d’'une forme autosomique dominante de leucodystrophie, causée par une
duplication du gene LMNBI1 et donc une augmentation de l'expression de la lamine B1
(31), présentent une rigidité nucléaire augmentée. Ceci suggere donc que la lamine B1

contribue également a rigidité nucléaire (159).

Ainsi, les différences de niveau d’expression tissulaire de la lamine A détermine la
protection du noyau contre le stress mécanique : le niveau d’expression faible des tissus
mous avec peu de contraintes mécaniques (tissus adipeux, cerveau) ne protége pas le
noyau contre le stress mécanique qui peut déstabiliser la chromatine alors que le niveau
d’expression élevé des tissus au sein desquels une contrainte mécanique peut étre élevée
(muscles, os) permet de diminuer la déformation du noyau. La lamine A est un facteur
crucial dans la régulation de la rigidité des noyaux et a la préservation des territoires
chromosomiques, notamment dans les tissus soumis a un stress mécanique intense tel

qu’il existe dans les muscles (160).

Ce lien entre rigidité nucléaire et expression des lamines nucléaires est également
en rapport direct avec la migration cellulaire. En effet, une expression de lamine A
augmentée dans les neutrophiles réduit leur migration (161). De la méme fagon, les
propriétés migratoires des cellules hématopoiétiques sont inversement corrélées avec un
ratio de lamine A/lamine B élevé (162). Cependant, les cellules sans ou avec un niveau
d’expression tres faible de lamine A ont une fragilité accrue avec un risque de rupture

augmenté (163).

4.4 Meécanotransduction

4.4.1 Support et preuves sous-jacentes

La lamine nucléaire est connectée au cytosquelette via un complexe de protéines
regroupées sous le nom de «complexe LINC» pour Linker of Nucleoskeleton to
Cytoskeleton (31). Ce complexe est constitué de plusieurs composants protéiques : (i) des
protéines de la membrane nucléaire externe avec les nesprines et leur domaine C-

terminal KASH (Klarsicht, ANC-1, Syne homology), (ii) des protéines de la membrane
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nucléaire interne avec les protéines a domaines SUN. Ces protéines SUN interagissent
quant a elles avec les lamines nucléaires, les complexes du pore nucléaire et la chromatine

(164) (cf. Figure 20). La composition du LINC complexe et les protéines qui lui sont
associées varient en fonction du type cellulaire.

Du c6té cytoplasmique, les nesprines peuvent interagir entre elles et avec les
composants du cytosquelette. Les isoformes 1 et 2 des nesprines (nesprine-1 et nesprine-
2) peuvent se lier aux filaments d’actines grace a un domaine N-terminal (actin binding-
domain) (165), aux moteurs moléculaires associés aux microtubules que sont la kinésine

(166) et la dynéine (167). L'isoforme 3 (nesprine-3) peut se lier aux filaments

intermédiaires du cytosquelette vie la plectine (168). Enfin, I'isoforme 4 (nesprine-4)
interagit avec la kinésine-1 (169) (cf. Figure 20).
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Figure 20. Représentation schématique des protéines de I'enveloppe nucléaire

Microtubules

impliquées dans la transmission de force au noyau.

La transmission de la force au noyau implique I'interaction d’éléments cytosquelettiques (filaments d’actine,
microtubules) avec des protéines nesprines au niveau de I’enveloppe nucléaire interne et via les protéines a

domaine SUN sur I'enveloppe nucléaire interne a la lamina nucléaire. Modifié d’aprés Kirby et Lammerding,
2018 (170).
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Bien que la transmission des forces extérieures au noyau puisse se faire
indépendamment du complexe LINC, dans la plupart des cas, la transmission des forces
entre le cytosquelette et le noyau nécessite son intégrité. Ainsi, la diminution de
I'expression ou l'expression de variants dominant-négatifs de nesprines ou de protéines
SUN alterent séverement la mécanotransduction et I'expression de genes sensibles a ce
couplage (171).

Cette relation intime entre le cytosquelette, le nucléosquelette et I'environnement
est particulierement importante pour les cellules musculaires squelettiques et cardiaques.
Ces cellules contractiles possedent un cytosquelette treés organisé avec un réseau
périnucléaire spécialisé dans le maintien de la place des noyaux. Par exemple, la desmine
est un filament intermédiaire spécifique du muscle qui interagit avec l'’enveloppe
nucléaire via la plectine 1 (Figure 21) (172). Cette interaction est particulierement

importante pour le maintien des fibres musculaires (173).

Le complexe LINC remplit également des fonctions cruciales dans la physiologie de
la cellule musculaire. 11 est particulierement important pour le mouvement et le
positionnement des noyaux dans la fibre musculaire (174-176). Pour preuve, la perte de
I'intégrité du complexe LINC est la cause de nombreuses dystrophies musculaires (31). De
plus, cette hypothese est également supportée par le fait que des mutations dans le gene
LMNA associées a une dystrophie musculaire ou a une cardiomyopathie conduisent a un
dysfonctionnement du couplage entre le cytosquelette et le nucléosquelette alors que
celles associées avec une lipodystrophie n'ont que peu de répercussions sur la

mécanotransduction (177-179).
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Figure 21. Organisation particuliére dans les cellules musculaires.

Les noyaux sont positionnés a la périphérie de la cellule, ou ils interagissent avec des protéines spécifiques
du muscle telles que la dystrophine (a travers les filaments d'actine) et la desmine. Des protéines
supplémentaires, telles que les protéines du complexe LINC et les lamines peuvent étre impliqués dans
I'ancrage des myonucléi ainsi que la génération et la transmission de forces entre le noyau et cytosquelette.

Modifié d’apreés Kirby et Lammerding, 2018 (170).
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4.4.2 Mécanismes potentiels sous-jacents a la mécanotransduction

L’effet délétere de mutations dans le gene LMNA ou d’'une désorganisation du
complexe LINC est maintenant bien documenté (31) mais les mécanismes moléculaires
sous-jacents ne sont pas encore entierement compris. Les forces mécaniques externes
sont transmises via le cytosquelette au noyau ou ces dernieres sont responsables d'une
déformation (180). Ceci peut ainsi modifier I'activité transcriptionnelle du noyau et

'organisation de la chromatine a travers différents mécanismes.

Un des mécanismes potentiels de cette modulation de l'activité transcriptionnelle
par les forces agissant sur le noyau est la modification physique de I'organisation de la
chromatine. L’'organisation spatiale de I’ADN dans le noyau n’est pas le résultat d'une
organisation au hasard : on parle de « nucléome 4D » pour faire référence a I'organisation
du génome en trois dimensions en ajoutant le temps comme quatrieme dimension (181).
Comme évoqué plus tét, I'hétérochromatine, qui correspond a un état « fermé » de la
chromatine et donc inaccessible a la machinerie transcriptionnelle, est plutot localisé a la
périphérie du noyau (140). Cette périphérisation est plutét en faveur d’'une absence de
I'expression des genes, alors que son repositionnement au centre du noyau facilite
généralement son activation, bien que d’autres voies régulatrices existent (90). Ainsi,
I’hypothese d’'une altération de I'expression des génes par déformation du noyau et donc
modification de la localisation du gene peut étre formulée. Cette derniere est supportée
par les modifications de I'architecture nucléaire, de la distribution de la chromatine et de
I'expression de certains genes observées dans des cellules cultivées sur des substrats
micropatternés (182). Cependant, il n’est pas encore clair si les modifications dans
I'expression des genes observées sont la conséquence directe des modifications des forces
s’exercant sur le cytosquelette et le noyau ou si elles sont la conséquence de la
modification de l'activité de voies de signalisation sensibles a I'organisation du

cytosquelette.

En parallele de ce changement dans la position des genes dans le noyau, la
transmission des forces peut modifier I'organisation et I'état de condensation de la
chromatine. Des expériences in vitro ont montré que des forces de 5 pN étaient suffisantes

pour provoquer une décondensation de la chromatine (183). De la méme facon,
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I'application de forces a la surface de la cellule se traduit instantanément (< 30 secondes)
par un étirement de la chromatine et une initiation rapide de la transcription d'un
transgene situé dans la région étirée (184). La perturbation du complexe LINC est
d’ailleurs responsable d’un arrét de l'initiation de la transcription du transgene en
réponse a l'application des forces (184). Cette modification quasiment instantanée
suggére que le mécanisme sous-jacent est une modification de l'accessibilité de la
chromatine a la machinerie transcriptionnelle plutét qu'une modification épigénétique du

locus.

Enfin, des études récentes ont montré que le stress mécanique pouvait induire des
changements conformationnels et post-traductionnels, comme des phosphorylations, des
protéines de l'enveloppe nucléaire (160,185-187). L’application de forces au noyau est
responsable d'une modification de la conformation de la lamine C entre le pdle apical et le
pole basal du noyau, comme le montre le masquage de certains épitopes situés en N ou en
C-terminal dans des conditions de stress mécanique (186). Par exemple, I'exposition de
noyaux isolés a des forces de cisaillement conduit au démasquage d’un résidu cystéine
cryptique (Cys552) dans le domaine Ig-like des lamines A/C qui est n’est normalement
pas accessible dans des conditions de stress mécanique faible (160). De la méme fagon, il
a été montré que la culture de cellules sur un substrat mou induisait une augmentation de
la phosphorylation des lamines A/C qui est associée a une augmentation de leur solubilité
et de leur dégradation (160,187). A l'inverse, I'augmentation des tensions appliquées au
cytosquelette induisait une diminution de cette phosphorylation et une diminution du
niveau d’expression des lamines A/C (187). Bien que les voies de signalisation
potentiellement altérées par ce changement de statut de phosphorylation ne soient pas
encore connues, ces résultats montrent l'implication des protéines de I'’enveloppe
nucléaire, et notamment celle des lamines A/C, dans la modulation de [l'activité

transcriptionnelle.
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D’autres mécanismes sont proposés pour expliquer la réponse du noyau au stress

mécanique, parmi lesquels :

0

(i)

(iii)

(iv)

L’enveloppe nucléaire étant en continuité avec le réticulum endoplasmique,
'application de forces sur I'enveloppe nucléaire peut augmenter les tensions au
niveau du réticulum endoplasmique (188). Ceci pourrait donc modifier
I'organisation du réticulum endoplasmique granuleux et la distribution des
protéines associées. Par exemple, les polysomes sont enrichis dans les feuillets
plutot que dans les tubules du réticulum endoplasmique, ainsi la réduction de
la courbure de la membrane pourrait augmenter leur exposition au cytosol
(189,190).

La translocation de l'émerine a la membrane nucléaire interne afin de
renforcer le réseau d’actine et faciliter le remodelage de la chromatine peut
survenir en cas de stress mécanique prolongé (191).

Le stress mécanique peut potentialiser certaines voies en étant a I'origine d’'une
ouverture du pore nucléaire et d'une augmentation de sa perméabilité (192).
Ceci peut étre la cause d'une modification de la localisation et de 'activité de
facteurs de transcription tels que les facteurs YAP et MKL1 (193-195). De la
méme fagon, il a été montré que les lamines A/C pouvaient séquestrer certains
facteurs de transcription tels que les protéines Rb ou Fos a la périphérie du
noyau (196,197).

Le recrutement de cPLA2 (phospholipase A2 nucléoplasmique) a la membrane

nucléaire interne.
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Figure 22. Récapitulatif des mécanismes proposés dans la mécanotransduction.

(1) L’étirement de la membrane nucléaire pourrait modifier la conformation du réticulum endoplasmique
rugueux (REG), exposant davantage de ribosomes au cytoplasme.

(2) L’application de forces favorise la translocation de I'émerine de 'INM (membrane nucléaire interne) a
I'ONM (membrane nucléaire externe), modulant l'organisation de la chromatine et facilitant la
polymérisation de I'actine a la membrane nucléaire externe.

(3) L’augmentation de la tension membranaire pourrait ouvrir des pores nucléaires (NPC) et moduler leur
perméabilité.

(4) L'étirement de la membrane nucléaire entraine le recrutement de cPLA2 (phospholipase A2
nucléoplasmique) ala membrane nucléaire interne.

(5) La transmission de forces au noyau entraine des modifications post-traductionnelles et une modification
de la dynamique des lamines A/C et de protéines de I’enveloppe nucléaire interne, telles que I'’émerine (voir
aussi (2)), qui peuvent moduler les propriétés mécaniques du noyau et induire une modification des voies
signalisation en aval.

(6) Des forces externes peuvent induire un étirement de la chromatine, modifiant I'accessibilité de la
polymérase (Pol II) et I'activité de facteurs de transcription.

(7) L'ouverture et la séquestration des pores nucléaires au niveau de l'’enveloppe nucléaire peuvent
moduler la localisation et I'activité de facteurs de transcription.

(8) Les forces agissant sur le noyau peuvent repositionner des domaines de la chromatine et modifier ainsi
leur activité transcriptionnelle.

(9) La polymérisation de l'actine nucléaire peut moduler l'exportation et l'activité du régulateur de
transcription MKL1 et affecter d'autres processus nucléaires qui nécessitent des monomeres d’actine.

Modifié d’aprés Kirby et Lammerding, 2018 (170).
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4.5 Positionnement du noyau

Un positionnement anormal du noyau peut conduire a un dysfonctionnement de la
physiologie cellulaire pouvant notamment impacter la viabilité cellulaire. Dans le cas du
muscle, la position des noyaux dans la myofibre est important pour le fonctionnement
musculaire (198). Ces mouvements nucléaires impliquent différents éléments du
cytosquelette comme les microtubules, les moteurs moléculaires du type dynéine et

kinésine, 'actine ou encore le complexe LINC (199).

Ainsi les lamines, en maintenant les protéines SUN a la membrane nucléaire interne,
peuvent jouer un réle dans la migration et la position des noyaux au sein de la cellule.
Pour preuve, dans les myotubes, en I'absence de prélamine A farnésylée, le
positionnement des noyaux est séverement affecté et n’atteint pas le stade de maturation
plus tardif. Le positionnement du noyau est sous la dépendance du recrutement de la

protéine SUN1 a I'enveloppe nucléaire via la prélamine A farnésylée (200).

4.6  Support de différentes voies de signalisation
Les lamines de type A sont le support et participent a la régulation de nombreuses

voies de signalisation tels que:

- MAP Kinases (201),

- Akt/mTor (202,203),

-  TGFb (204,205),

- BMP (206),

- YAP (193),

- Ainsi que les voies d’apoptose (207).

La dérégulation de ces voies participant largement a la physiopathologie des troubles
associés aux laminopathies, leurs défauts seront développées plus tard (cf 5.4.3

Mécanismes physiopathologiques).
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4.7 Réplication et réparation de I’ADN

Plusieurs preuves sont en faveur du role des lamines dans la réplication de I’ADN.
Dans des cellules en culture, les sites de réplication peuvent étre visualisés comme des
foci dans le nucléoplasme, détectables par I'incorporation de bromodeoxyuridine (Br-dU)
ou par la localisation en immunofluorescence de protéines associées a la réplication

comme la protéine PCNA (56).

Il a tout d’abord été montré que la lamine B1 et lamines A/C étaient localisées dans
ces foci (208,209). De plus, la réplication est inhibée par la déplétion de lamine B3 ou par
I'expression d’un variant dominant-négatif de lamine B3 dans des noyaux de Xenopus in
vitro (56). Comme évoqué plus haut, le domaine Ig-fold des lamines A/C permet la liaison

au PCNA, assurant ainsi leur role dans la régulation de la réplication de '’ADN (56).

Les lamines nucléaires sont également impliquées dans la réparation de I'ADN,
méme si les mécanismes précis de cette implication ne sont pas encore complétement
clairs. Les premieres évidences de ce role ont été obtenues par I'expression de mutants du
gene LMNA qui était a méme d’altérer la formation des foci de réparation de 'ADN
(210,211). Une évidence supplémentaire est 'observation de défauts télomériques et de
défauts dans la réparation de I'’ADN dans la progéria, syndrome de vieillissement accéléré

causé par des mutations dans le gene LMNA (212).

Enfin, plus récemment, une interaction des lamines A/C avec la protéine 53BP1 a
été mise en évidence dans des fibroblastes cutanés humains, protéine importante pour la
réparation de I’ADN apres cassure double brin. Cette interaction ne semble avoir lieue
qu’en I'absence de dommage de I’ADN (213). De plus, il a été montré qu’en I'absence de
lamines A/C, 53BP1 est instable (214). Ainsi, il a été proposé que les lamines A/C
permettaient de conserver 53BP1 dans le nucléoplasme afin d’étre rapidement recruté

dans les foci de réparation de ’'ADN (213).
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4.8 Transcription

Ce role des lamines a été mis en évidence par la capacité d’'inhibition de '’ADN

polymérase de type Il dans ces cellules de hamster ou des noyaux isolés d’embryons de

xénopes d’'une forme dominant-négative délétée en son domaine N-terminal de lamine A

(215). De la méme fagon, dans des cellules HeLa, la surexpression des lamines A/C ou la

déplétion en lamine B1 conduisent a une diminution significative de I'activité de I'’ARN

polymérase de type Il (216).

Les lamines s’associent avec de nombreux facteurs de transcription tels que :

()

(i)

(iii)

(iv)

v)

Oct-1 pour les lamines B1l. Une diminution de l'’expression des lamines B1
conduit a une dérégulation de I'expression de génes dépendant d’Oct-1 et a une
augmentation des espéces réactives de I'oxygene (217),

c-Fos pour les lamines A/C. L'interaction entre les lamines A/C et c-Fos a
I'enveloppe nucléaire semble empécher la liaison de AP-1 (activating protein 1)
a 'ADN et son activité transcriptionnelle dépendant de la voie ERK 1/2
(Extracellular signal-regulated kinase) (218),

MOK?2 pour les lamines A/C (219). Cette protéine est capable, via des motifs en
doigts de zinc, de se lier a la fois a 'ADN et a '’ARN et est donc impliquée dans
la régulation de la transcription et de modifications post-transcriptionnelles de
genes cibles,

SREBP1 (sterol response element binding protein 1), un facteur de
différenciation adipocytaire, pour les lamines A/C (220),

En complément de ces interactions directes, les lamines peuvent également
interagir avec des facteurs de transcription via ses partenaires tels que

I'émerine, la protéine Rb et les LAP.
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5 Les laminopathies

5.1 Description générale

La premiére mutation dans le gene LMNA a été identifiée en 1999 par I'équipe de K.

Schwart dans une grande famille francaise attente de dystrophie musculaire d’Emery-

Dreifuss (EDMD) (221). Depuis, des centaines de mutations dans le gene LMNA ont été

identifiées et reconnues comme causales de plusieurs affections cliniques rares

regroupées sous le terme de « laminopathies » (31) (Figure 23 et Figure 24). On retrouve

sous ce terme des pathologies multisystémiques comme le syndrome d’Hutchinson-

Gilford ou Progeria, syndrome de vieillissement accéléré, mais également des pathologies

tissus-spécifiques (222,223).

Ces pathologies affectent :

()

(i)

(iii)

(iv)

les nerfs périphériques avec une neuropathie périphérique de type Charcot-
Marie-Tooth de type 2 (CMT2A),

le tissu adipeux avec des lipodystrophies partielles familiales de type
Dunnigan (FPLD),

le muscle tant squelettique que cardiaque avec des phénotypes cardiaques
comme dans la cardiomyopathie dilatée avec défauts de conduction (DCM-
CD), des phénotypes musculaires comme dans la dystrophie musculaire
congenitale (L-CMD) ou la dystrophie musculaire des ceintures de type 1B
(LGMD1B) mais également des phénotypes mixtes comme dans la dystrophie
musculaire d’Emery-Dreifuss (EDMD).

Enfin, des patients peuvent présenter des phénotypes mixtes, suggérant un

continuum clinique entre ces pathologies.

De facon plus générale, ces laminopathies appartiennent au groupe des

« envelopathies nucléaires », rassemblant les maladies causées par des mutations dans les

genes codant d’autres protéines de I'enveloppe nucléaire (31) (Figure 25).
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Figure 23. Les mutations dans le gene LMNA sont responsables de pathologies

appelées « laminopathies ».

Légende de la figure 24, page suivante :

Les couleurs indiquent le tissu préférentiellement atteint. En rouge sont indiquées les pathologies avec une
implication préférentielle des muscles squelettique et cardiaque, qui vont des dystrophies musculaires aux
anomalies de la conduction cardiaque. En bleu, sont indiquées les lipodystrophies qui affectent
spécifiquement le tissu adipeux. En jaune sont indiquées les neuropathies qui affectent les neurones
moteurs et sensoriels du systéme nerveux périphérique. En vert sont indiquées les laminopathies
«systémiques», qui sont des désordres hétérogenes impliquant plusieurs systémes. En violet sont indiquées
les mutations associées a des troubles du vieillissement prématuré.

Les mutations affectant les acides aminés 1 a 566 affectent a la fois les isoformes des lamines A et C, alors
que les mutations trouvées dans les acides aminés carboxy-terminaux de 566 a 664 sont spécifiques a la

lamine A. Modifié d’aprés Dittmer et Misteli, 2011 (51).
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Y267H (1)

R349W (g, j)

E82K (d) E161K (j) Y267C (a) R349L (d)

L85R (d) L162P (a) Y267C (d) A350P (d) c T (i

R89C (a) R166P (d) S268P (a) Q353K (d) G567_Q656del (r)

R8IL (d) R166P (j) c.810+463C>A (y) Q355X (d) S573L (d)

L92F (i) V169GfsX7 (w) c.810G>A (K270K) (a) Q355del (a) S573L (c)

L92F (d) ¢.513G>A (K171K) (c) L271P (a) D357H (j) S573L (f)

K97E (d) ¢.514-1G>A (j) D272AfsX208 (j) E358K (a) S573L

R101P (d) L183P (d) A287LfsX191 (d) E358K (e) E578V (h)

R101P (c) E186K (j) A287LfsX191 (c) E358K (k) R582H (f)

E111X (d) c.810+1G>A (a) H289RfsX189 (c) E358X (d) S$583L (q)

E111K (h) R189W (d) H289RfsX188 (c) E361K (a) T528M+S583L (q)

E112del (a) R189P (a) Q294P (a) L363WfsX117 (d) R584H (f)

¢.357-1G>T (d) R190W (d) S295P (a) M371K (a) C588R (h)

¢.357C>T (R119R) (a) c(a) R190W (j) R298C (n) E372R{sX107 (d) C591F (f)
M1_P4del (a) G125S (y) R190Q (d) D300N (w) R377L (c) ¢.1803C>T (y)
M1 _Padel (n)  G125S+V415l (y) R190dup (a) L302P (k) R377L (a) G602S (i)
P4R (h) A132P (d) D192G (j) S303P (a) R377L (v) G608S (h)
Q6X (a) R133P (a) D192G (d) S303CfsX26 (d) R377L (d) ¢.1824C>T (G608G; V607_Q656del) (h)
Q6X (d) R133L (w) D192V (f) S303CfsX26 (c) R377H () c.1824C>T (G608G; V607_Q656del) (r)
T10NfsX31 (d) R133L (f) D192V (j) c.936+1G>T (d) R377H (d) T623S; V622_Q656del (h)
T10I (h) R133L (g) N195K (d) c.937-46A>G (y) R377H (a) R624H (a)
T101 (g) D136H (h) R196_T199del/ins (a) E317K (d) K378PfsX112 (d) G635D (d)
R11AfsX85 (d) L140R (w) E203K (d) A318T (d) L380S (e) R644C (d)
R11AfsX85 (a) L140P (a) E203G (d) L320fsX160 (d) E381A (a) R644C (h)
R25G (a) L141_N142ins (d) (d) E203V (d) R321X (d) ¢.1146C>T (G382G) (c) R644C (a)
R25G (d) S143P (d) F206L (a) S§326T (d) ¢.1149G>A (E383E) (y) R644C (f)
R25G (c) S143F (a) K208del (c) R331P (d) R386K (a) R644C (p)
R25C (j) S143F (h) N209T{sX271 (a) R331P (c) R386M (a) R644H (d)
R25P (a) E145K (h) 12108 (d) R331Q (d) €.1158-44C>T (y) R249W+R644C (a)
R28W (f) T150P (a) €.640-10A>G (d) R331E+E347K (d) c.1157+1G>A (j) R654X (h)
R28W (d) E159K (h) L215P (d) R336Q (a) L387V (i) R654X (d)
R28W (i) E161K (d) K219T (d) R331E+E347K (d) ¢.1159-2A>G (a) T655isX49 (i)

1A 1B : 2B Ig-fold |

K32del (a) H222P (a) Q246X (d) Y259D (a) R388C (a) Q432X (d) R471G (f) R527C (h)
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E33D (p.j) R225X (d) R249W (a) Y259H (j) R388H (d) S437HfsX1 (d) R471C (m) R527P (a)
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E33G (a) R225X (c) R249W (k) K261del (a) Q396R (a) R439C (i) R471C (j) R527P (b)
L35V (a) R225X (j) R249W+R644C (a) K261del/ins (a) R399C (f) V440M (d) G474_D475ins (d)  R527PfsX26 (d)
L35P (e) D230N (f) R249Q (c) L263P (a) R399C (d) V440M+R527H (m) Y481X (j) R527H+V440M (m)
Q36X (j) G232E (a) R249Q (a) R398H (i) R482Q+V440M (f) Y481X (d) T528K (a)
N39S (a) G232R (a) R401C (a) D446V (a) Y481H (c) T528K (c)
N39S (k) Q234X (d) V415l (y) G449D (a) R482Q (f) T528R (a)
N39Y (e) G1258+V415! (y) R453W (a) R482W (f) T528M+S583L (q)
A43T (a) L421P (i) R453W (c) R482L (f) T528M+M540T (h)
Y45C (a) R453P (k) R482Q+V440M (f)  A5297 (m)
146V (a) Laminopathies L454P (a) K486N (f) A529V (m
D47H (a) . —— ) R455P (k) T488P (y) L530P (a)
R50S (a) a Dystrophl_e muscula!re d'EmeryDrel_fuss, EDMD2 N456D (k) Q493X (v) E536fsX 14 ()
RSOP (a) B Dy=trophiemascdlaire ciEmery biretites; EDMIDS N4561 (a) c.1488+45G>A (c)  C.1608+1G>A (c)
R50P (k) c Dystr.ophle must‘:ula.we ?es ceintures type 18, LGMD1B N456K (a) .1488+1G>A (a) E537VisX36 (c)
L52P (d) deardiomyopatplediistenl AL GMOIA . ; Nas6del (a) 1497_M664delins (f) c.1609-3C>G (c)
E53V (j) e Dystrophie musculairecongénitale liée a une mutation du géne LMNA N456del (e) WA498R (a) T528M+M540T (h)
AS7P (w) j Phénotypeassociation CMD et/ou dystrophie musculaire généralisée K457SfsX21 (d) (c) W498R (d) R541C (d)
L59R (m) k Syndrome de la téte tombante, DHS K457SfsX21 A499L1sX47 (d) R541S (d)
L59R (d) t Défauts de conduction cardiaque ¢.1380+1G>A (d) A499VisX141 (n) R541S (a)
R60G (d) v Dystrophie musculaire spinale ¢.1381-2A>G (a) T505RfsX44 (d) R541G (d)
R60G (f) y Fibrillation atriale ¢.1381-2A>G (k) H508D (i) R541H (a)
R60G (j) f Lipodystrophie partielle familiale de type 2, FPLD2 ¢.[1381-1G>T; 1381G>T] T510YfsX42 (j) R541H (d)
R62G (f) q Lipodystrophie partielle familiale de type 1, FPLD1 (?; D461Y) (a) T510YfsX42 (a) R541K (j)
R62G (j) g Phénotype lipodystrophique généralisé G465D (f) L512P (c) R541P (a)
163S (a) aladie de charcot-Marie-Tooth axonaie, type N466lfsX14 (d) W520G (a) R541P (j)
I63N (a) WA467R (a) W520S (a) K542N (h)
E68_V69del (d) 1469T (a) G523R (d) R545C (a)
E68_V69del (a) R471C (h)

h Syndrome d’Hutchinson-Gilford Progeria, HGPS
w Syndrome de Werner, WRN

Figure 24. Localisation des mutations du géene LMNA en fonction du diagnostic et du

tissu atteint.
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Figure 25. Pathologies causées par des mutations dans des génes codant des

protéines de I'enveloppe nucléaire.



Malgré I'expression ubiquitaire des lamines, la plupart des laminopathies sont des
pathologies tissus-spécifiques, affectant souvent les muscles squelettiques et le cceur.
Cependant, les mécanismes conduisant a la tissu-spécificité des mutations dans le gene
LMNA sont encore mal connus et la corrélation entre le génotype et le phénotype reste
difficile. Ainsi, plusieurs hypotheses, non mutuellement exclusives, ont été formulées :

(1) Une hypothese dite «structurale » est basée sur le réle structurant des
lamines nucléaires et suggere que, en I'absence de lamines A/C ou en
présence de lamines A/C avec une fonctionnalité altérée, les cellules sont
plus susceptibles de subir des dommages mécaniques. Ces dommages
induiraient alors la mort des cellules, notamment des tissus tres sujets a ce
type de stress comme le tissu musculaire.

(ii) Une hypothése basée sur l'interaction des lamines avec des facteurs de
transcription propose que I'expression d’'une forme mutée de lamines A/C
modifierait leurs interactions avec des régulateurs de la transcription tissu-
spécifique (207).

(iii) Une troisieme hypothése est basée sur le fait que, a I'exception des
neuropathies périphériques, les tissus principalement atteints dans les
laminopathies dérivent tous d’'une origine mésenchymateuse. Ainsi, il a été
proposé que les mutations dans le géne LMNA perturberaient le
fonctionnement et leur maintien des cellules souches d’origine
mésenchymateuse (225).

(iv)  Plus récemment, une quatrieme hypothese, basée sur le rdle des lamines de
type A dans I'export nucléaire des ARN, a été proposée. Le phénotype de
vieillissement accéléré observé chez des drosophiles exprimant une forme
mutée de lamine C, mimant ainsi les syndromes progéroides humains, a été
lié a un défaut d’export nucléaire des ARN responsable d'une perte de
'intégrité mitochondriale (226).

Légende de la figure 25, page précédente :

La diversité des phénotypes induits par les mutations dans les genes codant pour les composants de
I'enveloppe nucléaire est illustrée et organisée en fonction de la localisation de la protéine mutée : (a)
membrane nucléaire interne, (b) lamina nucléaire, et (c) composants de la membrane nucléaire externe.
EDMD : dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss, HGPS : syndrome de Hutchinson-Gilford Progeria, CMT :
maladie de Charcot-Marie-Tooth, ADLD : leucodystrophie autosomique dominante. Modifié d’apres Janin et

al. 2017 (31).
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5.2 Atteinte du nerf périphérique

5.2.1 Description clinique et génétique

La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) est la neuropathie périphérique
congénitale la plus fréquente avec une prévalence estimée de 1/2500.
L’electroneuromyogramme permet de distinguer deux types de CMT: une forme
myélinique (CMT1) et une forme axonale (CMT2). Une tres forte hétérogénéité génétique
est retrouvée dans cette pathologie avec, par exemple, quinze génes ou loci décrits pour
les CMT2. La CMT de type 2B1 est une neuropathie sensitive caractérisée par une
faiblesse musculaire distale associée a une atrophie. Une atteinte proximale peut
progressivement étre observée. L’age d’apparition ainsi que son évolution sont tres
variables. La CMT2B1 est transmise selon un mode autosomique récessif (227).

La mutation p.Arg298Cys (ou R298C), située au niveau du rod domain des lamines
de type A, a été associée, a I’état homozygote, a ce phénotype de CMT2B1 (228). Cette
substitution n’a été retrouvée que chez des familles atteintes de CMT2B1 provenant d’'une

région limitée du nord-ouest de I’Afrique (nord-ouest de 1'Algérie et est du Maroc) (229).

5.2.2 Physiopathologie

L’étude des nerfs sciatiques des souris inactivées pour le géne Lmna (Lmna /-) a
montré des altérations similaires a celles retrouvées chez des patients atteints de
neuropathies axonales périphériques: élargissement et réduction de la densité des

axones associés a un défaut de myélinisation (228).

Pour compléter et afin de mieux déchiffrer les mécanismes physiopathologiques
sous-jacents, un modele murin knock-in porteur de la mutation p.Arg298Cys sur le gene
Lmna a été généré. Chez ce modele, aucune anomalie apparente au niveau des nerfs
périphériques n’a pu étre mise en évidence. Cependant, au niveau transcriptionnel, une
diminution de l'expression du gene Lmna dans le muscle tant squelettique que cardiaque
et dans le tissu nerveux (nerf périphérique, moelle épiniére et tronc cérébral) associée a
une augmentation de I'expression de Pmp22, composant majeur de la myéline, dans les
nerfs sciatiques uniquement ont été mises en évidence (230). Or, la duplication du
chromosome 17, qui contient le gene PMP22, est la cause la plus fréquente de CMT chez

I'Homme (231). PMP22, glycoprotéine transmembranaire, est exprimée dans la portion
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compacte de la majorité des fibres myélinisées du systeme nerveux périphérique et est un

facteur important pour la croissance et la différenciation des cellules de Schwann.

Ainsi, ce modele murin knock-in met en évidence une relation possible entre
Pmp22 et Lmna, mais les mécanismes précis et les liens de causalité restent encore

obscurs.

5.3 Atteinte du tissu adipeux

5.3.1 Description clinique et génétique

L’association de mutations du géene LMNA a une atteinte du tissu adipeux du type
lipodystrophies partielles familiales de type Dunnigan (FPLD pour Dunnigan-type Familial
Partial Lipodystrophy) a été faite en 2000 (232-234). Cette pathologie, de transmission
autosomique dominante, est caractérisée par une perte de tissu adipeux aux extrémités et
apparait au moment de la puberté. Elle est également souvent associée a des défauts
métaboliques avec une insulino-résistance, un diabeéte, une hypertriglycéridémie voire
une stéatose hépatique. La majorité des mutations du géne LMNA identifiées (90%
environ) dans cette pathologie sont des mutations faux-sens dans I'exon 8 du gene et
conduit a un changement de charge a la surface du domaine immunoglobulin-like, comme

la mutation p.Arg382Trp (58).

Des mutations faux-sens ont également été décrites au niveau du domaine de I'lg-
fold dans des dysplasies mandibulo-acrales de type A (MAD-A) associant un diabete, une
lipodystrophie partielle, des anomalies dermatologiques (de type papules
leucomélanodermiques), des anomalies congénitales squelettiques et une

cardiomyopathie hypertrophique (235,236).
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5.3.2 Physiopathologie

5.3.2.1 Perte de I'activité du facteur de transcription SREBP1

En 2014, L’équipe du Dr Brigitte Buendia a montré I'impact des lamines de type A
sur la fonction de SREBP1 (126). Des études in vitro ont montré que SREBP1 et les
lamines A/C interagissaient a la fois a la périphérie du noyau et dans le nucléoplasme via
le domaine Ig-fold des lamines de type A. In vitro, SREBP1, les lamines de type A et les
séquences cis-régulatrices de réponse aux stérols forment un complexe ternaire. De plus,
la surexpression de la mutation p.Arg482Trp du géne LMNA dans des préadipocytes
primaires humains diminue l'interaction LMNA-SREBP1 et est associée a une
augmentation de I'expression des genes cibles de SREBP1. Des résultats similaires ont été
observés dans des fibroblastes de patients souffrant de FPLD et porteurs de la mutation
p-Arg482Trp. Ainsi, cette augmentation de l'activité de SREBP1 pourrait contribuer a
I'inhibition de la différenciation adipocytaire observée par I'expression de lamines A
portant la mutation p.Arg482Trp (237) ainsi que I'induction de la sénescence prématurée

observée des fibroblastes (238).

5.3.2.2 Role du facteur de transcription PPARy

PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor) est un facteur transcription
crucial dans la conversion adipogénique. Il est, entre autres, régulé par une protéine de la
membrane nucléaire interne et partenaire des lamines A/C, I'’émerine (218).

Il a été montré une accumulation de PPARy dans le noyau de fibroblastes inactivés
pour le gene EMD (emerine-null) associée a une augmentation de l'activité de la f3-
caténine. La dérégulation de la voie Wnt - f3-caténine - PPARy pourrait contribuer a
I'apparition des défauts métaboliques observés chez les patients souffrant de

lipodystrophie causée par une mutation dans le géne LMNA.
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5.4 Atteinte du tissu musculaire strié

5.4.1 Description clinique

Trois phénotypes principaux, basés sur la distribution de la faiblesse musculaire et

'age d’apparition, ont été associés a des mutations dans le gene LMNA : la dystrophie

musculaire d’Emery-Dreifuss, la dystrophie musculaire congénitale et la dystrophie

musculaire des ceintures (cf. Tableau II). Cependant, ces trois entités cliniques peuvent

étre causées par la méme mutation du géne LMNA et coexistées au sein d'une méme

famille. De plus, compte tenu du chevauchement clinique entre ces trois pathologies, ces

phénotypes doivent étre considérés comme un continuum clinique (240).

Parmi les caractéristiques communes (240), on peut citer :

()

(i)

(iii)

(iv)
v)

Une atteinte cardiaque quasi systématique et pouvant précéder I'apparition de
la faiblesse musculaire,

Une activité sérique de la créatine kinase normale ou peu élevée (souvent
inférieure a 5 fois la borne supérieure des valeurs usuelles),

Un apport diagnostique faible de I'électromyographie, montrant une atteinte
myopathique non spécifique,

Une biopsie musculaire avec un aspect dystrophique,

Une IRM musculaire pouvant aider au diagnostic différentiel avec les autres
myopathies. Les atteintes liées a une mutation du gene LMNA sont
caractérisées par une infiltration adipocytaire, notamment au niveau du

gastrocnémien.

5.4.1.1 Dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss

La dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss, abrégée EDMD, fut la premiere

laminopathie décrite (221). Elle est caractérisée sur le plan clinique par trois symptomes

principaux (31) :

(i)

Des rétractions précoces touchant d’abord les muscles fléchisseurs du
coude, le tendon d’Achille puis les muscles cervicaux conduisant a une
rigidité spinale. Ces symptomes apparaissent le plus souvent au début de

I’adolescence.
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(i)  Une atrophie et une faiblesse musculaires atteignant les membres
supérieurs et inférieurs (d’abord du haut des bras et du bas des jambes puis
des épaules et des hanches)

(iii) Une cardiomyopathie avec troubles de la conduction et du rythme

cardiaque. Le pronostic de 'EDMD est lié a cette atteinte cardiaque.

Cette pathologie appartient au groupe des pathologies associées a des mutations
dans des génes codant des protéines de I’enveloppe nucléaire (ou « envelopathies » en
anglais) telles que les lamines ou les protéines associées aux lamines comme I’émerine. La

prévalence est estimée entre 0,13 et 0,2/100000 (31).

Historiquement, la premiere « enveloppathie » décrite et associée a un défaut
musculaire squelettique est une EDMD causée par une mutation dans le gene EMD, codant
I’émerine et appelée plus tardivement EDMD de type 1 (EDMD-1) ou liée a I'’X (XL-EDMD).
La forme de dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss liée a des mutations dans le gene
LMNA est découverte plus tardivement et est alors appelée EDMD de type 2 (EDMD-2) ou
autosomique dominante (AD-EDMD).

Cette forme est le plus souvent associée a des mutations faux-sens hétérozygotes
du gene LMNA et donc a une expression d’'une forme mutée de lamines A/C avec un effet
dominant négatif. Des mutations non-sens du gene LMNA mais également des délétions
ou des duplications de plus ou moins grande taille associées a une perte de fonction ont
également été décrites (241,242). Ces mutations sont réparties sur la totalité de la

séquence du gene LMNA.

Les symptomes musculaires décrits par les patients atteints d’AD-EDMD sont
moins typiques que ceux décrits par les patients atteints d’XL-EDMD. Certains d’entre eux
présentent un phénotype intermédiaire avec une expression tardive de la pathologie et
une progression lente de la faiblesse musculaire et des rétractions alors que d’autres
présentent un phénotype plus sévere avec une atrophie et une faiblesse musculaires
généralisées et donc une perte de la marche tres probable (242). Des problemes de

déglutition sont également décrits par certains patients.
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Les symptomes cardiaques sont plus variables et plus difficiles a prédire dans la
forme d’EDMD a transmission autosomique dominante et ne sont pas corrélés a l'atteinte
musculaire squelettique. Chez les patients pour lesquels 'atteinte musculaire est plus
discrete, la découverte d’'une arythmie cardiaque voire d’une insuffisance cardiaque est le
premier symptome de 'EDMD et le diagnostic est suspecté en premier lieu par le
cardiologue. Bien que les troubles de la conduction et les troubles du rythme
supraventriculaires soient retrouvés dans les deux types de dystrophies musculaires
d’Emery-Dreifuss, une cardiomyopathie, souvent dilatée mais pouvant étre parfois
restrictive, associée a un défaut de contractilité du ventricule gauche et a une diminution
de la fraction d’éjection se développe dans les cas d’AD-EDMD. Cette cardiomyopathie
peut conduire a une insuffisance cardiaque de progression rapide et nécessiter une
transplantation cardiaque. Ainsi, les patients souffrant dEDMD-2 sont a haut risque de
mort subite a cause de cette arythmie ventriculaire pouvant précéder I'apparition de la

cardiomyopathie proprement dite (242).

5.4.1.2 Dystrophie musculaire congénitale

Des mutations dans le gene LMNA ont également été associées a un phénotype de
dystrophie musculaire congénitale (CMD). Cette pathologie, d’évolution tres variable, est
caractérisée par l'association d’un retard dans le développement moteur, d’'une hypotonie
congénitale et d’'une faiblesse musculaire d’apparition progressive. On retrouve a la

biopsie musculaire un aspect dystrophique caractéristique.

Historiquement, les patients souffrant de dystrophie musculaire congénitale
avaient été initialement diagnostiqués comme atteints d’'une forme d’apparition précoce
d’EDMD-2. Cependant, certains symptémes caractéristiques de la dystrophie musculaire
d’Emery-Dreifuss étant absents, ces cas ont été re-classifiés comme les premiers cas
décrits de dystrophie musculaire congénitale causés par une mutation dans le géne LMNA

(abrégés « L-CMD » pour « LMNA-related congenital muscular dystrophy ») (241,243).

Ensuite, en 2008, 'équipe de Susana Quijano-Roy rapporte 15 cas d’enfants non
apparenteés souffrant d’'une dystrophie musculaire congénitale d’apparition précoce (dans
la premiere année de vie) et portant une mutation hétérozygote de novo au sein du gene

LMNA (223). Tous les enfants développaient le syndrome dit « de la téte tombante » (ou
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« dropped-head syndrome ») au cours de leur premiere année causé par une faiblesse
musculaire et axiale importante. Chez trois de ces enfants, une forme sévere de la
pathologie était retrouvée avec une diminution des mouvements feetaux in utero, un
développement moteur retardé voire absent, une hypotonie sévere, une faiblesse
musculaire axiale et des membres. Ces derniers ont finalement nécessité une ventilation
mécanique et une arythmie cardiaque a été mise en évidence chez deux d’entre eux. Les
douze autres enfants ont d’abord eu un développement moteur normal avec I'acquisition
du contréle de la téte et du tronc. Cependant, I'apparition d’'une faiblesse des muscles

extenseurs du cou était ensuite responsable de ce syndrome de la téte tombante.

Malgré cette sévérité variable, un tableau clinique commun a '’ensemble de ces
enfants peut étre décrit associant une faiblesse musculaire axiale sélective avec une perte
des muscles cercivo-axiaux, une rigidité rachidienne avec une lordose lombaire précoce et
une insuffisance respiratoire nécessitant une ventilation mécanique pour dix d’entre eux.
L’activité sérique de la créatine kinase (CK) était élevée dans tous les cas de L-CMD,
témoin de l'atteinte musculaire. La biopsie musculaire réalisée chez tous les patients

montrait une atrophie associée a une dispersion des fibres lentes oxydatives (dites de

type 1).

5.4.1.3 Dystrophie musculaire des ceintures (LGMD-1B)

La dystrophie musculaire des ceintures de type 1B, abrégée « LGMD-1B » pour
« Limb-Girdle Muscular Dystrophy type 1B », differe de 'EDMD-2 par la distribution de
I'atrophie et de la faiblesse musculaire qui est prédominante au niveau des ceintures
scapulaire et pelvienne (244). Cependant, dans les stades tardifs de la maladie, le
diagnostic différentiel entre ces deux pathologies peut étre compliqué par l'apparition

d’une faiblesse musculaire pelvienne dans les cas d’EDMD.
De plus, I'age d’apparition de la dystrophie musculaire des ceintures est souvent

plus tardif que dans I'EDMD avec un début des symptdomes entre la troisieme et la

quatriéeme décade (31,240).
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EDMD-2 LGMD-1B L-CMD
Age o N
2¢me.3¢eme décade 3éme_4eme décade <2ans
d’apparition
Faiblesse Distribution scapulo-  Ceintures scapulaires Syndrome de la téte
musculaire humero-péronéale et pelviennes tombante
Fréquentes (rachis,
) ) Fréquentes, épaules Relativement
Rétractions ) hanches, genoux et
+++ fréquentes
tendons d’Achille)
Constante avec I'age,
apres l'atteinte
musculaire. Troubles
Atteinte Troubles de la
de la conduction Constante avec I'age
cardiaque conduction cardiaque
cardiaque +/-
cardiomyopathie
dilatée
Insuffisance
) ] Rare Rare Tres fréquente
respiratoire
Perte de la
Rare et tardive Rare et tardive Tres fréquente
marche
Atteinte
Fréquente Rare Fréquente
axiale
Atteinte
Rare Tres rare Rare
faciale
Scoliose Fréquente Rare Fréquente

Tableau II. Comparaison des phénotypes musculaires liés a des mutations dans le

gene LMNA.

EDMD-2 : Dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss de type 2 ou a transmission autosomique dominante,

LGMD-1B : Dystrophie musculaire des ceintures de type 1B, L-CMD : Dystrophie musculaire congénitale liée
au géne LMNA. Modifié d’aprés Janin et Gache, 2018 (37).
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5.4.1.4 Atteinte cardiaque

Des mutations dans le gene LMNA ont également été associées a des cas de
cardiomyopathies dilatées familiales caractérisées par une transmission autosomique
dominante (245). L’expressivité des symptomes est variable et comprend des blocs
auriculo-ventriculaires d’apparition précoce, des arythmies ventriculaires et
supraventriculaires ainsi que des cardiomyopathies dilatées (240). Ainsi, le terme
de « lamin A/C heart diseases » (ou LHD) est utilisé pour décrire I'ensemble de ces
symptomes. La mise en évidence de ces pathologies cardiaques liées a des mutations dans
le gene LMNA est importante car le taux de mort subite cardiaque atteint 46% en
I'absence de prise en charge avec notamment la pose d'un défibrillateur implantable

(246).

Une étude européenne récente montre que, parmi les cardiomyopathies familiales,
6,2% d’entre elles sont dues a une mutation sur le gene LMNA. L’age de la premiere
consultation est de 42 +/- 16 ans et 46% des patients sont des femmes. La pénétrance est
élevée (supérieure a 60%) et le phénotype séveére avec une forte incidence de
transplantation cardiaque. Le quart des patients environ décédent ou nécessitent une
transplantation dans les 8 premiéres années de suivi. De plus, la progression est rapide
avec une incidence annuelle de nouveaux symptomes de 9% apres la diagnostic génétique

(247).

En cas de suspicion de LHD, une étude familiale sur plusieurs générations est
nécessaire a la recherche d’'une histoire familiale de cardiomyopathies dilatées, de
troubles progressifs de la conduction cardiaque, de morts subites inexpliquées, de
transplantations cardiaques ou de pathologies neuromusculaires. Le premier niveau
d’'investigation doit inclure un électrocardiogramme et un holter sur 24 heures.
L’échocardiographie doit permettre de rechercher une dilatation méme moyenne. Si le
diagnostic est confirmé, la recherche de troubles neuromusculaires, endocriniens et/ou

métaboliques doit étre effectuée (248) (cf. Figure 26).
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Atteinte Exemples

Troubles de la Défaut de conduction intraventiculaire, diminution de 'amplitude de 'onde
conduction P, Bloc de branche gauche/droit, Bradycardie sinusale de repos, Sick sinus

syndrome, Bloc auriculo-ventriculaire, arrét sinusal

Troubles du rythme Tachycardie sinusale, fibrillation atriale, Flutter atrial, extrasystoles

supraventriculaire auriculaires

Troubles du rythme Extrasystoles ventriculaires, bigéminisme, trigéminisme, tachycardie

ventriculaire ventriculaire

Cardiomyopathie dilatée = Dysfonction ventriculaire gauche, élargissement du ventricule gauche

Dilatation atriale Dilatation gauche et/ou droite
Complications Accident ischémique transitoire, Accident Vasculaire Cérébral, Embolie
thromboemboliques pulmonaire

Atteinte multisystémique Augmentation de l'activité sérique des créatines kinases, Myopathie,
Dystrophie musculaire, Rétractions des tendons et des articulations, Rigidité
spinale, résistance a l'insuline, lipodystrophie, syndrome de vieillissement

accéléré

Histoire familiale Mort subite cardiaque, troubles de la conduction, cardiomyopathie dilatée,

troubles du rythme, atteintes musculaires

Phénotype au diagnostic Probabilité (basée sur une étude

de la littérature)

Cardiomyopathie dilatée Jusqu'a 5%

Cardiomyopathie dilatée et histoire familiale 5310%

Cardiomyopathie dilatée et troubles de la conduction 5%

cardiaque

Cardiomyopathie dilatée, histoire familiale de CMD et troubles 33%

de la conduction cardiaque

Troubles de la conduction cardiaque seuls 0% (1 seule étude, 60 cas étudiés)

Troubles de la conduction cardiaque et histoire familiale de 252a80% (2 études: 1 cassur4et4

troubles de la conduction cas sur 5)
Fibrillation atriale 0,4%
Augmentation des CK et cardiomyopathie dilatée 0% (1 seule étude, 9 cas étudiés)

Figure 26. Critéres diagnostiques dans les pathologies cardiaques liées au géne LMNA.

Certaines des probabilités rapportées ici sont basées sur de petites études publiées, les données peuvent ne
pas étre généralisables. La littérature sur les attributs lors de la premieére présentation et le statut génétique
a été extraite a l'aide d'une recherche bibliographique PubMed sur les associations génotype-phénotype

chez des patients porteurs de mutations du géne LMNA. Modifié d’aprés Captur et al, 2018 (248).
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5.4.2 Modeles murins disponibles

Afin d’étudier les fonctions des lamines A/C, plusieurs modéles murins ont été
générés tels que des souris inactivées pour le géne Lmna mais également des souris
porteuses de mutations faux-sens.

En 1999, un premier modele de souris inactivées pour le géne Lmna a été
développé (143). Bien que n’ayant aucun phénotype a la naissance, ces souris Lmna-null
développent une perte musculaire squelettique et une atteinte cardiaque proche de celle
observée dans les cas humains d’'EDMD. Ces souris décedent entre six et huit semaines. Ce
premier modele a permis de mettre en évidence le réle des lamines A/C dans l'intégrité
nucléaire, 'organisation de la chromatine et la régulation de la transcription. Cependant,
plus récemment, il a été montré que ces souris exprimaient une forme tronquée des
lamines A/C, appelée lamine A8-11, qui peut étre toxique pour la cellule en restant

farnésylée (249).

Ces souris Lmna%8-11 ont été également croisées avec une lignée de souris appelée
« Immortomouse™ ». Les cellules musculaires de cette souris, tout comme ses autres
types de cellules, ont la caractéristique d’étre immortalisées de facon conditionnelle en
exprimant une forme thermosensible de I'antigene large T du virus SV-40 sous le contrdle
d’'un promoteur sensible a I'interféron gamma (IFNy). Ces myoblastes, appelées cellules
H-2K, peuvent étre gardées en prolifération avec un milieu de culture contenant de I'lFNy
et a +33°C pour respecter la thermosensitivité de I'antigene large T. Elles peuvent étre
différenciées en myotubes lorsqu’elles sont cultivées avec un milieu de culture pauvre en
sérum et ne contenant pas d'IFNy et a +37°C, I'antigéne large T n’étant pas stable a cette
température (250,251). Ce modele, utilisé dans notre étude, permet d’obtenir un grand
nombre de myoblastes et présente l'avantage d'un contrdle fin du passage de la

prolifération en différenciation permettant une étude plus simple de cette étape (252).

D’autres modeles de souris inactivées pour le gene Lmna ont été décrits. Ces
modeles, qui sont de réels modeéles de souris null, présentent des phénotypes plus séveres
liés a I'absence totale d’expression des lamines A/C. Parmi ces modeles, on trouve deux
modeéles pour lesquels les souriceaux meurent avant leur naissance (LmnaST-/- (253) et
Lmna®/2(254)) et un modéle pour lequel les souriceaux décedent avant leur dix-huitieme

jour de vie (Zp3-Lmna (140)).
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Des modeles animaux knock-in ont été développés dans l'optique d’étudier les
mécanismes physiopathologiques sous-jacents des laminopathies. Contrairement a
I’homme chez qui les laminopathies sont des pathologies autosomiques dominantes et ou
donc les mutations sont trouvées a I’état hétérozygote, certaines mutations doivent étre a
I’état homozygote chez la souris pour obtenir un phénotype. On trouve ainsi :
(1) La souris Lmnat222P/H222P comme modéle de 'EDMD (204),
(i) La souris Lmna®K32/8K32 comme modele des dystrophies musculaires
congénitales (255,256). Il est a noter que ces souris présentent un
phénotype a I'état homozygote (déceés a deux semaines) mais également a
I'état hétérozygote (déces apres un an),

(iii) La souris LmnaN195P/N195P comme modele de la cardiomyopathie dilatée

(257).

5.4.3 Meécanismes physiopathologiques

Les lamines ainsi que les protéines qui leur sont associées jouent un role crucial
dans le maintien de voies de signalisation impliquées dans le développement et
I’homéostasie des muscles dont notamment la myogenése embryonnaire et postnatale,

dans la régénération musculaire et dans la réponse au stress mécanique.

5.4.3.1 Activation de la voie des MAP kinases

La sur-activation de la voie des MAP kinases a été mise en évidence dans le coeur
des souris LmnqHt222P/H222P et concerne plus spécifiquement les kinases JNK, p38a et
ERK1/2. Cette activation aberrante a pu étre détectée avant toute dysfonction cardiaque,
suggérant ainsi que celle-ci était la conséquence d'une altération des lamines de type A

(201,202,258).

Les voies des MAP kinases jouent un réle central dans le controle de I'expression
des genes en réponse a la fixation sur des récepteurs présents a la surface des cellules de
mitogenes extracellulaires, de facteurs de croissance ou de cytokines. Elles sont
également activées indépendamment de ces récepteurs de surface par le stress

osmotique, mécanique ou chimique tels que les especes réactives de 'oxygene (ROS).
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Elles permettent ainsi le controle de programmes cellulaires complexes tels que

I'embryogénese, la différentiation, la prolifération et la mort cellulaire.

Bien que cette hyperactivation de la voie ERK1/2 (extracellular signal-regulated
kinase) ait été mise en évidence dans les cceurs de souris Lmnat222P/H222P gyant toute
dysfonction cardiaque, les preuves permettant de faire le lien entre cette hyper-activation
et l'altération du fonctionnement cardiaque restent peu nombreuses (259). Tres
récemment, il a été montré qu’'une des conséquences de cette hyper-activation était la
modulation de la dynamique du réseau d’actine par la cofiline 1 apres liaison de la forme
phosphorylée de ERK1/2 (pERK1/2) et phosphorylation sur le résidu Thr25 de la cofiline
1. Cette phosphorylation active sa fonction de dépolymérisation du réseau d’actine-F et
influence ainsi l'organisation du sarcomeére in vitro. Ainsi, il semble que Ila
phosphorylation de la cofiline 1 par pERK1/2 joue un role important dans le
développement de I'atteinte ventriculaire gauche dans les laminopathies et que la mise en
évidence de drogues pouvant rétablir cette dynamique de l'actine soit une piste

thérapeutique intéressante (259).

5.4.3.2 Altération de la réponse au stress mécanique

Comme déja évoqué plus haut, dans les fibroblastes murins inactivés pour le gene
Lmna ou pour le gene Emd, le stress mécanique est responsable de modification de
I'expression de genes cibles tels que Egrl et Lex1 et d’augmentation de la fréquence de la

mort cellulaire par apoptose (145,260).

De plus, chez les souris Lmna/-, les cardiomyocytes présentent une architecture
nucléaire altérée et une perte de résistance au stress mécanique axial (144). Etant soumis
a un stress mécanique axial continu du fait de la contraction cardiaque, cette fragilité

nucléaire entraine un risque de rupture nucléaire et donc une apoptose augmentée (144).
Il a également été montré que la voie de signalisation YAP (yes-associated protein)

était activée de facon anormale dans des myoblastes de patients qui présentaient une

altération de leur mécanosensitivité (193).
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5.4.3.3 Dérégulation de la voie de signalisation pRb-MyoD

Les lamines de type A jouent un role crucial dans le contrdle du cycle cellulaire grace
a un de leur partenaires protéiques: le produit du géne rétinoblastome (RB-1) ou
protéine Rb (pRb). Des expériences de co-immunoprécipitation sur des lysats de cellules
en interphase et des études de liaisons in vitro ont permis de montrer que les lamines de
type A, LAP2a et la forme hypophosphorylée de pRB formaient un complexe ternaire
(116,261).

En I'absence de signaux mitogenes, la protéine pRb est hypophosphorylée. Elle peut
ainsi se lier a E2F et permettre aux cellules de quitter le cycle cellulaire en inhibant la
transcription des genes cibles de E2F.

ATinverse, en présence de signaux mitogenes, des kinases cycline-dépendantes vont
hyperphosphoryler la protéine pRb. Elle ne pourra donc plus lier E2F qui deviendra libre
d’activer la transcription de ses genes cibles et le cycle cellulaire pourra alors se

poursuivre.

Cependant, les données sur les conséquences de I'absence de lamines A/C sont
contradictoires puisque des études rapportent une inhibition de la prolifération cellulaire
(119,148,262) alors que d’autres rapportent une stimulation de la prolifération cellulaire
(263,264).

Le mécanisme par lequel les lamines A/C et LAP2a contrélent la fonction de la
protéine pRb reste mal compris. Cependant, plusieurs hypotheses ont été formulées
(261) (Figure 27):

(i) Il a été montré qu'en l'absence de lamines A/C, la protéine pRb était
dégradée par le protéasome (263). Ainsi, les lamines A/C pourraient
permettre une stabilisation de la protéine pRb.

(i)  Les lamines A/C pourraient jouer le role de plateforme de phosphorylation
de pRb par pp2A.

(iii) Le complexe ternaire entre LAP2a, lamines A/C et la forme
hypophosphorylée de la protéine pRb pourrait jouer un role important dans
I'inhibition de I'’expression des genes cibles de E2F.

(iv) L’interaction de pRb avec les lamines pourrait étre important pour le

maintien de la protéine Rb dans son état hypophosphorylé.
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Figure 27. Les lamines de type A et LAP2a affectent la fonction de pRb dans le controéle du

cycle cellulaire par plusieurs mécanismes.

Les lamines de type A et LAP2a affectent les fonctions de régulation du cycle cellulaire par la forme
phosphorylée de la protéine Rb par plusieurs mécanismes équilibrant ainsi la prolifération et 'auto-
renouvellement avec la différenciation des cellules souches adultes. Les perturbations des lamines A/C
et/ou LAP2a peuvent entrainer un déséquilibre entre ces destins cellulaires et étre responsable de

pathologies. Modifié d’aprés Gesson et al. 2014 (261).
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Dans le contexte de la différenciation musculaire, la forme active
hypophosphorylée de la protéine Rb forme un complexe ternaire avec les lamines de type
A et LAP2a. Ce complexe va permettre I'activation de genes cibles de MyoD, facteur de
transcription myogénique crucial. A l'inverse, la forme hyperphosphorylée de pRb ne
permet pas la formation de ce complexe, la myogénese est alors inhibée. Ainsi, dans les
souris Lmna-null, il a été montré que ces cellules avaient une prolifération augmentée et
que cette voie pRb/MyoD était dérégulée et responsable d'une dérégulation de

I'expression de MyoD, desmine et M-cadhérine (265).

5.4.3.4 Diminution de I’activation de la voie de signalisation WNT/B-caténine
Il y a de plus en plus de preuves sur l'implication des lamines A/C dans la
régulation de la voie de signalisation WNT/B-caténine.
En 2015, le contrbole du niveau de B-caténine intranucléaire par les lamines A/C
pendant la différenciation mésenchymale des cellules souches est démontré (266).
Ensuite, une dérégulation de la voie est objectivée dans des fibroblates primaires
embryonaires et adultes isolés d’'un modele murin de progeria de Hutchinson-Gilford (ou
HGPS pour « Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome »), la souris Lmna530P/L530P également
appelée Lmna29/49 (267,268).
De plus, deux protéines intéragissant avec les lamines A/C jouent un role dans la
régulation de cette voie :
- La nesprine 2 est cruciale pour la localisation nucléaire de la B-caténine et donc
agit comme un activateur de la voie (269),
- L’émerine interagit avec la B-caténine, contrdle son export nucléaire et agit donc
comme un inhibiteur de la voie (239). Il a également été montré que des mutations
dans le géne EMD étaient responsable d'une hyper-activation de la voie WNT/[3-

caténine dans le coeur (270).

En 2017, I'équipe d’Antoine Muchir a montré que la voie WNT/B-caténine est
dérégulée dans le coeur des souris Lmnat222P/H222P et 'expression des protéines WNT et [3-
caténine est diminuée. Cette diminution est corrélée a 'augmentation de I’expression des
protéines solubles Frizzled-related qui sont des inhibiteurs extracellulaires de la voie. Ils

ont également montré que l'expression de la connexine 43, protéine des disques
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intercalaires des cardiomyocytes, était plus faible tout comme son niveau de

phosphorylation. De plus, I'activation pharmacologique de la voie WNT/B-caténine par le

6-bromoindirubin-3’-oxime améliore la contractilité cardiaque des souris et leur

conduction intraventriculaire ainsi que l'expression myocardique de la connexine 43

(271).

5.4.3.5 Altération de la voie de signalisation TGFf3

Les preuves de l'altération de cette voie de signalisation sont de plus en plus

nombreuses et ont été obtenues a partir de plusieurs modeles différents de

laminopathies :

(1)

(ii)

(iii)

Chez la souris Lmna-null, la phosphorylation des Smad2 et Smad3,
messagers intracellulaires de la voie de signlisation TGF[3 en réponse a la
fixation extracellulaire du ligand présente une cinétique altérée dans les
fibroblastes embryonnaires (264),

chez les souris Lmnat222P/H222P des niveaux de phosphorylation augmentés
de Smad2 et Smad3 ont été décrits dans les noyaux de muscles
squelettiques mais également dans le muscle cardiaque. Ceci s’accompagne
d’une translocation nucléaire du complexe effecteur de la voie, pSmad2/3-
Smad4, dans le noyau de ces cellules (204),

enfin, dans le modéle de myoblastes conditionnellement immortalisés
dérivés de la souris Lmna?811 (myoblastes H-2K), un niveau augmenté
d’expression des Smad2 et 3 a également été rapporté et associé a une
distribution anormale dans la cellule avec une translocation nucléaire
augmentée. La voie ne semble également plus répondre a une stimulation
par ajout de TGFp dans le milieu de culture. De plus, I'inhibition de la voie
de signalisation permet de réduire la mort cellulaire et d’augmenter la

fusion des myoblastes (205).

Il semble alors qu'une expression altérée des lamines A/C soit a 'origine d'une

dérégulation des voies de signalisation Smads-dépendantes, comme la voie TGFp. Le

mécanisme moléculaire sous-jacent pourrait étre lié a 'incapacité de MAN1 a se lier et

donc a réguler les Smads lorsque I'intégrité de I'’enveloppe nucléaire est atteinte (272).
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5.5 Atteinte multisystémique : le vieillissement accéléré

Le dernier groupe de laminopathies implique des défauts dans des organes
multiples et mime un vieillissement accéléré. Plusieurs pathologies sont regroupés dans
ce groupe dont le syndrome d'Hutchinson-Gilford (HGPS pour « Hutchinson-Gilford
Progeria Syndrome ») qui provoque les phénotypes les plus graves (273,274).

Les enfants atteints paraissent normaux a la naissance, les premiers symptomes du
vieillissement accéléré apparaissent pendant les premieres années de vie: retard de
croissance, alopécie, dermopathie restrictive, dentition retardée et atteinte
cardiovasculaire sévere avec athérosclérose coronaire progressive. Cette composante
cardiovasculaire est tres souvent responsable d’'un déces prématuré, en moyenne a I'age

de 13 ans (31,222,275).

Le principal mécanisme physiopathologique sous-jacent est un épissage anormal
des transcrits primaires du géne LMNA di a la présence d’'une mutation ponctuelle de
novo située dans l'exon 11 du gene: p.Gly608Gly (NM_170707.2:c.1824C>T). Cette
mutation aboutit a I'activation d’un site cryptique d’épissage induisant un épissage altéré
et la délétion de 50 acides aminés du domaine C-terminal de la lamine A. Ceci induit
I'accumulation d’'une forme tronquée d'un précurseur des lamines A, appelée

« progérine » (275,276) (Figure 28).

Plus récemment, une forme atypique agressive d’HGPS néonatale sans accumulation
de progérine a été décrite. L’étude moléculaire a permis de mettre en évidence
I'association de deux mutations ponctuelles hétérozygotes de novo: p.Glu55Lys

(NM_170707.2:c.163G>A) et p.Glu55Gly (NM_170707.2:c.164A>G) (277).
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Figure 28. Représentation schématique de la maturation anormale des lamines A dans le

syndrome d’Hutchinson-Gilford.

La maturation de la prélamine A est une succession de réactions enzymatiques conduisant a une forme
mature de la lamine A. La premiére étape est la farnésylation d'un résidu cystéine pour obtenir une forme
farnésylée de la prélamine A. Ensuite, une protéase (ZMPSTE24 ou RCE1) coupe les résidus aaX de la queue
C-terminale. Enfin, la protéase ZMPSTE24 coupe les 15 derniers résidus de l'extrémité C-terminale pour
obtenir une lamine A mature. Chez les cellules de patients atteints du syndrome de Hutchinson-Gilford
Progeria (HGPS), le dernier clivage par ZMPSTE24 n'a pas lieu, ce qui entraine une accumulation anormale

de lamine farnésylée. Modifié d’apres Janin et al. 2017.
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6 Lavoie de signalisation BMP (Bone Morphogenetic Protein)

6.1 La superfamille du TGFf

La voie de signalisation TGFB (pour Transforming Growth Factor [) joue un réle
central chez les métazoaires depuis les premiers stades du développement embryonnaire
jusqu’au maintien et a la régénération des tissus adultes matures. Cette voie exerce son
contréle sur un large panel de processus biologiques grace a la régulation de la
transcription de génes cibles qui controlent la prolifération, la différenciation, la mort,

I'adhésion, le mouvement et le positionnement cellulaire (278-280).

Identifiée au début des années 1980 (281-283), le mécanisme de transduction du
signal n’a été décrit que dans le début des années 1990 (284-286). Ce nom de « facteur de
croissance transformant» a été choisi parce que le TGFPB a été identifié parmi les
protéines sécrétées par des fibroblastes transformés. Le facteur identifié était capable
d’'induire un échappement aux contréles cellulaires de la prolifération et donc d’induire
un phénotype cellulaire « transformé ». Il a ainsi été conclu que le TGF( était sécrété

spécifiquement par les cellules cancéreuses (281).

Depuis, il y a plus de 33 membres décrits dans cette superfamille du TGF-
B incluant ainsi le TGFp lui-méme, les protéines de la famille des BMP (Bone
Morphogenetic Proteins), les protéines de la famille des GDF (Growth and Differentiation
Factors) ou encore les activines et la myostatine (cf. Figure 29). Les différences
structurales principales entre les membres de la superfamille du TGFf résident dans le
nombre et la localisation des résidus cystéines dans la structure de la protéine matures.
Par exemple, le TGFp, I'inhibine B et les activines possedent neuf résidus cystéines alors
que les BMPs, les GDFs et I'inhibine a n’en possedent que sept. Quoiqu'il en soit, un de ces
résidus entre dans la formation de pont disulfure permettant la dimérisation des ligands

(287).
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NON LIBRE DE DROIT

Figure 29. Arbre phylogénique des membres de la superfamille du TGF chez

I’'homme.

L'arbre a été construit sur la base d'un alignement des domaines C-terminaux matures (288).

Les ligands sont synthétisés sous la forme de pré-pro-peptides inactifs puis clivés dans
I'appareil de Golgi pour donner un peptide mature dimérique. Dans la cellule, ce peptide
mature est séquestré par la protéine LAP (pour « latency associated protein ») pour
former un complexe appelé SLC pour «small latent complexe ». Le SLC est lui-méme
séquestré par des protéines LTBP (pour « latent TGF-£ binding proteins ») qui peuvent se
lier a des protéines de la matrice extracellulaire formant ainsi un complexe retrouvé dans
les vésicules sécrétoires appelé LLC pour « large latent complex » (cf. Figure 30). Le TGF3
est secrété sous la forme d’'un complexe LLC inactif et est donc séquestré dans le tissu

conjonctif, formant ainsi un réservoir de TGFp inactif (289).

Son activation peut étre réalisée :

(i) par des protéases de type élastase (290) et calpaine (291)

(i)  parclivage de la protéine LAP par des métalloprotéases BMP1-like (292)

(iii) par interaction de la protéine LAP avec des protéines de la matrice
extracellulaire (293) ou des intégrines présentes a la surface des cellules

voisines (294).
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Ce cycle d’activation/inactivation est un mécanisme de contrdle spatial et temporel de
I'activité du TGFP. Bien qu’étudié essentiellement dans la sous-famille du TGFp, ce
mécanisme demeure largement incompris. On sait qu’il concerne également BMP7,
GDF11 et la myostatine (295,296), les autres ligands étant aussi synthétisés sous la forme
de pré-pro-peptides dimériques mais directement clivés et maturés dans la cellule et donc

secrétés sous une forme mature (297).

RGD
Pro- LAP — TGF$
TGF-B
RGD
Latent LA ' ' TFp
TGF-B e~~~ |

Interaction
non-covalente

TGFB

LTBP

LAP
SLC

LLC

Figure 30. Maturation et séquestration du TGF-f.

Le pro-TGF-f est clivé de maniere intracellulaire par une protéase a furine, Dans la cellule, ce peptide
mature est séquestré par la protéine LAP pour former un complexe appelé SLC qui est lui-méme séquestré
par des protéines LTBP qui peuvent se lier a des protéines de la matrice extracellulaire formant ainsi un
complexe retrouvé dans les vésicules sécrétoires appelé LLC. Le TGFf est secrété sous la forme d'un
complexe LLC inactif et est donc séquestré dans le tissu conjonctif, formant ainsi un réservoir de TGFf3
inactif. Abréviations: LAP, propeptide associé a la latence; LLC, grand complexe latent; LTBP, protéine de
liaison au TGF-f latente; RGD, motif Arg - Gly - Asp; SLC, petit complexe latent; TGF-f, facteur de croissance
transformant-f. Modifié d’apres Lafyatis, 2014 (289).
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6.2 Les voies de signalisation canoniques du TGFf3 et des BMP
La transduction du signal passe tout d’abord par la fixation sur un complexe de
récepteurs dont la structure comprend un domaine extracellulaire variable mais riche en
cystéines, un unique domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire tres
conservé a activité sérine-thréonine kinase (298).
On distingue deux classes fonctionnelles de récepteurs :
(i) les récepteurs de type 1, au nombre de sept et qui sont également appelés
Alks (pour « Activing receptor-like kinases »)
(ii)  lesrécepteurs de type 2, au nombre de cing. Les ligands de la superfamille du
TGFP peuvent se lier sélectivement a différentes combinaisons de récepteurs

(299) (Tableau III).

En I'absence de ligands, les récepteurs de type I et de type Il demeurent sous la
forme d’homodimeres a la surface de la cellule. La fixation du ligand induit la formation
d’'un complexe hétérotétramérique stable composé de deux récepteurs de chaque type.
Ceci induit la phosphorylation de nombreux résidus sérines et thréonines appartenant a
un domaine GS (pour «Gly-Ser rich») situé juste au-dessous du domaine
transmembranaire du récepteur de type I par I'activité kinase constitutive du récepteur

de type II, provoquant ainsi son activation (287,300) (Figure 31).

La transduction intracellulaire du signal est médiée par la phosphorylation d'une
famille de protéine appelée R-SMADs (pour « Receptor-regulated SMADs ») par le
récepteur de type I activé sur deux résidus sérines situés a leur extrémité C-terminale. Les
SMADs sont des facteurs de transcription qui naviguent sans cesse entre le cytoplasme et
le noyau de la cellule. On trouve huit SMADs, classés en trois catégories :

(i) cinqg R-SMADs que sont les SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 et SMADS,

(i)  un Co-SMAD qui est le SMAD4,

(iii) deux I-SMADs (pour « Inhibitory SMAD ») que sont les SMAD6 et SMAD7

(287,297,301) (Figure 31).
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La phosphorylation sélective des R-SMADs par les récepteurs de type I permet la
création d’un site de liaison pour le Co-SMAD, SMAD4, et donc la formation d'un complexe
hétérotrimérique composé de deux phospho-R-SMADs et d'un SMAD4. Ce complexe va
ainsi étre capable de transloquer dans le noyau et donc, via 'interaction avec des facteurs
de transcription, des complexes de remodelage de la chromatine (le complexe SW1-SNF
par exemple) ou encore des histone acétyltransférases (p300 et CBP par exemple), de

réguler la transcription de genes cibles (302-304).

Parmi les éléments cis-régulateurs, on retrouve deux séquences distinctes en
fonction des voies mises en jeu. Pour le R-SMAD3, la séquence cis-régulatrice est appelée
SBE (pour « Smad-Binding Element ») et est une séquence palindromique de 8 pb (5-
GTCTAGAC-3’). Les R-SMAD1/5/8 se lient quant a eux préférentiellement a des séquences
riches en GC appelées BRE (pour « BMP-Responsive Element»). Pour exemple, une
séquence BRE a été identifiée au niveau de genes cibles de la voie BMP tels que ID1 (pour
« Inhibitor of Differentiation » ou « Inhibitor of DNA binding ») ou SMAD6 (305,306). De
plus, des expériences de gene rapporteur ont permis d’établir que le BRE identifié au
niveau du promoteur du géne /D1 n’était capable de répondre qu’a une stimulation par la
voie de signalisation BMP spécifiquement et non a une stimulation par la voie du TGF-$3
(307). Le niveau de transcription du gene ID1 constitue donc un excellent rapporteur

d’activité de la voie de signalisation BMP spécifiquement.
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Voie

Ligands

Récepteurs

de type I

Récepteurs
de type 11
R-SMADs
Co-SMAD

I-SMAD

BMP

BMP2, 4
BMPS5, 6, 7
BMP8A, 8B
BMP9, 10

BMPR1A (aLk3)

BMPR1B (aLke)
ALK1
ALK2

BMPRII

SMAD1,5, 8
SMAD4
SMAD6

GDF

GDF5, 6,7
GDF9b
GDF10, 11
GDF15

BMPR1A (aLk3)
BMPR1B (aLke)
ALK2

GDF1
GDF3
GDF8
GDF9

ActRIB (aLk4)
ALK7
TBRI (arks)

BMPRII
ActRIIA, ActRIIB

SMAD1,5,8

SMADZ2, 3

SMAD4
SMADG6, 7

Activines
Inhibine A
Inhibine 3B

Nodal

ActRIB (aLk4)
ALK7

ActRIIA, ActRIIB

SMADZ2, 3
SMAD4
SMAD7

TGFpB Inhibiteurs
TGFpB1 BMP3
TGFp2 Inhibine a
TGFB3  Inhibine BC,
Inhibine BE,
LEFTYA,
LEFTYB
TBRI (arks) N/A
TBRII N/A
SMAD2, 3 N/A
SMAD4 N/A
SMAD7 N/A

Tableau III. Classification des ligands, des récepteurs de type I et de type II et des SMADs

parmi les différentes familles des voies TGFp.

99



Ligands
Q0 : TGFBI, TGFB2, TGFB3

« activin -B,, -Bg, -Bc. -Be

« nodal Récepteurs de
« BMP2-7, BMP8A, BMP8B, BMP10, BMP15 type ll
» GDF1-3, GDF5-11, GDFI5 ;%ﬁ%lﬁll
« AMH (MIS
) Récepteurs de type | ACTRIIB
ALK4 ALKI BMP’;”
ALKS ALK2 AMHRII
” ALK7 ALK3
Récepteurs ALK6

smaps (D

SMAD2
SMAD3

Régulation de génes Régulation de génes

Figure 31. Les voies de signalisation de la superfamille du TGF SMAD-dépendantes.

La liaison des ligands aux récepteurs de type II et le recrutement de récepteurs de type I impliquent une
complexité combinatoire élevée. Traditionnellement, les ligands ont été divisés en deux groupes: les TGFf
activant SMAD2 et SMAD3, les activines et les nodales, et les BMP, les GMP et ’AMH activant SMAD1, SMAD5
et SMADS. Cependant, la voie se divise uniquement en deux branches distinctes en aval des récepteurs de
type I: ALK4, ALK5 et ALK7 phosphorylent spécifiquement les SMAD2 et SMAD3, alors que ALK1, ALK2,
ALK3 et ALK6 phosphorylent spécifiquement les SMAD1, SMAD5 et SMADS. La formation de complexes des
SMAD phosphorylés avec SMAD4 provoque l'accumulation nucléaire de complexes SMAD actifs, qui
régulent directement la transcription des génes en conjonction avec des facteurs de transcription, des
complexes de remodelage de la chromatine et des enzymes modifiant I'histone. ACTR, récepteurs d'activine;
ALK, kinase apparentée au récepteur de l'activine; AMH, hormone anti-muellerienne; BMP, protéines
morphogénétiques osseuses; GDF, facteurs de croissance et de différenciation; TGFps, ligands du facteur de

croissance transformant-f3. Modifié d’apres Schmierer et Hill, 2007 (297).
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6.3 Les voies de signalisation non canoniques du TGFf3 et des BMP
L’identification de la signalisation intracellulaire médiée par les SMADs ne résout
pas completement la question sur la facon dont il pouvait exister des fonctions aussi

diverses de la superfamille du TGF avec un modele intra-cellulaire aussi simple.

Bien que la compréhension fine de cette superfamille soit encore incompleéte, il y a
de plus en plus de preuves montrant que la diversité des fonctions attribuées a la
superfamille du TGFf résulte en partie de la multitude de combinaisons possibles entre
les ligands, les récepteurs membranaires, les SMADs ou encore les facteurs de
transcriptions mis en jeu. Cette diversité résulte également de l'interaction avec d’autres
voies de signalisations et de la capacité des ligands de la superfamille du TGF d’activer
d’autres voies de signalisations qui n’utilisent pas les SMADs comme support de
transduction intracellulaire. Ces autres voies de signalisation pouvant étre activées par les
ligands de la superfamille du TGFB sont qualifiées de «voies de signalisation non
canoniques du TGF » (pour « non-canonical TGF-f pathways ») ou « voies de signalisation
indépendantes des SMADs » (pour « Smad-independent TGF-f5 pathways »). Ces voies sont
activées par les récepteurs décrits plus haut soit par phosphorylation soit par interaction

directe (308-310).

Les mécanismes de la balance entre la voie canonique et les voies non-canoniques
ainsi que les mécanismes de controle de cette balance demeurent obscurs. Parmi ces
voies de signalisation non canoniques du TGFp, on retrouve, de facon non exhaustive
(311):

(i) La voie des MAP kinases (« mitogen-activated protein kinases ») : MAPKs p38,

ERK and JUNK (312,313);

(ii)  Lavoie des petites GTPases Rho-like ;

(iii) LavoieJAK/STAT;

(iv) Lavoie PI3K/Akt.
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6.4 Lavoie de signalisation BMP : physiologie

by

6.4.1 Du concept de « Bone Morphogenetic Proteins » a celui de « Body Morphogenetic

Proteins »

L’activité ostéogénique des facteurs BMP a été identifiée pour la premiere fois en
1965 mais, les protéines responsables de I'induction osseuse ne seront connues qu’a la fin
des années 1980 avec la purification et le séquencage du BMP3 bovin et avec le clonage de

la forme humaine de BMP2 et de BMP4 (314-316).

Depuis, plus de vingt protéines appartenant a cette famille BMP ont pu étre
identifiées (Tableau IV). Elles sont caractérisées par des profils d’expression différent en
terme de temporalité et de tissu-spécificité et sont donc impliquées dans des processus
morphogénétiques distincts (317), comme :
(i) Le contréle de l'architecture tissulaire depuis le stade embryonnaire
jusqu’aux cellules souches (318,319),

(i)  La régulation de la prolifération, de la différenciation et de l'apoptose
(320,321),

(iii) Larégénération et 'homéostasie tissulaire notamment au niveau articulaire
(322), de la réparation osseuse apres une fracture (323,324), du
remodelage vasculaire (325), de I'hématopoiése ou encore au niveau du

métabolisme du fer (326,327).
Ainsi, lors du premier workshop sur la voie de signalisation BMP organisé a Berlin

en 2009, il a été suggéré de modifier la signification de I'acronyme BMP en « body

morphogenetic proteins » (328).
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‘ Ligand Synonyme

Récepteurs

Expression tissulaire ‘

BMP-2 BMP-2A ALK-3,-6; BMPR-II; Os, vaisseaux sanguins, muscle, cartilage, dents, foie, Cceur,
Ldoelus sperme, follicules pileux
TGFP-RII; Act-RIIA, -
RIIB

BMP-3  Ostéogénine ALK-4, Act-RIIB Poumons, rein, os, cartilage, dents

BMP-4 BMP-2B ALK-3, -6; Act-RIIA; Os, muscle, utérus, cartilage, dents, rein, intestine, glandes
BMPR-II; TGFP-RIII salivaires, foie, pancréas, poumons, Cceur, ovaires, sperme,

follicules pileux

BMP-5 - - Os, cartilage, rein, uretere, pancréas, poumon, ceeur

BMP-6 Vgr-1 ALK-2, -3, -6;Act-RIIA,- Coeur, cartilage, uretére, pancréas, ovaires, épiderme, foie
RIIB; BMPR-II

BMP-7 Op-1 ALK-3, -6; Act-RIIA,- Rein, os, synovie, (Eil, glande salivaire, foie, pancréas, poumon,
RIIB; BMPR-II Coeur, ovaires, sperme, épiderme

BMP-8 Op-2, - Os, ovaires, sperme

BMP8b

BMP-9  GDF-2 ALK-1, -2; Act-RIIA,- Foie, systeme nerveux central
RIIB; BMPR-II;
Endogline

BMP- = ALK-1,-3, -6; Act-RIIA- Cceur

10 RIIB; BMPR-II

BMP- GDF-11 ALK-4, -5, -7; Act-RIIA,- Systéme nerveux central

11 RIIB

BMP- GDF-7, ALK-3, -6; Act-RIIA; Tendons, cartilage, systeme nerveux central

12 CDMP-3 BMPR-II

BMP- GDF-6, ALK-3, -6; BMPR-II Tendons, cartilage

13 CDMP-2

BMP- GDF-5, ALK-6; Act-RIIA, -RIIB; Cartilage, synovie, ceil

14 CDMP-1 Egprfgin

BMP- GDF-9B ALK-6; Act-RIIA; BMPR-  Ovaires

15 II

Tableau IV. Tableau récapitulatif des ligands de la famille BMP, leurs récepteurs et leurs

expressions tissulaires.

Activin receptor-like kinase (ALK) ; Récepteur BMP de type Il (BMPR-II) ; Récepteur a l'activine de type II

(ActRII) ; transforming growth factor receptor III (TGF-RIII) ; inconnu (-). Modifié d’aprés Krause et al,
2011 (329).
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6.4.2 La régulation extracellulaire de la voie de signalisation BMP

Les molécules de la famille des BMP sont des morphogénes et peuvent induire des
réponses cellulaires différentes en fonction de leur concentration (330,331). Ainsi, la voie
de signalisation BMP est trés régulée tant au niveau extracellulaire qu’au niveau

intracellulaire.

Différentes molécules solubles ont été décrites comme des antagonistes de la voie
de signalisation BMP. Elles ont la capacité de se lier directement aux ligands et donc de
réguler leur diffusion et leur fixation aux récepteurs cibles. Ces régulateurs solubles
présentent des spécificités plus ou moins importantes et peuvent donc se lier aux

différents ligands avec des affinités propres.

D’abord, la follistatine peut se lier aux molécules BMP2, BMP4 et BMP7. Cette
glycoprotéine monomeérique forme ainsi un complexe ternaire non fonctionnel avec le
ligand BMP et son récepteur (332). Ce mécanisme est par exemple mis en jeu dans la
détermination dorso-ventrale chez l'embryon ou dans la croissance musculaire
embryonnaire (333). Cette molécule a une spécificité faible de la voie BMP car elle peut
également se lier a d’autres ligands de la superfamille du TGFf} puisque elle présente un
maximum d’affinité pour l'activine (334) et une forte affinité pour la myostatine (335).

La noggine, un second antagoniste de la voie BMP, a également été décrit dans la
formation de I'axe dorso-ventral (336). Cette glycoprotéine homodimérique peut se lier a
BMP2 et a BMP4, mais également aux BMP5, BMP6, BMP7, BMP13 et BMP14 avec une
affinité plus faible, et ainsi bloquer l'interaction avec leurs récepteurs (329). De plus,
grace a son interaction avec les héparanes sulfates présents dans la matrice
extracellulaire, la noggine permet le stockage et la réalisation de gradients de BMP.

La chordine, comme la noggine, est un antagoniste de la voie des BMP par liaison
direct aux BMP2, BMP4 et BMP7. Elle joue un réle crucial pendant le développement
embryonnaire (337).

Enfin, la gremline (Grem1) peut également inhiber la voie des BMP. Cette
glycoprotéine peut s’associer aux BMP2 et BMP4 et est impliquée dans la croissance

embryonnaire (338,339).
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6.4.3 Larégulation intracellulaire de la voie de signalisation BMP

Le rétrocontrole négatif de la voie BMP passe par les deux SMADs inhibiteurs
(également appelés I-Smads) que sont SMAD6 et SMAD7. Alors que SMAD7 agit comme
répresseur a la fois des voies de signalisation TGFB et BMP, SMAD6 agit
préférentiellement sur la voie BMP (305,340,341). En effet, les formes phosphorylées des
SMAD2 et SMAD3 augmentent I'expression du gene SMAD7 (342) alors que celles des
SMAD1 et SMAD5 augmentent I'expression du gene SMAD6 (305).

Ces I-SMADs peuvent inhiber la voie BMP par deux mécanismes : (i) interaction
directe avec les récepteurs de type 1 ou (ii) interaction avec le Co-SMAD, SMAD4. Par
exemple, I'activité inhibitrice de SMAD6 repose sur plusieurs mécanismes (Figure 32) :

(1) SMAD6 peut se lier aux récepteurs de type 1 et ainsi inhiber la

phosphorylation des SMADs 1, 5 et 8 (343,344) ;

(i)  SMADG6 peut se lier a SMAD1 et interférer dans la formation du complexe
avec SMAD4 (345);

(iii) SMADG6 peut recruter Smurfl (Smad ubiquitin regulatory factor 1), une E3
ubiquitine ligase au niveau du complexe des récepteurs membranaires et
induire la dégradation des récepteurs de type 1 et des SMADs 1, 5 et 8 par la
voie ubiquitine-protéasome (346)

(iv) SMADG6 peut directement interagir avec certains facteurs de transcriptions
et les histones désacétylases HDAC1 et HDAC3 pour inhiber la transcription
de genes cibles tels que CtBP (C-terminal Binding Protein) (347).
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Figure 32. Mécanismes d’action du répresseur intracellulaire, SMAD6.
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6.5 La voie de signalisation BMP : role dans le développement musculaire

6.5.1 Description initiale dans la formation osseuse

La voie BMP doit son nom a sa description initiale comme cruciale dans la formation
du cartilage et de I'os quand un ligand de la voie était injecté dans le muscle (314). L'effet
ostéogénique des BMPs a ensuite été étudié in vitro dans des cellules C2C12 et dans des
lignées de myoblastes primaires. Lors de stimulations par de fortes doses de BMP, les
cellules entrent rapidement dans le processus de différenciation ostéoblastique
(348,349).

Plus tardivement, l'identification d’'une mutation gain de fonction au sein du gene
ALKZ2 associée a une forme constitutionnellement active du récepteur de type I (ActR-1A)
dans une pathologie congénitale appelée fibrodysplasie ossifiante progressive (ou FOP
pour Fibrodysplasia Ossificans Progressiva) a renforcé I'hypothése du role des BMPs dans
la formation osseuse. Cette pathologie induit une ossification hétérotopique des tissus
mous, y compris les muscles squelettiques (350,351).

Cependant, il a été plus tardivement montré que, malgré la réponse des précurseurs
myogéniques a des doses fortes de BMP, leur contribution aux ossifications
hétérotopiques était faible (< 5%) et les cellules subissant une trans-différenciation dans

le muscle étaient en fait des précurseurs des cellules endothéliales (352).

Le role des BMP dans le développement du muscle squelettique reste une piste de
recherche naissante et est étudié par peu de groupes. Cependant, les preuves d’'un role

central dans la myogenese embryonnaire et post-natale sont de plus en plus nombreuses.

6.5.2 Role dans la myogenése embryonnaire

Pendant la différenciation embryonnaire des somites, le neurotube dorsal et les
cellules mésodermiques de la plaque latérale produisent un gradient de concentration de
BMP permettant ainsi le maintien de la population des précurseurs myogéniques alors
que le contre-gradient de noggine, un antagoniste de la voie BMP, permet leur entrée dans
la voie de différenciation myogénique. De la méme fagon, il a été décrit que la voie de
signalisation BMP empéchait I'activation des facteurs de transcription MyoD et Myf5 chez
les cellules Pax3+ alors que la noggine permet I'entrée de ces mémes cellules Pax3+ dans

la voie de différenciation myogénique (333,335,353-356)
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De plus, dans le membre en développement de 'embryon de poulet, il a été montré
qu’'une sécrétion spatio-temporelle formant deux gradients contraires de BMP et de
noggine était nécessaire pour la régulation du développement des muscles (Figure 33)
(357).

Parallelement, il a été montré, chez la souris inactivée pour la noggine, que
I'initiation de la myogenese n’était pas affectée alors que la fusion des myoblastes et la
maturation de la fibre musculaire étaient altérées. Des fibres plus fines et désorganisées
associées a une réduction de la masse musculaire chez les souriceaux nouveau-nés ont été

décrits (358).

Pax-3
MyoD
Forte concentration de BMP
Faible concentration de BMP

Noggine

Figure 33. Schéma récapitulant I'expression de Pax3, MyoD, BMP et Noggine au niveau du

bourgeon embryonnaire de I'aile chez I'embryon de poulet.

Diagramme résumant 'expression d'un géne dans une monture entiere d’'un embryon au stade 25. Le
panneau de droite montre une section de la monture entiére prise a la position indiquée par la ligne

pointillée. Modifié d’apes Amthor et al, 1998 (357).
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6.5.3 Role dans la myogenése foetale

Plus récemment, le réle de la voie BMP dans la régulation de la croissance
musculaire pendant la vie foetale a été décrit. Alors que, chez le poulet, 'activation
ectopique de la voie BMP dans le membre est responsable d’'une augmentation du nombre
de progéniteurs musculaires foetaux et donc du nombre de fibres, son blocage diminue
leur nombre et induit la formation de muscles plus petits. Il a également été montré que la
voie BMP régulait le nombre de cellules satellites pendant le développement (353).

Enfin, dans cette méme étude, la voie BMP était active, mise en évidence par la
présence des formes phosphorylées des Smads 1, 5 et 8, dans une sous-population de
progéniteurs musculaires feetaux et dans les cellules satellites a 'extrémité des muscles

(353) (Figure 34).

Muscle
Tendon Tendon
Bmp4 Bmp4
Gain de fonction Bmp Perte de fonction Bmp
® @ @
@ ® @ )
@ o I=)

® C(Cellules Pax7+
#% Cellules Pax7+/pSMAD+

Figure 34. Représentation schématique de la fonction de la voie BMP pendant la

myogeneése feetale.

Dans des conditions normales, un signal Bmp produit par les tendons agit sur une sous-population de
cellules Pax7 + situées a l'extrémité du muscle. L'activation de la signalisation Bmp dans ces progéniteurs
musculaires activera leur prolifération et induira leur différenciation. Cela permettra une croissance
musculaire longitudinale. Les expériences de gain de fonction de Bmp entralnent une augmentation du
nombre de progéniteurs et de fibres musculaires, tandis que les expériences de perte de fonction de Bmp
entrainent une diminution du nombre de progéniteurs et de fibres musculaires. Modifié d’aprés Wang et al.

2010 (353).
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6.5.4 Role dans la myogeneése post-natale

Derniérement, le role de la voie BMP dans I'expansion de la population de cellules
satellites activées en prévenant leur différenciation musculaire prématurée a été montré
(359). Cette étude a été conduite in vitro sur des fibres isolées et sur des myoblastes
primaires dérivés de cellules satellites. En effet, pendant I'activation et la prolifération, les
cellules satellites expriment a la fois BMPR1A et les formes phosphorylées des Smads 1, 5
et 8, témoins de l'activation intracellulaire de la voie BMP. Alors que pendant la

différenciation, la noggine est activée a son tour (359).

Le traitement des cellules satellites par du BMP4 recombinant est alors a méme de
maintenir leurs divisions et de réduire leur différenciation. L'inhibition de la voie BMP par
un traitement par de la noggine recombinante, par I'inhibition de la phosphorylation des
Smads 1, 5 et 8 par la dorsomorphine ou par la diminution de I'expression de Smad4 ou
de Smad5 par ARN interférant induit quant a elle une différenciation prématurée. De la
méme facon, l'activation et I'inactivation de la voie BMP affectent le niveau d’expression
d’Id1, un inhibiteur connu de la différenciation, témoin du mécanisme sous-jacent
probable de la prévention de la différenciation prématurée par la voie BMP (359). La
méme année, une autre étude sur le role de la voie BMP dans le contréole de la balance

entre prolifération et différenciation des cellules satellites activées a été publiée (360).

Il a également été montré que la voie BMP jouait un roéle important dans la
régénération musculaire in vivo. Dans I'étude d’Ono et collegues, 3 jours apres 'injection
de cardiotoxine, 97% des myoblastes MyoD+ expriment la forme phosphorylée des Smads
1,5 et 8, témoin d’une activation intracellulaire de la voie BMP. Apres une blessure causée
par la cardiotoxine, I'inhibition de la voie BMP, par l'injection de dorsomorphine ou par
I'injection d'un récepteur BMPR1A soluble, empéche une régénération musculaire
normale et aboutit a la formation de fibres musculaires plus petites et a une fibrose
augmentée (359). L’implication de la voie BMP dans le phénomeéne de régénération
musculaire avait déja été montrée (353,361). L'injection de noggine dans le muscle en
régénération est a méme de réduire le niveau de phosphorylation des Smads1, 5 et 8, et
de diminuer lI'expression d’Id1 et d’Id3. Parallelement, chez la souris Id1*/-1d3-/-, le

nombre de cellules en prolifération Pax7+ est réduit apres une blessure musculaire (361).
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Ces données suggerent que la voie de signalisation BMP régule 'expression des
genes Id dans les cellules satellites et permet ainsi le maintien de leur prolifération et la

prévention de leur différenciation myogénique (353,359,361).

: Expression de BMPR-IA - :
. ‘ Expression des pSmad1/5/8
: Expression d’ld1 '

Sensibilité au BMP

‘ Cellule quiescente ou en auto-renouvellement (Pax7+MyoD-)
# Cellule en prolifération (Pax7+MyoD+)
’ Cellule en différenciation (Pax7-MyoD+)

Figure 35. Role de la voie de signalisation BMP pendant la progression de la différenciation

des cellules satellites.

Au cours de la réparation et de la régénération musculaires, les cellules satellites Pax7+ au repos sont
activées pour co-exprimer Pax7 et MyoD. Les myoblastes dérivés de ces cellules satellites proliferent
considérablement avant que de nombreuses cellules ne régulent ensuite négativement Pax7 et se
différencient pour réparer les fibres musculaires endommagées ou fusionner pour générer de nouvelles
myofibres. D'autres cellules satellites maintiennent l'expression de Pax7 mais perdent MyoD et se
renouvellent d'elles-mémes pour maintenir un compartiment viable de cellules souches. Une signalisation
BMP normale via la phosphorylation de BMPR-1A et des Smad1/5/8 est nécessaire pendant la réparation et
la régénération musculaire pour permettre a la population de myoblastes dérivés de cellules satellites de
s’étendre en empéchant la différenciation précoce. La signalisation BMP fonctionne par le contrble des
niveaux d'Id, un régulateur négatif de MyoD et la différenciation myogénique. A mesure que les cellules
satellites se différencient, 'expression de noggine est régulée positivement pour antagoniser le signal BMP,
facilitant ainsi 'entrée dans le programme de différenciation myogénique. Modifié d’aprés Ono et al, 2011

(359).
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Figure 36. Modeéle proposé par Friedrichs et al. pour le réle de la voie BMP pendant la

différenciation des cellules satellites.

Les cellules satellites quiescentes (vert) ne répondent pas aux signaux BMP. Lors de l'activation, les cellules

satellites expriment MyoD et répondent aux signaux BMP avec phosphorylation des Smad (rouge). Ceci

empéche alors une différenciation prématurée. Lorsque les descendants des cellules satellites sont engagés

dans la différenciation (en jaune), ils expriment la myogénine et la chordine, antagoniste de la voie BMP.

Lors de l'inhibition de la signalisation BMP, les myoblastes quittent le cycle cellulaire, fusionnent en

myotubes et subissent une différenciation terminale (violet). Les myonuclei postmitotiques (bleus) perdent

irréversiblement la capacité de répondre aux signaux BMP. Modifié d’aprés Friedrichs et al, 2011 (360).
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Chapitre 2 : PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE
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Plusieurs modeles, notamment murins, ont été générés dans le but d’étudier le role
potentiel des lamines dans le muscle squelettique (134,249,251,253,356-358). Grace a
ces derniers et aux découvertes qu’ils ont permises, plusieurs hypotheéses ont pu étre
proposées pour expliquer le phénotype musculaire observé dans les laminopathies : une
plus grande sensibilité aux dommages mécaniques (193,365), un défaut de recrutement
des noyaux a la jonction neuromusculaire (362), une altération de I'’expression des genes
ou de voies de signalisation (193,205,366,367) ou encore une altération des capacités de

différenciation des cellules satellites (265).

Des études précédentes avaient permis de montrer que la souris Lmna?8-11,
d’abord décrite comme un modéle de souris inactivée pour le géne Lmna, était un modele
pertinent pour identifier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents aux mutations
dans le géne Lmna (364). Plus particulierement, il a été suggéré que la perte des lamines
de type A était responsable d'une altération de la cinétique de différentiation musculaire
et que ceci était en partie due a une diminution de l'’expression de facteurs de

différenciation cruciaux pour la différenciation myogénique (265).

Cependant, les études de différenciation des cellules musculaires Lmna~/- ont été
jusqu’a ce jour limitées par le nombre restreint de cellules souches obtenues a partir de
souris mutantes difficiles a reproduire. Afin de disposer d’'un modele de différenciation en
culture robuste et reproductible, de nouvelles lignées de myoblastes sauvages et Lmna-/-
pouvant étre maintenues de maniere conditionnelle et controlée en prolifération, ont été
utilisées. Ces lignées cellulaires proviennent du croisement entre deux souris
génétiquement modifiées : la premiére est invalidée pour le gene d’intérét, le géne Lmna
par exemple, et la seconde exprime un mutant thermosensible de I'antigene large T de
SV40 (TAg) sous contrdle du promoteur H2K inductible par I'ajout d'interféron gamma
(IFNy). Ces souris sont appelées « immortomouse » car toute cellule souche isolée de ces
animaux peut étre cultivée a 33°C en présence d'IFNy ce qui induit I'expression du large T
de SV40 et le maintien de ces cellules souches en prolifération. On parle
« d'immortalisation conditionnelle ». Une fois suffisamment amplifiées, ces cellules
peuvent étre induites a se différencier en les cultivant a 37°C en absence d’'IFNy, ce qui
inhibe I'expression du large T de SV40. Ainsi, apres croisement, nous obtenons une souris

dont les cellules satellites sont inactivées pour le géne Lmna et peuvent étre maintenues
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en prolifération de maniére conditionnée grace a l'expression transitoire de I'antigene
large T thermosensible. Ces lignées seront appelées « H2K » dans la suite de ce rapport

(205,250,251).

Basée sur les données récentes sur le rdle de la voie BMP dans la régulation de la
myogenése embryonnaire et feetale, dans la promotion de la prolifération myoblastique et
dans la prévention de la différenciation musculaire précoce (359,360,368), I'objectif de
notre travail est d’identifier une altération potentielle de la voie BMP associée a une
modification des capacités de différenciation grace au modéle de myoblastes
conditionnellement immortalisés et inactivées pour le gene Lmna et a des myoblastes
humains issus de biopsies musculaires et porteurs de différentes variations pathogenes
du géne LMNA a I'état hétérozygote. Parallelement, I'objectif de notre travail est de tenter
de rétablir un fonctionnement normal de la voie BMP dans le but de récupérer un
potentiel et une cinétique de différenciation corrects des myoblastes inactivés pour le

gene Lmna.
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2 Résumé

Cet article, publié en 2018 dans Scientific Reports, présente la majeure partie des résultats
obtenus au cours de ma thése de doctorat consacrée aux altérations de la voie de
signalisation BMP dans un modéle murin de myoblastes inactivés pour le géne Lmna.
Cette étude utilise un modele précédemment décrit de myoblastes conditionnellement
immortalisés et inactivés pour le gene Lmna : le modele H-2K. Nous avons identifié deux
altérations majeurs de la voie de signalisation BMP dans ces myoblastes H-2K inactivés
pour le gene Lmna (H-2K Lmna/-) : une diminution de I'expression du ligand Bmp4 et une
augmentation de 'expression de l'inhibiteur Smad6. Nous avons pu montrer que cette
surexpression de Smad6 induit une séquestration cytoplasmique des formes
phosphorylées des Smadl, 5 et 8. Cette séquestration est alors responsable d’une
diminution de I'expression des genes cibles de la voie Id1 et Id2. Par conséquent, les
myoblastes H-2K Lmna~/- montrent une différenciation musculaire prématurée qui peut
étre récupérée en diminuant l'expression de Smad6 par des expériences d’ARN
interférent.

Enfin, nous avons pu montrer que ces défauts existaient également dans des myoblastes
humains porteurs de différentes mutations dans le gene LMNA prélevés chez des patients
souffrant de laminopathies musculaires.

Ensemble, ces résultats permettent de proposer un nouveau mécanisme
physiopathologique pouvant expliquer la diminution du réservoir de cellules satellites et

I'atrophie musculaire observées dans les laminopathies musculaires.
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LMNA gene encodes lamins A and C, two major components of the nuclear lamina, a network of
intermediate filaments underlying the inner nuclear membrane. Most of LMNA mutations are
associated with cardiac and/or skeletal muscles defects. Muscle laminopathies include Emery-Dreifuss
Muscular Dystrophy, Limb-Girdle Muscular Dystrophy 1B, LMNA-related Congenital Muscular
Dystrophy and Dilated Cardiomyopathy with conduction defects. To identify potential alterations

in signaling pathways regulating muscle differentiation in LMNA-mutated myoblasts, we used a
previously described model of conditionally immortalized murine myoblasts: H-2K cell lines. Comparing
gene expression profiles in wild-type and Lmna®®** H-2K myoblasts, we identified two major
alterations in the BMP (Bone Morphogenetic Protein) pathway: Bmp4 downregulation and Smadé
overexpression. We demonstrated that these impairments lead to Lmna®®-'* myoblasts premature
differentiation and can be rescued by downregulating Smadé expression. Finally, we showed that BMP4
pathway defects are also present in myoblasts from human patients carrying different heterozygous
LMNA mutations.

LMNA gene encodes lamin A and C, two major components of the nuclear lamina, a network of intermediate
filaments covering the inner nuclear membrane. These proteins can assemble into polymers beneath the nuclear
envelope where they are crucial for the maintenance of interphase nuclear architecture, integrity of the nuclear
envelope and chromatin structure'~. They also interact with chromatin, transcription factors and epigenetic
modifiers, thus playing an important role in the regulation of gene expression related to cell proliferation and
differentiation, DNA replication and repair, and chromatin organization®.

Mutations in LMNA gene are associated with at least a dozen of inherited diseases, collectively called lamin-
opathies®. Despite LMNA ubiquitous expression, most laminopathies involve tissue-specific phenotypes. LMNA
mutations could lead to accelerated aging syndrome (Hutchinson-Gilford progeria syndrome), to abnormalities
in adipose tissue (Dunnigan-type familial partial lipodystrophy), or in peripheral nerve (Charcot-Marie-Tooth
type 2). Nevertheless, most of LMNA mutations are associated with cardiac and/or skeletal muscles defects”.
Striated muscle laminopathies include Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (EDMD), Limb-Girdle Muscular
Dystrophy 1B, LMNA-related Congenital Muscular Dystrophy (L-CMD) and Dilated Cardiomyopathy with con-
duction defects (DCM-CD). These four diseases are considered as a spectrum of the same pathology because of
overlapping clinical features®.
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Several mouse models have been generated to investigate the potential roles of lamins in skeletal muscle’ ',
Based on findings using these models, several hypotheses have been proposed to explain the muscle phenotype in
laminopathies: higher susceptibility to mechanical damages'®", defective recruitment of nuclei at the neuromus-
cular junction (NM])®, alterations of gene expression and signaling pathways*'7~'* and impairment of muscle dif-
ferentiation®”. Previous reports have shown that Lmna*!! mouse, previously thought to be a Lmna-null mouse®!,
represents a pertinent model to identify potential human pathophysiological mechanisms'*. More particularly,
based on Lmna®*'" (hereafter referred to as Lmna~'~) primary myoblasts, it has been suggested that A-type
lamins deficiency caused an impairment in the muscle differentiation kinetics and that this deficiency is, in part,
due to decreased endogenous level of other critical myoblast proteins®.

To avoid issues associated with primary myoblasts accessibility and to tightly control the kinetics of differen-
tiation, we used a previously described model of conditionally immortalized murine myoblasts: wild-type and
Lmna~'~ H-2K cell lines'®*>%,

Comparing gene expression profiles in wild-type and Lmna '~ H-2K myoblasts, we identified several alter-
ations of the BMP pathway. BMP (Bone Morphogenetic Protein) proteins were initially found to be crucial for
osteogenesis***. They were further shown to be implicated in several other biological processes such as hemato-
poiesis, neuronal development or iron metabolism?®. Finally, BMP is also a pivotal pathway regulating embryonic
and foetal myogenesis. In vitro, this pathway promotes myoblasts proliferation and avoids premature differentia-
tion®”. In vivo, BMP signaling has been shown to be implicated in muscle growth, maintenance, and the balance
between hypertrophy and atrophy by negatively regulating atrogenes such as Fbx20%%.

Our results identify two major alterations in the BMP pathway in Lmna~'~ myoblasts: Bmp4 downregulation
and Smad6 overexpression. We demonstrate that these impairments lead to Lmna~'~ myoblasts premature dif-
ferentiation and can be rescued by downregulating Smad6 expression. Finally, we showed that BMP4 pathway
defects are also present in myoblasts from patients carrying different heterozygous LMNA mutations.

Material and Methods

Patient biopsies and culture of human myoblasts. Patient muscle samples were obtained from sur-
gical biopsies of the deltoid muscle primarily performed for diagnosis purpose in accordance with principles
of Helsinki declaration. All patients signed an informed consent for research. Human myoblasts were derived
from four unrelated patients presenting different striated muscle laminopathies (Supplementary Table S1) with
the following LMNA mutations: LMNA p.Lys32del (from 2 different patients, hereafter referred to as AK32 and
LMNA p.Leu380Ser (hereafter referred to as L380S). Those myoblasts were collected and prepared as previously
described!”. Muscle samples and associated data from patient (LMNA Q310*: Z717 MO1 and LMNA H222P:
M45876) and healthy control (Y327 M01) were obtained from Cardiobiotec Biobank (CRB-HCL, Hospices Civils
de Lyon, reference BB-0033-00046), a center for biological resources authorized by the French Ministry of Social
Affairs and Health. All samples were collected and used in accordance with the ethical rules of the Biobank and in
agreement with French legislation. The protocol was approved by local ethics committee and French Biomedicine
Agency (reference DC2015-25-66). All experiments were performed in accordance with relevant guidelines and
regulations. Myoblasts with LMNA Q310* and H222P mutations were purified by the Cellular Biotechnology
Center (Centre de Biologie et Pathologie Est, Hospices Civils de Lyon). The purity of the population was evaluated
by the proportion of desmin-positive cells in an immunofluorescence assay (Supplementary Figure 52). Cells
were maintained in a HAM-F10 medium supplemented with 20% of FBS and 1% penicillin/streptomycin at 37°C
with 5% CO2.

H-2K Cell culture. H-2K myoblasts* were maintained at +33°C and 10% CO, in a proliferation medium
composed of DMEM High glucose medium (HyClone) supplemented with 20% (v/v) fetal bovine serum (GE
Healthcare), 2% (v/v) chick embryo extract (Eurogentec), 2% (v/v) glutamin (HyClone) and 1% (v/v) penicillin/
streptomycin (growth medium) and complemented with 0.2% interferon-gamma (Sigma-Aldrich). H-2K were
differentiated at +37 °C and 5% CO, in DMEM High glucose medium supplemented with 2% (v/v) Horse Serum
(HyClone) and 1% (v/v) penicillin/streptomycin. Proliferating H-2K myoblasts were grown on 100mm dishes
coated with 0.01% gelatin. Differentiating cells were grown on matrigel-coated Nunc™ LAB-TEK® chamber
slides (ThermoScientific) for immunofluorescence assays or matrigel-coated plastic dishes for RNA or protein
assays.

siRNA-mediated gene knockdown. H-2K cell lines were transfected either with Smad6 siRNA or with
Lmna siRNA and negative control siRNA (GeneSolution, Qiagen) at a final concentration of 10nM using lipo-
fectamine RNAIMAX (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.

RNA isolation, microarrays and real-time quantitative PCR. Total RNA was isolated from H-2K
and human myoblasts by column extraction (NucleoSpin RNA kit, Macherey Nagel) according to manufacturer’s
instructions. Microarray analysis was performed by ProfileXpert facility (www.profilexpert.fr/). For each cell
line, a triplicate of total RNA extract was analyzed. Microarray analysis was performed according to manufac-
turer’s instructions, on a MouseWG-6 V2.0 chip using an Illumina™ platform. The differentially expressed genes
in wild-type and mutated groups were selected by unpaired t-test with significance level of p < 0.05. Then, the
genes with fold change less than 0.5 downregulated or greater than 2.0 upregulated between any two groups were
selected for analysis.

For quantitative PCR, a maximum of 2 pg of total RNA was used for cDNA synthesis by reverse transcription
PCR with random primers using the GoScript™ Reverse Transcription system (Promega) according to the man-
ufacturer’s instructions, Real Time PCR was carried out with the FastStart Universal SYBR Green Master (Roche)
kit using a Rotor-Gene from Corbett Life Science according to manufacturer’s instructions. Reactions were run
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in duplicate and Hprtl was used as housekeeping gene to control variability in expression level. Ppib (encoding
cyclophilin B) for mouse samples and GAPDH and for human samples were also tested as housekeeping gene and
the results were comparable. The primer sequences are provided in Supplementary data Table S3. To determine
relative expression level, a standard curve based on dilutions of an internal sample of the assay was performed for
each run and each gene.

Western Blotting. Cells were maintained in proliferation or differentiation media, washed with PBS and
harvested by trypsination and pellet by centrifugation at 1500 rpm during 5 min at +4 °C. After one more wash
step, a dry pellet was obtained and stored at —80°C. To extract proteins, the pellet was dissolved in extraction
buffer based on classic RTPA buffer (25 mM Tris-HCL, 50 mM NaCl, 0.5% deoxycholic acid, 2% Nonidet P-40,
0.2% SDS) supplemented with a protease inhibitors cocktail (cOmplete from Roche) and phosphatases inhibitors
(PhosSTOP from Roche). The lysis was performed on ice during 30 minutes. After sonication, protein concen-
tration was determined by a Lowry-like assay using the DC protein Assay from BioRad. Dosages were performed
according to manufacturer’s specifications. An amount of 20 g of total lysate was loaded onto 12% precasted
MiniPROTEAN® TGX gels (Bio-Rad). Transfer was performed onto 0.22 pm PVDF membranes. After being
blocked in 5% non-fat dried milk dissolved in TBS 1X, membranes were incubated overnight with primary anti-
bodies (see Supplementary Table S4). After three wash steps with TBS, membranes were probed one hour with
appropriate secondary antibodies. Following three new wash steps with TBS, membranes were developed using
the ECL reagent (GE Healthcare) or ECL2 reagent (ThermoScientific) on Fuji Medical X-Ray Films (FujiFilm).

Immunostaining. Cells were fixed for 10 minutes in 4% paraformaldehyde diluted in PBS. After three wash
steps with PBS, cells were permeabilized for 10 min in PBS 1X with Triton™-X100 0.1% and then blocked in
PBS-BSA 1% for 10 minutes. Cells were stained with primary antibodies, diluted in blocking solution, during
2 hours at room temperature. Following three wash steps in PBS, cells were probed with appropriate second-
ary antibodies, coupled to AlexaFluor probes, diluted in blocking solution for 1 hour at room temperature.
Immunofluorescence images were acquired with a Zeiss AxiolmagerZ1 microscope equipped with two coolsnap
cameras. Images were acquired using Metamorph software and analyzed using Image] software.

Statistical analysis. Non parametric Mann Whitney test was performed using GraphPad Prism version 6.00
for Mac (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com) (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
% < 0,0001).

Data availability. The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from
the corresponding author on reasonable request.

Results

Transcriptomic analysis identifies Bmp pathway alterations in Lmna—/~ myeblasts. H-2K
immortalized myoblasts (MB), isolated from Immortomice™ ?>?*, have been previously shown to be a powerful
model combining the ability to obtain a large number of myoblasts and a tight control of their differentiation®.
H-2K myoblasts express a thermosensitive form of SV-40 large T antigen under the control of an IFN~-responsive
promoter. They are kept in proliferation at 33 °C in presence of IFN~ or switched to differentiation into myotubes
at 37°C in absence of [IFN~. Lmna '~ H-2K myoblasts and their wild-type (WT) littermate controls have been
previously obtained by crossing Lmna '~ mice and Immortomice™ ¥,

In order to seek alterations in gene expression induced by Lmna inactivation, we performed a transcriptomic
analysis on Lmna '~ and wild-type H-2K myoblasts (MB). We found 144 downregulated genes and 188 upregu-
lated genes in Lmna~'~ compared to wild-type MB (p-value < 0.05) displaying at least a two-fold change in their
relative expression (Fig. 1A and Supplemental Table §5). ENRICHR**! was used to determine the biological
processes associated to these gene sets. Many down-regulated genes are involved in muscle contraction and sarco-
mere organization as well as in skeletal muscle differentiation (Fig. 1B and Supplemental Table §5). On the other
hand, upregulated genes are related to extracellular matrix organization, apoptosis, cell migration or proliferation
(Fig. 1C and Supplemental Table $6). Clustergramms based on these gene sets allowed us to identify two impair-
ments that belong to the same pathway: Bmp4 gene in the downregulated group and Smadé6 in the upregulated
group (Fig. 1Band C).

Taken together, these results suggest that Bmp pathway, and more particularly Bmp4 and Smad6 gene expres-
sion, could be altered in Lmna~'~ myoblasts.

Loss of Lamin A/C alters Bmp4 secretion but not Bmp receptors expression. According to
the transcriptomic data, Bmp4 expression is decreased by 81% in Lmna '~ myoblasts compared to wild-type
(Supplementary dataset). To validate this result, we measured Bmp4 expression by quantitative PCR and western
blot. We observed a 78% decrease of Bmp4 mRNA level relative to Hprtl expression in Lnmna '~ MB (Fig. 2A).
This decrease was further confirmed with a second pair of primers (data not shown). Unexpectedly, we could not
detect any band corresponding to Bmp4 protein by western blot in proliferating Lmna '~ myoblasts (Fig. 2B),
suggesting that no Bmp4 is produced by them (Fig. 2B). Moreover, the decrease of Bmp4 mRNA level rela-
tive to Hprtl expression was also observed following Lmna knock-down using siRNA in H-2K wild-type MB
(Supplementary Figure S7). Interestingly, at the opposite, Linna overexpression in H-2K Lmna '~ MB is able to
restore Bmp4 expression at levels found in wild-type H-2K MB (Supplementary Figure S8).

Bmp4 binds to type 1 and type 2 transmembrane receptors (respectively BmpR1A, 1B and 2) and activate the
downstream cascade?", In order to further explore the pathway, quantitative PCR and western blots were per-
formed to quantify the expression of Bmp receptors. Both at the transcriptional and at the protein levels, BmpRI1A,
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Figure 1. Transcriptomic analysis of Lmna~'~ versus wild-type H-2K myoblasts expression profiles. (A)
Volcano plot displaying the repartition of up- and down-regulated genes in Lmna '~ H-2K myoblasts compared
to wild-type. Only the genes with a p-value inferior to 0.05 (—log10 p-value superior to 1.3) and at least a
twofold change (log2 fold-change superior to 1) are displayed. (B,C) Clustergramm listing downregulated (B)
and upregulated (C) genes were generated using ENRICHR (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/) to identify
misregulated genes of interest in enriched GO Biological Process 2017 categories.

BmpR1B and BmpR2 expression levels in Lmna null myoblasts are normally expressed in both wild-type and
Lmna '~ cells (Fig. 2C and D) suggesting that these effectors are not affected by Lmnaloss.

Smad6 expression is upregulated in Lmna~/~ myoblasts. The formation of BmpR1 and 2 com-
plexes at the membrane allows the constitutive kinase activity of BmpR2 to phosphorylate BmpR1. After
phosphorylation-mediated activation, BmpR1 phosphorylates the Receptor-regulated Smads (R-Smads): Smad]1,
Smad5 and Smad8 (pSmad1/5/8)*2. Phosphorylated R-Smads form a heteromeric complex either with the
Common mediator Smad (Co-Smad) Smad4 able to translocate into the nucleus in order to activate Smad-target
genes or with Smadé, an Inhibitory Smad (I-Smad), that is retained in the cytoplasm?®**34,

To further explore potential defects in the Bmp4 pathway, expression of R-Smads (i.e. Smad1, 5 and 8),
Co-Smad Smad4 and I-Smad Smadé6 were quantified by quantitative PCR and western-blot (when antibodies
were available). No defect in R-Smads and Smad4 expression, neither at the transcription level nor at the protein
level, could be observed (Fig. 3A and B). However, in line with the transcriptomic data (Fig. 1C), a two-fold
increase in Smadé expression was measured in Lmna '~ compared to wild-type myoblasts. The relative mRNA
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Figure 2. Bmp4 and Bmp receptors (BmpR) expression in Lmna '~ vs wild-type H-2K myoblasts. (A,C)
Expression of Bmp4 (A) and Bmp receptors (BmpRIA, 1B and 2) (C) measured by quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) in wild-type and Lmna '~ H-2K MB. Expression is shown
as mean (£SEM) of at least three biological replicates and two technical replicates. Values are relative expression
normalized to Hprt1 housekeeping gene expression. (B,D) Protein levels of Bmp4 (B) and Bmp receptors (D)
quantified by western blot in Lmna~'~ and wild-type H-2K MB. Protein levels of tubulin in each sample are
provided as normalizer. (*p < 0.05, **p < 0.01, *¥*p < 0.001). Full-length blots are presented in Supplementary
Figure 2.

level is 1.2240.08 in WT H-2K versus 2.22 £0.15 in Lmna~'~ H-2K MB (mean + SEM) (Fig. 3A). This twofold
mRNA level increase translated into an accumulation of Smadé protein was confirmed by western blot (Fig. 3B).

Moreover, the increase of Smad6 mRNA level was also observed following Lmna knock-down using siRNA
in H-2K wild-type MB (Supplementary Figure S7). Interestingly, at the opposite, Lmna overexpression in H-2K
Lmna '~ MB is able to normalize Smad6 expression compared to wild-type H-2K MB (Supplementary Figure $8).

Overexpressed Smadé sequesters pSmad1/5/8 in the cytoplasm. The phosphorylation level of
R-Smads (phosphorylated Smad1/5/8) was determined by western blot. Interestingly, despite the absence of
detectable Bmp4 ligand, the level of phosphorylation of R-Smads is only slightly decreased in H-2K Lmna ™'~ cells
(Fig. 3C). This result suggests a possible compensation by other pathways using the phosphorylation of Smads 1,
5 and 8 as cellular transducers.

The inhibitor Smad6 has been shown to compete with Smad4 to interact with the pSmad1/5/8 complex**
resulting in a Smad6-pSmad1/5/8 complex unable to translocate into the nucleus to activate Smad target genes
transcription. For this reason, the intracellular localization of Smadé and phosphorylated R-Smads were evalu-
ated by immunofluorescence (Fig. 3D). In wild-type myoblasts, pSmad1/5/8 were almost exclusively observed in
the nucleus of H-2K cells whereas only a faint signal corresponding to Smad6 could be detected in the cytoplasm.
In contrast, pSmad1/5/8 were mainly detected in the cytoplasm of Lmna~'~ myoblasts where they tend to colo-
calize with Smad6 dots (Fig. 3D). To better characterize these changes in Smad localizations, the intensity (grey
value) of each labelling was quantified along a line following the cell main axis (Fig. 3E). This confirmed that in
wild-type cells, the labelling (in green) of phosphorylated R-Smads colocalized with the labeling of cell’s nuclei
(DAPI staining in blue). In Lmna '~ myoblasts, phosphorylated R-Smad signals are dispersed throughout the cell
and pSmad1/5/8 and Smadé intensity peaks colocalize (Fig. 3E). These results suggest that Smadé overexpression
leads to a sequestration of Smad6-pSmad1/5/8 complex in the cytoplasm of Lmna '~ myoblasts (Fig. 3D and E).
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Figure 3. Smads expression and intracellular localization. (A) Expression of Smad1, 5, 8, 4 and 6 measured

by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) in wild-type and Lmna~'~ H-2K
MB, at the proliferative stage. Expression is shown as mean (-=SEM) of at least three biological replicates and
two technical replicates. Values are relative expression normalized on Hprt1 housekeeping gene expression. (B)
Protein levels of Smad1, Smad4 and Smad6 quantified by western blot in Lmna~'~ H-2K MB versus wild-type,
at the proliferative stage. (C) Phosphorylation levels of total Smad1/5/8 measured by western blot. (B,C) Protein
levels of tubulin in each sample are provided as normalizer. (D) Immunofluorescence assay in wild type and
Lmna~'~ H-2K MB, at the proliferative stage, showing the intracellular localization of phosphorylated R-Smad
and Smadé. Scale bar: 10 um. (E) Intensity plots of each dye along the yellow line shown in (D). (*p < 0.05,

*%p <0.01, ¥¥¥p < 0.001). Full-length blots are presented in Supplementary Figure 3.
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Altered Bmp4 pathway leads to accelerated muscle differentiation.  After translocation into the
nucleus, the Smad4-pSmad1/5/8 complex is able to induce the transcription of target genes such as Id1 and Id2
(for Inhibitor of differentiation/DNA Binding)***. These proteins bind to ubiquitous E-proteins to form inactive
heterodimers, When associated with Id proteins, E-proteins cannot bind and activate muscle-specific transcrip-
tion factors such as MyoD1, blocking muscle differentiation”. Consequently, Id proteins expression prevents pre-
mature activation of differentiation factors. In skeletal muscle, Bmp pathway has been shown to promote muscle
progenitors expansion and prevent premature muscle differentiation””.

To evaluate if Bmp4 downregulation and Smadé6 overexpression could affect Lmna~'~ myoblasts differentia-
tion, Lmna '~ vs wild-type H-2K cells were fixed and immunolabelled for Myosin Heavy Chain (MyHC, MF-20),
a marker of differentiation, forty-eight hours after switching in differentiation conditions.

Phase-contrast photographs and immunofluorescences (Fig. 4A) revealed accelerated differentiation in H-2K
Lmna~'~ myotubes compared to wild-type. H-2K Lmna~'~ myotubes (MT) appeared longer but thinner than
wild-type. The differentiation index (DI), i.e. the percentage of nuclei in MyHC positive myotubes, was calculated
for both conditions and this index is significantly increased in H-2K Lmna~'~ MT: after forty-eight hours in
differentiation medium, 79% (DI= 79 - 2) of nuclei were included in a MT (MyHC positive cells) in the Lmna
condition versus 44% in the control condition (DI = 44 + 5) (Fig. 4B).

In order to better characterize this anticipated differentiation process, the expression of Myogenin, a crucial
muscle-specific transcription factor, was measured at both the transcriptional and protein levels during differenti-
ation. Whereas Myogenin mRNA only started to be expressed in wild-type myoblasts after 12 hours of differentia-
tion, it could already be detected in proliferating and early differentiating (6 hours) Lmna~'~ H-2K cells (Fig. 4C).
Myog expression reached a plateau after 24 hours in Lmna-null muscle cells while it still increased in wild-type
cells after 48 hours. This precocious expression could also be observed at the protein level where Myogenin was
already detectable after 12 hours of differentiation in mutated versus 18 hours in wild-type myoblasts (Fig. 4D).
Interestingly, although Myog appeared earlier, its expression did not increase with differentiation and remained
low compared to WT by 48 hours.

Altered Myog expression correlated with the decrease of IdI and Id2 expression, target genes of the Bmp4
pathway, in Lmna '~ H-2K cells compared to wild-types during differentiation (Fig. 4E and F). Id1 expression was
already reduced by 50% in proliferating Lmna~'~ myoblasts and about 70 to 80% during differentiation (Fig. 4E).
Id2 expression was not affected in proliferating myoblasts but immediately declined upon differentiation (Fig. 4F).

Taken together, these results demonstrate that Lmna '~ H-2K myoblasts differentiate prematurely and that
could be due to Bmp pathway alterations through Id1 and Id2 misregulation.

Recombinant murine Bmp# treatment maintains wild-type MB in proliferation but cannot pre-
vent Lmna—'~ myoblasts differentiation. As Bmp receptors were normally expressed in Lmna '~ myo-
blasts, we tested whether they could respond to Bmp4 addition.

To determine the best concentration of recombinant Bmp4 to be used, a dose-response experiment was per-
formed in wild-type H-2K MB (Fig. 5A). Increasing concentrations of recombinant Bmp4 induced an increase of
R-Smads phosphorylation reaching a maximum level at the concentration of 100 ng/mL. Thus, this concentration
has been used for all further experiments.

To evaluate if the addition of Bmp4 could rescue the premature muscle differentiation in Lmna '~ H-2K
MB, myoblasts were treated with recombinant Bmp4 (100 ng/mL) during 24 hours and then placed into differ-
entiation medium during 48 hours without Bmp4. Cells were fixed, and immunolabelled for MyHC (in green)
and DAPI (in blue) (Fig. 5B). Differentiation indexes were calculated for each condition (Fig. 5C). In wild-type
myoblasts, the differentiation index decreased of 25% (from DI =44 =+ 5 in “vehicle condition” to DI=33+3 in
“Bmp4-treated cells”), confirming that Bmp addition reduces myogenic differentiation. In mutated myoblasts,
differentiation index only decreased of 14% (from DI =79 + 2 in the “vehicle condition” to DI =68+ 2 in the
“Bmp4-treated cells”) and was still twice higher than in wild-type cells suggesting that Lmna null myoblasts can-
not fully respond to Bmp4 and that the Bmp pathway may be blocked by a downstream effector.

Smadé6 inactivation is sufficient to prevent Lmna—/~ myoblasts premature differentiation
and to restore their response to Bmp4. Based on the previous observation on Bmp4, we tried to res-
cue Lmna '~ premature differentiation by modulating the pathway with small interfering RNA against Smadé
(SiSmad6). Smad6 expression decreased of about 75% in presence of SiSmadé, both at the RNA (Fig. 6A) and
protein (Fig. 6B) levels, in wild-type and Lmna '~ H-2K cells.

As previously, proliferating H-2K myoblasts were incubated during 24 hours with SiSmadé (or a control
siRNA) in combination with recombinant Bmp4 (or its vehicle) and then switched to differentiation without any
treatment. After 48 hours of differentiation, cells were fixed and immunolabelled for MyHC (Fig. 6C) to calculate
a differentiation index (DI) in each condition (Fig. 6D).

As before, Bmp4 addition significantly reduced (—45%) the differentiation index in wild-type myoblasts (from
28% + 3 to 15% + 2). At the opposite, Smadé6 inactivation slightly increased the DI, although not significantly, (DI
with SiSmadé: 36 = 3). But the addition of Bmp4, even in presence of SiSmadé, lead to a reduced DI comparable
to the one measured with Bmp4 without SiSmad6 (DI: 17 4 3, —39% compared to SiSmad6 only). These results
confirm that, in wild-type cells, Bmp4 acts as a repressor of muscle differentiation whereas Smad6 promotes it.

As expected and previously described in Fig. 5, Bmp4 addition (with control SiRNA) had not effect on
Lmna~'~ H-2K differentiation. With or without Bmp4, the differentiation index was similar around 50% (+2 or
+3 respectively) and significantly higher than untreated (SiRNA control + vehicle) wild-type cells (DI: 28 + 3),
showing, once again, that Lmna-null myoblasts differentiate prematurely and do not respond to Bmp4. However,
Smadé down-regulation in Lmna~'~ myoblasts lead to a reduced differentiation index (—41%, DI: 30 + 2) com-
parable to the untreated wild-type cells (Fig. 6D) and to the formation of large myotubes (Fig. 6C) suggesting that
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Figure4. Lmna '~ myoblasts premature differentiation. (A) Phase-contrast photographs and immunofluorescence
labelling of MyHC (in green) and DAPI (in blue) of wild-type and Lmna~'~ H-2K MB in proliferation and after 48
hours of differentiation. Scale bar: 400 um for proliferation and 200 um for differentiation. (B) Quantification of
the differentiation index (percentage of nuclei in MyHC positive cells) in wild-type and Lmna~'~ H-2K myotubes
after 48 hours of differentiation. (C,D) Expression of Myogenin measured by quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (qQRT-PCR) (C) and western blot (D) in wild-type and Lmna '~ proliferating myoblasts
(P, Proliferation) and during muscle differentiation (from 6 hours to 48 hours of differentiation). (E,F) Expression
of Id1 (E) and Id2 (F) measured by qRT-PCR in wild-type and Lmna '~ proliferating myoblasts (P, Proliferation)
and during muscle differentiation (from 6 hours to 48 hours of differentiation). Expression is shown as mean

(+ SEM) of biological replicates (n = 4). Values are relative expression normalized on Hprt1 housekeeping gene
expression. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ***¥p < 0.0001). Full-length blots are presented in Supplementary
Figure 4.
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Figure 5. Wild-type and Lmna~'~ myoblasts response to recombinant Bmp4 addition. (A) Dose-response to
recombinant Bmp4 treatment in wild-type H-2K MB measured by R-Smad phosphorylation. (B,C) Wild-type
or Lmna~'~ myoblasts were first incubated during 24 hours in proliferation medium complemented with vehicle
(Vh) or recombinant mouse Bmp4 (100 ng/mL) and then switched in differentiation conditions for 48 hours.
(B) Immunofluorescence labelling of treated wild-type and Lmna~'~ H-2K MT after 48 hours of differentiation.
Muscle nuclei were stained with DAPI (in blue) and differentiated myotubes were stained with MyHC antibody
(in green). (C) Differentiation indexes (percentage of nuclei in MyHC positive cells) quantified in treated wild-
type and Lmna '~ H-2K. (*p <0.05, *#p < 0.01, *#*p < 0.001, ***%p < 0.0001). Full-length blots are presented
in Supplementary Figure 5.

anormal differentiation is restored by Smad6 removal. Moreover, Lmna '~ myoblasts treated with both SiSmadé
and Bmp4 showed a differentiation index of 19% (+1), significantly inferior to Smad6 knock-down only but com-
parable to wild-type Bmp4-treated cells demonstrating that Smadé knock-down fully restored the Bmp pathway
and response to Bmp4 addition in Lmna~'~ myoblasts.

These results demonstrate that Smad6 overexpression is responsible for Lmna~'~ premature differentiation
and that timely differentiation can be restored by Smad6 knock-down.
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Figure 6. Precocious differentiation rescue in Lmna '~ MB by Smadé6 inactivation. (A) Quantification of
Smad6 expression by RT-qPCR in presence of scramble siRNA (SiCtrl) or a SiRNA against Smad6. Values are
relative expression normalized on Hprt1 housekeeping gene expression. (B) Smadé protein levels quantified

by western blot in presence of SiCtrl or SiSmad6. Tubulin expression levels are provided as normalizer. (C)
Immunofluorescence assay showing MyHC (in green) and DAPI (in blue) of wild-type and Lmna '~ H-2K
myotubes after 24 hours of treatment with Smad6-SiRNA (or SiCtrl) and recombinant Bmp4 (100ng/mL)

(or vehicle) followed by 48 hours of differentiation. Scale bar: 200 pm. (D) Differentiation index (percentage

of nuclei in MyHC positive cells) for each condition showing that the double treatment by Smad6-SiRNA

and recombinant Bmp4 in Lmna~'~ H-2K MB is able to rescue the phenotype and to prevent the observed
premature differentiation. At least 350 nuclei per conditions were analyzed. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
#¥4%p < 0.0001). Full-length blots are presented in Supplementary Figure 6.

BMP4 pathway is also altered in human LMNA*/~ mutated myoblasts. We sought to verify that
BMP4 pathway alterations were also relevant for the human pathology. Hence, the main defects observed in
murine Lmna '~ myoblasts were probed in human myoblasts from patient carriers of different LMNA mutations.
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Three already reported mutations were tested: two missense mutations and an in-frame deletion reported in
a typical EDMD family (p.H222P)*, and in patients with severe EDMD (p.K32del) or L-CMD (p.K32del and
p.L380S)*"'. An additional mutation, not already reported in GnomAD consortium, was also tested. The patient
is heterozygous for a nonsense mutation (NM_170707.2: ¢.928C>T), p.Q310%, located in exon 5 of LMNA
gene. This 41-year old man suffered from cardiomyopathy associating sinus bradycardia, atrio-ventricular
block and ventricular arrhythmia. This cardiac phenotype led to the implantation of a pacemaker. The patient
suffered also from a myopathy associating widespread muscle pain, walking difficulties and chronic tiredness.
Moving from a squat position to standing was difficult. Electromyogram argued in favor of muscular damages
(Supplementary Table S1). The LMNA identified mutation leads to LMNA haploinsufficiency (Fig. 7A and B).
LMNA mRNA expression was reduced of 49% (Fig. 7A) and correlated with a decrease of lamin A protein
(Fig. 7B) in LMNA*/@31%" myoblasts compared to myoblasts from an age- and gender-matched healthy control
subject (45-year old man, ref Y327 M01).

BMP4 expression was quantified in the LMNA mutated-patients and healthy control myoblasts. Surprisingly,
BMP4 mRNA expression was four times higher in LMNA*/@1"" MB compared to control myoblasts (1.12 £0.03
in control MB versus 4.6 +-0.24 in LMNA /1% MB, mean +/— SEM) (Fig. 7C). However, at the protein level,
a decrease of BMP4 expression was observed (Fig. 7D) suggesting that LMNA mutation also affects BMP4
protein stability_ In other patient myoblasts, BMP4 mRNA expression levels were variable but a]ways altered
(Supplementary Figure $9).

SMAD6 mRNA was also found to be overexpressed in LMNA*/®1" myoblasts (1.06 £ 0.06 in control MB
versus 3.07 +/—0.24 in LMNA*/®1%* MB, mean + SEM) although no difference in other SMAD (i.e. SMADI and
SMAD4) expression was found (Fig. 7E). SMADG overexpression in LMNA™/?%1%" myoblasts was confirmed at
the protein level by western-blot (Fig. 7F). In other patient myoblasts, SMAD6 mRNA expression was increased
in LMNA*/PK32de and L MNA*/P13305 myoblasts but not in LMNA*/122" myoblasts (Supplementary Figure $9).

Finally, to determine if the molecular mechanism of the pathway impairments were comparable between
H-2K and human myoblasts, an immunofluorescence to localize pSMAD1/5/8 and SMAD6 was performed in
LMNA*+/@1%" myoblasts. As in Lmna~'~ H-2K myoblasts, the overexpression of SMAD6 in LMNA @1 human
myoblasts was responsible for a partial sequestration of phosphorylated R-SMADs in the cytoplasm (Fig. 7H).
The quantification of grey levels of each labelling confirmed that, in myoblasts from the healthy control, phos-
phorylated R-SMAD:s (in green) were accumulated in the cells nuclei (DAPI staining in blue) whereas, in affected
myoblasts, phosphorylated R-SMADs were diffuse in both the cytoplasm and nucleus of the cell, partially colo-
calizing with overexpressed SMADG6 dots (Fig. 71). Finally, a premature expression of myogenin was found in
proliferative LMNA*/@?" human myoblasts compared to those from the healthy control (Fig. 7G).

Altogether, these results demonstrate that the BMP4 pathway is impaired simultaneously in human myo-
blasts mutated for the LMNA gene and in murine Lmna~'~ myoblasts. In Limna~'~ myoblasts, this impairment is
responsible for an accelerated differentiation phenotype and Smad6 inactivation is sufficient to restore a normal
response to recombinant Bmp4 and a timely differentiation.

Discussion

Nuclear lamins play a crucial role in insuring the integrity of the nuclear envelope and the organization of
chromatin regulating gene expression processes. LMNA mutations have been associated with several human
pathologies, generally only affecting one or few tissues, suggesting that each particular mutation could alter the
interaction between lamins A/C and tissue-specific partners*’. Importantly, more than 80% of currently known
mutations lead to skeletal muscle defects’. Lamins A/C have been shown to be necessary for proper muscle dif-
ferentiation®. Primary Lmna-null myoblasts displayed impaired expression of muscle differentiation regulators
such as MyoD1, pRB and Desmin and altered differentiation potential. However, it was suggested that the culture
conditions required by primary myoblasts, based on FGF complementation, could interfere with the pathological
phenotype and limit the identification of the altered signaling pathways in Lmna-null myoblasts®. To avoid the
issues linked to primary cells culture and to tightly control the proliferation/differentiation transition, we used a
previously described model of conditionally immortalized murine myoblasts, the H-2K cell lines, to identify and
dissect new potentially altered signaling pathways in LMNA-mutated myoblasts'®.

Our results reinforce the central role of muscle stem cells, so called satellite cells, in the muscular forms of
laminopathies by showing Lmna~'~ H-2K myoblasts precocious differentiation due to the alteration of a crucial
signaling pathway implicated in the maintenance of stem cells proliferation and the prevention of premature
differentiation: the BMP4 pathway. They also identify Smad6 overexpression as the main defect of this pathway
as siRNA-mediated Smadé6 inactivation restored Lmna~'~ myoblasts response to Bmp4 and timely differentia-
tion. Finally, these defects were also observed in human primary myoblasts from patients carrying heterozygous
LMNA mutations, suggesting that BMP4 pathway alterations are relevant in human muscular laminopathies.

Our results on the consequence of BMP4 pathway alterations in LMNA-mutated myoblasts are consistent
with recent data showing that BMP4 pathway is crucial for preventing premature myogenic differentiation®” and
for the induction* and the formation of myotubes**. BMP4 pathway is known to be important in vivo for mus-
cle mass control: its inhibition is responsible for muscle atrophy and can abolish the hypertrophy observed in
myostatin-deficient mice?®4%. Moreover, BMPRII receptor has been shown to be enriched at the neuromuscular
junction (NM]) in drosophila* and BMP pathway to be crucial for the differentiation of motor neurons and
the successful assembly of NMJ*. Finally, BMP pathway is known to be important for heart embryogenesis and
morphogenesis**™. Interestingly, LMNA mutations have been associated, both in mice and humans, with muscle
wasting™, dysfunctional neuromuscular junctions” and dilated cardiomyopathy with conduction defects®**. In
this context, exploration and in vivo modulation of the BMP pathway could represent an interesting approach to
rescue the muscle and cardiac phenotypes observed in Lmna**-!! mice and LMNA-mutated patients.
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Figure 7. Impaired BMP4 pathway in Human myoblasts carrying a non-sense mutation (LMNA p.Q310%).
(A,C.E) Expression of LMNA, BMP4, SMAD1, SMAD4 and SMAD6 measured by quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) in MB from a healthy control and LMNA p.Q310*

carrier. Expression is shown as mean of biological replicates (n = 2). Values are relative expression normalized
on HPRT housekeeping gene expression. (B,D,F,G) Protein levels of Lamins A and C, BMP4, SMAD6 and
Myogenin quantified by western blot in MB from control and patient. Tubulin expression levels are provided as
normalizer. (H) Immunofluorescence assay in wild type and mutated MB showing the intracellular localization
of phosphorylated R-SMADs and SMADG6. Scale bar: 10 um. (I) Intensity plots of each dye along the line shown
in (C). Full-length blots are presented in Supplementary Figure 7.
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By competing with SMADA4 to interact with phosphorylated R-SMADs, SMADG6, has an inhibitory role on the
BMP pathway and avoids the expression of target genes such as IDI and ID2*. SMADs are common intracellular
transducers in at least two distinct activation pathways: the BMP4 pathway and the TGF3 pathway'®. Alterations
of the TGF3 pathway have been previously described in the same model of conditionally immortalized Lmna
myoblasts. In this study, increased nuclear levels of Smad2/3 have been observed in Lmna '~ H-2K MBs. This
TGEFB pathway alteration was responsible for a delayed activation of the satellite cell. Interestingly, TGF3 pathway
is relatively close to BMP4 pathway. SMAD2 and SMAD3, phosphorylated in response to the binding of a ligand
to its receptor, are able to bind SMAD4 to translocate into the nucleus in order to activate target genes expres-
sion***. In a similar way, SMAD?7, but not SMADG, is able to compete with SMAD4 to avoid SMAD?2/3 intranu-
clear translocation®~*°. In our study, the overexpression of SMAD6 found both at the transcript and at the protein
level is the determinant alteration of the BMP4 pathway. Moreover, a slight increase in Smad4 expression was
observed in Linna~'~ H-2K MBs (Fig. 3A and B)'®. One could postulate that the competition between Smad6 and
Smad4 to interact with pSmad1/5/8 would lead to an increased availability of Smad4 to interact with pSmad2/3.
As a consequence, modulating Smadé expression would indirectly affect the TGF3 pathway by increasing the
intranuclear translocation of Smad4-pSmad2/3 complexes. The overexpression of SMAD6 would then be respon-
sible for an impaired proliferation and a precocious differentiation due to an imbalance between BMP4 and TGF3
pathways, Recently, a similar balance between BMP and TGFf3 pathways has been described as a key regulator
of muscle mass™. Using AAV-mediated codelivery of activin and myostatin inhibitors, the authors induced a
complete inhibition of pSMAD2/3 pathway and an activation of the pSMAD1/5/8 axis leading to a hypertrophy
mediated by both an increased protein synthesis and a decreased ubiquitin-dependent protein degradation. It
was consistent with the fact that, at the opposite, genetic disruption of Smad?7 lead to skeletal muscle growth and
regeneration impairment™®.

The way lamins A/C could regulate Bmp4 and Smad6 expression is currently unclear. Of note, in Lmna '~
myoblasts, the expression and the localization of other lamins such as lamin B1 is not affected (Supplementary
Figures $10 and S11). Amongst the different hypotheses proposed to explain how ubiquitous lamin mutations
could affect muscle tissue is the “structural hypothesis”. This hypothesis postulates that the loss of structural
functions of lamins A/C is responsible for a higher cellular susceptibility to suffer from mechanical damages™.
This hypothesis is supported by evidences on abnormal LMNA-mutated myoblasts alignment in a soft-gel matrix
associated with an enhance activation of the yes-associated protein (YAP) signaling'”. Data in human mesenchy-
mal stem cells (MSC) and chondrogenesis show that YAP activity is responsible for a decrease in R-SMADs phos-
phorylation and expression of ID1 and ID2%. Moreover, YAP signaling has been shown to enhance the nuclear
localization of phosphorylated SMAD2/3, molecular transducers of the TGF( pathway®. Altogether, these results
suggest that the higher susceptibility to mechanical damages and impaired mechanotransduction could be linked
to BMP4 pathway impairments.

In all cases, a recent study investigating the impact of different LMNA mutations on MSC differentiation
capabilities found that BMP4 expression is often altered in these contexts. Interestingly, depending on the LMNA
mutation, BMP4 expression could be either stimulated or repressed on a case-by-case basis®’. We also had the
opportunity to test if our key results could be reproduced in human myoblasts from patients carrying LMNA
mutations. We confirmed that BMP4 and SMAD6 expression are dysregulated in mutated patient myoblasts. In
LMNA*'®1%" myoblasts, these impairments lead to a partial sequestration of phosphorylated R-SMADs in the
cytoplasm. Unexpectedly, we found BMP4 RNA expression to be increased in patient cells whereas the BMP4
protein level was reduced, suggesting a potential post-transcriptional regulation or an impaired protein stabil-
ity in LMNA*/®1%" myoblasts. This observation was in line with the absence of detection of Bmp4 protein in
Lmna ™'~ H-2K myoblasts.

The major specific role of BMP pathway in the maintenance of an adult satellite cell pool has been recently
demonstrated. More particularly, the authors showed that the SMAD6 overexpression is capable of inhibiting
satellite cell-dependent postnatal muscle growth and the generation of an adult satellite cell pool®. Based on
these observations and our results, inactivation of SMAD®6 expression appears as a potential therapeutic target
to modulate the balance between BMP4 and TGF3 pathways. This could rescue satellite cells proliferation and
differentiation, prevent satellite cells exhaustion and, more largely, improve the muscle phenotype observed in
striated muscle laminopathies.

Taken together, these results provide a new insight into the pathophysiological mechanism underlying skeletal
muscles and muscle stem cells defects in striated muscle laminopathies.
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1 Résumé des résultats

La lamina nucléaire joue un réle crucial dans le maintien de I'intégrité de 'enveloppe
nucléaire, dans I'organisation de la chromatine et dans la régulation de I’expression des
genes. Les mutations dans le gene LMNA ont été associées a de nombreuses pathologies
humaines affectant généralement un ou plusieurs tissus et la corrélation entre le
génotype et le phénotype demeure obscur. Ceci suggere donc que chacun des variants
pathogenes décrits altere l'interaction entre les lamines A/C et des partenaires tissus-
spécifiques (369). De plus, plus de 80% des mutations actuellement décrites sont
associées a des défauts musculaires (370) et les lamines A/C jouent un role central dans

la mise en place d’'une différenciation musculaire efficace (265).

Il a été décrit que des myoblastes primaires murins inactivés pour le gene Lmna
présentaient une altération de I'expression de régulateurs cruciaux de la différenciation
musculaire tels que MyoD1, pRB et desmine et donc un potentiel de différenciation
musculaire diminué. Cependant, l'utilisation de ce modele de myoblastes primaires ainsi
que les conditions de cultures permettant leur prolifération avec des milieux
complémentés en FGF notamment pouvait modifier le phénotype pathologique observé et
ainsi limiter la mise en évidence d’altération de voies de signalisation cruciales pour la

différenciation musculaire (265).

Pour éviter ces limitations liées a l'utilisation de cultures de cellules primaires mais
également afin de finement controler la transition de la prolifération cellulaire a la
différenciation musculaire, nous avons utilisé un modele précédemment décrit de
myoblastes murins conditionnellement immortalisés, les cellules H-2K, afin d’identifier de
nouvelles voies de signalisation potentiellement altérées chez les myoblastes inactivés

pour le géne Lmna (205).

Nos résultats renforcent donc le role central des cellules souches musculaires dans le
meécanisme physiopathologique conduisant aux formes musculaires de laminopathies
puisque nous montrons une différenciation prématurée des myoblastes H-2K Lmna-/- liée
a l'altération d’'une voie de signalisation cruciale impliquée dans le maintien de la

prolifération des cellules souches et dans la prévention d’'une différenciation précoce : la
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voie BMP4. Nous avons également pu montrer que le principal défaut de cette voie dans
les myoblastes H-2K Lmna~/- est une surexpression du Smad inhibiteur, Smad6, puisque
des expériences d’ARN interférents visant a diminuer son expression est a méme de
rétablir une réponse a l'ajout de Bmp4 recombinant dans le milieu et de restaurer une

cinétique de différenciation correcte.

Enfin, ces défauts ont également pu étre mis en évidence dans des myoblastes
primaires humains obtenus apres biopsie musculaire de patients porteurs de mutations
du gene LMNA a 1'état hétérozygote. Nous avons d’abord eu l'opportunité de tester la
reproductibilité de nos résultats dans des myoblastes humains obtenus a partir d’'une
biopsie musculaire chez un patient porteur d'une mutation non-sens a I'état hétérozygote
localisée dans I'’exon 5 du gene LMNA (NM_170707.2:c.928C>T, p.Arg310Stop) conduisant
a une haploinsuffisance. Ce patient de 41 ans souffre d’'une cardiomyopathie dilatée
associée a une bradycardie sinusale, un bloc auriculo-ventriculaire et une arythmie
ventriculaire nécessitant I'implantation d’'un pacemaker. Ce phénotype cardiaque est
associé a un phénotype musculaire combinant des douleurs musculaires diffuses, des
difficultés de locomotion, une fatigue chronique avec un électromyogramme en faveur
d’une atteinte musculaire. Nous avons confirmé une légere diminution de I'expression de
BMP4 au niveau protéique, associée a une nette surexpression de I'inhibiteur SMAD6. De
facon intéressante, une séquestration cytoplasmique partielle des formes phosphorylées

des SMADs 1, 5 et 8 a pu étre mise en évidence par immunofluorescence.

Nous avons ensuite eu acces, grace a la collaboration avec I'équipe de Gisele Bonne, a
des myoblastes humains porteurs de différentes mutations du gene LMNA a l'état
hétérozygote. Cinq patients et un controle ont ainsi pu étre testés (cf. Annexe 4) :

- Deux patients porteurs d'une délétion d'un acide aminé a I'état hétérozygote,
respectant ainsi le cadre de lecture : la mutation p.Lys32del. Cette délétion a été
précédemment décrite dans la littérature. Ces deux patients souffrent soit d’'une
dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss sévere soit d'une dystrophie musculaire
congénitale ;

- Un patient porteur de la variation pathogéne faux-sensa 1'état hétérozygote :
p.Leu380Ser. Cette variation a été précédemment décrite dans la littérature chez

un patient souffrant de dystrophie musculaire congénitale ;
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- Un patient porteur de la variation pathogéne faux-sens a I’état hétérozygote :
p.His222Pro. Cette variation a été précédemment décrite dans la littérature chez

une famille souffrant d’une dystrophie musculaire d’Emery-Dreifuss typique.

Pour ces derniers, 'expression de BMP4 est variable mais toujours altérée alors que
I'expression de SMADG6 était augmentée dans le cas des myoblastes LMNA*/p-Lys32del et
LMNA-+*/pLeu3B0Ser mais normale dans le cas des myoblates LMNA*/pHis222Pro_ Ces résultats
sont cohérents avec une étude récente qui étudiait I'impact de différentes mutations du
gene LMNA sur les capacités de différenciation de cellules souches mésenchymateuses.
Dans cette étude, seule 'expression de BMP4 au niveau transcriptonnel a été étudiée. Les
auteurs ont montré que l'expression de BMP4 pouvait étre soit augmentée soit réprimée
selon la mutation LMNA étudiée (371). De plus, grace aux résultats obtenus chez les deux
patients porteurs de la variation pathogéne p.His222Pro nous pouvons voir que
I'expression de BMP4, au moins au niveau transcriptionnel, est variable pour une méme
mutation puisque qu’elle soit augmentée soit diminuée en fonction du patient considéré.
Ceci suggere alors que les altérations de la voie de signalisation BMP4 sont également une
piste intéressante dans le mécanisme physiopathologique conduisant aux formes
humaines de laminopathies musculaires. Ces altérations sont également une piste
intéressante pour expliquer les différences d’expressivité entre différents patients

porteurs d’'une méme variation pathogene.
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2 Limites de I’étude

L’utilisation du modele de myoblastes murins conditionnellement immortalisés
permet de résoudre certains problemes techniques liés a l'utilisation de myoblastes
primaires en termes de quantité disponible, de difficultés de synchronisation entre
différents clones et de culture dans des milieux supplémentés en certains facteurs de
croissance tels que le FGF. Cependant, 'immortalisation conditionnelle de ces myoblastes
H-2K repose sur la production de l'antigene thermosensible large T de SV40 sous le
controle du promoteur H-2K sensible a l'interféron y. Ainsi, pour permettre leur
prolifération, les cellules H-2K sont cultivées a +33°C dans un milieu supplémenté en
interféron y. Cette supplémentation présente donc potentiellement les mémes
inconvénients que la supplémentation utilisée pour les myoblastes primaires et peut donc
modifier les résultats obtenus. Afin de s’assurer de 'absence d’effet de la supplémentation
en interféron y sur nos résultats, nous avons étudié le niveau d’expression au niveau
transcriptionel de nos genes d’intérét ainsi que la localisation cellulaire de SMADG6 et des
formes phosphorylées des SMADs 1, 5 et 8 dans des C2C12 traitées par l'interféron vy et
cultivées a +33°C comparées a des cellules C2C12 cultivées dans les conditions

habituelles. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence (cf. Annexes 1 a 3).

3 Lerodle de la voie BMP dans ’homéostasie musculaire squelettique et cardiaque

Nos résultats sur les conséquences de l'altération de la voie de signalisation BMP4
chez des myoblastes mutés ou inactivés pour le gene LMNA sont cohérents avec les
données récentes montrant le role crucial de la voie de signalisation BMP4 dans la
prévention d’une différenciation myogénique prématurée (359) et dans I'induction (372)

et la formation des myotubes (373).

De plus, la voie BMP4 est connue pour étre importante in vivo pour le maintien de la
masse musculaire : son inhibition est responsable d’'une atrophie musculaire et peut
empécher 'hypertrophie observée chez des souris déficientes en myostatine (368)(374).
Enfin, chez la drosophile, un enrichissement en récepteur de type BMPRII au niveau de la

jonction neuromusculaire (NM] pour « Neuromuscular Junction ») (375) a pu étre mis en
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évidence et le role important de la voie BMP dans la différenciation des motoneurones et
dans I'assemblage correct de la NM] ont été décrits (376).
Enfin, la voie BMP est également connue pour jouer un role important dans

I'embryogénese cardiaque et dans la morphogénese (377)(378).

Ces données sont finalement cohérentes avec les phénotypes décrits causés par des
mutations dans le gene LMNA chez I'homme et la souris puisqu’on retrouve une perte
musculaire (241), un défaut de fonctionnement de la jonction neuromusculaire (379) et
une cardiomyopathie dilatée associée a des troubles de la conduction (380)(381). Dans ce
contexte, 'exploration et la modulation in vivo de la voie BMP4 semble étre une approche
intéressante pour traiter les phénotypes musculaires et cardiaques observés chez les
souris inactivées pour le géne Lmna mais surtout chez les patients porteurs d’une

mutation du géne LMNA.

4 Les protéines SMADs au croisement des voies de signalisation BMP et TGFf3

De par sa capacité a entrer en compétition avec le Co-SMAD, SMAD4, dans
'interaction avec les formes phosphorylées des SMADs 1, 5 et 8, SMADG6 joue le role
d’inhibiteur des voies de signalisation BMP et évite ainsi I'expression des genes cibles de

la voie tels que ID1 et ID2 (345).

Cependant, les SMADs sont des molécules intracellulaires de transduction d’'un
signal extracellulaire commun a au moins deux voies de signalisation distinctes, bien que
complémentaires : les voies BMP4 et les voies TGFB (205). L’altération de la voie de
signalisation TGFf a été précédemment décrite en utilisant le méme modele que celui
utilisé dans nos travaux: les myoblastes H-2K Lmna”/-. Dans cette étude, une
augmentation de la translocation nucléaire des SMADs 2 et 3 a pu étre mise en évidence et
ceci est associé a une activation retardée des cellules satellites. De facon tres intéressante
et comme nous l'avons décrit plus haut, la voie TGFp est relativement proche de la voie
BMP4 puisque les SMADs 2 et 3 vont étre phosphorylés en réponse a la liaison du ligand a
son récepteur et les formes phosphorylées des SMADs 2 et 3 vont pouvoir se lier au

SMAD4 pour transloquer dans le noyau et activer la transcription de génes cibles
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(286,287). Autre point de comparaison, SMAD7, et non pas SMADG, a la capacité d’entrer
en compétition avec les formes phosphorylées des SMADs 2 et 3 et d’empécher leur

translocation nucléaire (341)(340)(382).

Dans notre étude, I'augmentation de l'expression de SMAD6 est l'altération
principalement identifiée au sein de la voie de signalisation BMP4 mais une légere
augmentation de I'expression de SMAD4 a pu également étre observée dans le modeéle de
myoblastes H-2K Lmna/- (205). Nous pouvons donc penser que l'augmentation de
I'expression de SMADG6 associée a la compétition entre SMAD6 et SMAD4 pour interagir
avec les formes phosphorylées des SMADs 1, 5 et 8 résultent d’'une augmentation de la
disponibilité de SMAD4 pour interagir avec les formes phosphorylées des SMADs 2 et 3.
Par conséquence, moduler I'expression de SMAD6 pourrait indirectement affecter la voie
de signalisation TGFp en augmentation la translocation nucléaire du complexe SMAD4-
pSMAD2/3. La surexpression de SMAD6 observée pourrait donc étre responsable de
'altération de la prolifération et de la différenciation prématurée des myoblastes Lmna-/-

en déséquilibrant la balance entre les voies de signalisation BMP4 et TGFp.

Récemment, cette balance entre les voies de signalisation BMP4 et TGFf} a été décrite
comme un régulateur centrale de la masse musculaire (383). Grace a la co-expression
d’activine et d’inhibiteurs de la myostatine par infection par des AAV modifiés, les auteurs
ont réussi a induire une inhibition compléte de la voie des pSMAD2/3 et une activation de
la voie des pSMAD1/5/8 conduisant ainsi une hypertrophie musculaire médiée a la fois
par une augmentation de la synthese protéique mais également par une diminution de la
dégradation des protéines par la voie ubiquitine-protéasome. Ceci est cohérent avec le fait
que des mutations sur Smad7 soient responsable d'une altération des capacités de

régénération et de croissance musculaire (384).

Enfin, comme nous avons pu le montrer dans notre étude, malgré I'absence de
détection d'une sécrétion du ligand Bmp4 au niveau protéique dans notre modele de
myoblastes H-2K inactivés pour le gene Lmna-/-, la phosphorylation des Smads 1, 5 et 8
n'est que légérement diminuée comparée aux myoblastes H-2K sauvages lors de leur

prolifération. Ces résultats suggerent alors une compensation possible entre différentes
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voies de signalisation utilisant la phosphorylation des protéines SMADs comme

messagers intracellulaire.

5 De lalamina nucléaire aux altérations de la voie BMP

La fagcon dont les lamines A/C peuvent réguler l'expression de Bmp4 et de Smad6
reste cependant obscure, sachant que dans notre modele de myoblastes H-2K Lmna/,
I'expression de la lamine B1 n’est pas affectée ni du point de vue quantitatif ni du point de

vue de sa localisation.

Parmi les hypotheses habituellement proposées pour expliquer comment des
mutations au sein d’'une protéine ubiquitaire comme la lamine peut conduire a des
pathologies n’affectant qu’un seul tissu comme le muscle, on trouve I'’hypothése qualifiée
de «structurale ». Cette hypothese propose que la perte de la fonction structurale de
maintien de I'architecture nucléaire des lamines A/C est responsable d’'une plus grande
susceptibilité cellulaire aux dommages mécaniques (384). Comme nous avons pu le voir
plus haut, cette hypothese est notamment supportée par la description de 'augmentation
de la voie de signalisation YAP (« yes-associated protein ») associée a une altération des
capacités d’alignement des myoblastes mutés sur le géne LMNA au sein d'une matrice

molle (193).

De facon intéressante, dans un modele de cellules souches mésenchymateuses
humaines, il a été montré que l'activation de la voie de signalisation YAP est responsable
d’'une diminution de la phosphorylation des SMADs 1, 5 et 8 et donc d’'une diminution de
I'expression de ID1 et de ID2, genes cibles de la voie de signalisation BMP (385). La voie
de signalisation YAP a également été décrite comme promoteur de la translocation
nucléaire des formes phosphorylées des SMADs 2 et 3, molécules transductrices de la voie

de signalisation TGF[3 (386).
Pris dans leur globalité, ces résultats suggerent que la plus grande sensibilité et

'altération de la mécanotransduction décrites chez les myoblastes mutés pour le gene

LMNA pourraient étre liées aux altérations identifiées de la voie BMP4.
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Une autre hypothese habituellement proposée pour expliquer les mécanismes
physiopathologiques responsables de la tissu-spécificité des atteintes décrites dans les
laminopathies est celle d’'une altération de l'expression de geénes. Selon cette hypothese,
I'expression de lamines mutées pourraient étre a l'origine d’'une altération de son
interaction avec la chromatine et donc une altération de la distribution entre
euchromatine et hétérochromatine. Ceci pourrait altérer I'expression de facteurs de

transcription tissu-spécifiques ou de genes tissu-spécifiques.

Ainsi, les altérations de I'expression de Bmp4 et de Smadé identifiées dans notre
étude pourraient étre secondaires a l'altération de I'expression d'un facteur de
transcription régulant leur synthese. Un mécanisme propre a été décrit pour expliquer la
dérégulation de la voie TGFB1 avec l'incapacité de MAN1 a se lier a ses génes cibles (cf.

5.4.3.5).

6 L’inhibiteur SMADG6, nouvelle cible thérapeutique ?

Le roéle principal de la voie BMP dans le maintien du pool de cellules souches
musculaires adultes a été récemment démontré. Plus particulierement, les auteurs ont pu
montrer que la surexpression de SMAD6 est a méme d’inhiber la croissance musculaire

post-natale et la régénération musculaire liées a ces cellules satellites (387).

Ainsi, I'inactivation de I'expression de SMAD6 semble étre une piste thérapeutique
potentielle intéressante pour moduler la balance entre les voies de signalisation BMP4 et
TGFp. Cette inactivation pourrait étre a méme de récupérer une prolifération cellulaire et
une différenciation musculaire normale, d’empécher I'épuisement du réservoir de cellules
satellites, d’'empécher I'atrophie musculaire observée et donc de plus largement améliorer
le phénotype observé dans les laminopathies musculaires telles que la dystrophie

musculaire d’Emery-Dreifuss.
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7 Conclusion générale

Pris dans leur globalité, ces résultats proposent un nouveau mécanisme
physiopathologique permettant d’expliquer en partie les défauts musculaires
squelettiques et les altérations du fonctionnement de la cellule souche musculaire dans le

contexte des laminopathies musculaires.

Cette étude participe également a la compréhension précise et a la dissection des
mécanismes physiopathologiques a l'origine des laminopathies. Ces avancées permettent
ainsi de mieux appréhender les différences d’atteintes tissulaires qui caractérisent les
laminopathies mais également de mieux appréhender les différences d’expressivité selon
lesquelles une méme variation pathogene peut induire des phénotypes différents et/ou
des sévérités différentes. Ainsi, ces découvertes sont des premieres pistes pour la mise en
place d’un traitement et une médecine personnalisés aux patients puisque deux patients
porteurs de la méme variation pathogene et avec le méme phénotype peuvent ne pas
présenter les mémes altérations cellulaires et ne devront pas étre traités de la méme

fagon.
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Annexe 3. Localisation de Smad6 dans des C2C12 traitées ou non par interféron.
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Sexe Variant Symptomes au Activité Phénotype musculaire Age a la

pathogéne diagnostic sérique biopsie
LMNA maximale de
la CK

2 F p.Lys32del Hypotonie axiale, 4N Faiblesse musculaire 5 ans
(p-AK32) retard moteur a 11 axiale et  proximale,
mois Rétractions au niveau des

hanches, des chevilles et

des épaules

4 M p.His222Pro Flexion des épaules, Non testé Faiblesse musculaire ?
(p-H222P) Rétractions spinales, axiale et  proximale,
de la naissance a 6 Rétractions des chevilles
ans et des épaules

6 M Controéle - - - 45 ans

Annexe 4. Caractéristiques des patients et du controle testés.
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Abstract

BACKGROUD: Mutations in LMNA, encoding for Lamin A and C, two components of the nuclear lamina, have been ®
associated with Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (EDMD). However, the pathophysiological mechanism affecting
muscle differentiation is currently partially unknown.

RESULTS: We compared gene expression profiles in wild-type and Lmna”- H-2K myoblasts (MB) and identified that the | a
BMP pathway was altered in mutant cells. We confirmed that Bmp4 expression is abolished in Lmna”- H-2K MB -—-
compared to wild-type whereas its receptors expression was not affected. At the contrary, the inhibitory Smad, Smad 6,
was found to be overexpressed leading to the sequestration of phosphorylated Smad1/5/8 in the cell cytoplasm and to
a reduced expression of the Smad target genes /d1 and /d2. Id downregulation promoted MyoD-induced muscle
differentiation and lead to a premature exhaustion of the mononucleated myoblasts.

CONCLUSION: Modulation of this pathway by recombinant Bmp4 treatment and/or Smad6 inactivation by siRNA was
able to reverse the precocious differentiation phenotype suggesting a potential therapeutical target for EDMD.
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Fig. 1. Bioinformatic analysis of microarray comparing Lmna’" vs wild-type H-2K myoblasts
expression profiles.

(&) Volcano plot displaying the repartition of up- and down-regulated genes in Lmna¥ H-2K
myoblasts compared to wild-type.
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Fig. 2. Bmp4 and BmpR expression in Lmna'" H-2K MB.

(A, B) Bmp4 expression evaluated by GPCR (&) and western-blot (B) in Lmna™" vs wild-type H-2K M8,

(€, D) BmpR exprassion evaluated by GPCR (C} and wester-blot (D) in Lmna'" vs wild-type H-2K MB. For GPCR, Data are means +/- SEM (n=4).
For Western-blat, tubulin is used a5 a loading control.

Figure 3. Smadb6 overexpression leads to P-SMAD cytoplasmic sequestration

Fig. 4. Smadé overexpression leads to
., P-Smad sequestration in the cytoplasm.
(A) Smad 1, S, 8, 4 and 6 expression
measured by QPCR. Data are means +/-
SEM (n=3)
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(8) Smad 1, 4 and 6 expression
evaluated by western blot. Tubulin is
used as a loading control.
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) Fig. 4. Lmna” myoblasts premature differentiation.
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Fig. 1 The LINC comple, its interactors, and associated diseases. Schematic representation of the different nuclear envelope components and
their interactions. The pathologies associated with mutations in the related genes are indicated in the corresponding boxes. LINC complex
components (SUN proteins in green and Nesprins in light brown) are highlighted in the red box. EDMD: Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy, RD:
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type B, DCM: Dilated Cardiomyopathy, DCM-CD: Dilated Cardiomyopathy with Conduction Defects, NGPS: Nestor-Guillermo Progeria Syndrome,
ADLD: Autosomal Dominant Leukodystrophy, LGMD: Limb-Girdle Muscular Dystrophy, CMT: Charcot-Marie-Tooth, FPLD: Familial Partial Lipodystrophy,
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to mechano-transduction and/or aberrant signaling events
[6-9]. Nowadays, several non-exclusive pathophysiological
mechanisms have been proposed, none of them com-
pletely explaining the observed defects in patients.

The growing number of proteins identified as interact-
ing with the LINC complex and the diversity of associ-
ated diseases are currently a challenge in terms of
genetic and clinical diagnosis as several clinically-
unrelated diseases could be due to mutations in a com-
mon gene, and, conversely, mutations in several genes
encoding different components of the nuclear envelope
could lead to the same cellular defect and pathology.
The situation got even worse with the recent discovery
of mutations, or variants, in the gene encoding for LINC
component SUN, which were not directly responsible

for a disease but, combined to a mutation in a gene en-
coding for another LINC component, could determine
its level of severity.

The aim of this review is to exhaustively summarize
our current knowledge of the numerous proteins com-
posing LINC complexes, their interactors and their im-
plication in rare human pathologies.

Definition of the LINC complex and its interactors
The nuclear envelope is a double membrane isolating
the genetic material and separating the inside of the nu-
cleus from the cytoplasm. These two membranes include
transmembrane proteins providing a structural support
to the nucleus and a physical coupling between the cyto-
skeleton and the nucleoskeleton. This complex, called
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the LINC (Linker of the Nucleoskeleton to the Cytoskel-
eton) complex, is composed of proteins of the outer and
the inner nuclear membrane that constitute the core of
the LINC complex: KASH (Klarsicht, Anc-A and Syne
Homology) and SUN (Sadl and UNC-84) homology do-
main proteins [10]. SUN proteins are inner nuclear
membrane proteins which interact with nuclear pore
complex proteins and lamins via their N terminal do-
main. Their C-terminal SUN domain is located in the
perinuclear space and mediates the interaction with the
C-terminal KASH domain of nesprins located in the
outer nuclear envelope [11-13] (Fig. 1).

In the following paragraphs, mutations first affecting
genes encoding for components of the inner nuclear
membrane, then composing the nuclear lamina and fi-
nally participating to the outer nuclear membrane will
be further developed.

Inner nuclear membrane (INM) proteins and
inherited diseases

Mutations in the EMD gene

Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (EDMD) is usually
described by a triad of three main symptoms. First, early
contractures of the elbows flexors, Achilles tendons, and
post-cervical muscles lead to rigidity of spine. These
symptoms mostly appear during the early adolescence.
Then, slowly progressive muscle wasting and weakness
(humero-peroneal in the early stages and then more dif-
fuse impairments) and, finally, cardiac disease with con-
duction defects and arrhythmias will occur [14].

The diagnosis of EDMD is based on clinical findings.
Some non-specific biological parameters could orient
the diagnosis, such as moderate elevation of Creatine-
Kinase (CK) levels in serum or plasma (from 2 to 20
times the upper normal limit), indicating a muscular cell
lysis process but, most often, serum CK concentration is
normal [15]. The histological examination of muscular
sections is another tool: the muscle histopathology usu-
ally does not find any specific myopathic or dystrophic
disruptions such as variation in muscle fiber size, fibro-
sis, or necrosis. The most common observed sign is vari-
ation in fiber size and increase in internal nuclei.
Electron microscopy finds alterations in nuclear architec-
ture: hypercondensed chromatin, nuclear fragmentation
or invaginations, intranuclear filaments. Immunodetec-
tions of emerin by immunofluorescence or western blot in
tissues could also be informative [15]. However, muscular
biopsy is rarely performed as it is invasive for the patient
and not necessary in case of typical signs. Due to the risk
of sudden death [15], it is essential to establish the extent
of disease immediately following the initial diagnosis. A
cardiac evaluation (ECG, echocardiography, and cardiac
Magnetic Resonance Imaging or MRI), a spirometric
examination, and the evaluation of the presence of other
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cardiac risk factors (such as endocrinological abnormal-
ities) are highly recommended [15, 16].

Nevertheless, molecular genetic testing is the main ap-
proach to diagnose EDMD confronted with clinical fea-
tures. Mutations in one gene, EMD, are known, since
1994, to be responsible for X-Linked EDMD (also called
XL-EDMD or EDMD1). This form has great clinical and
genetic heterogeneity. The cardiac symptoms are usually
limited to arrhythmias and dilated cardiomyopathies are
extremely rare [17] (Fig. 4a). Its prevalence was initially
reported in 2002 to range from 1/300,000 to 1/100,000
[18] but, refined in 2009, and estimated between 0.13/
100,000 and 0.2/100,000 [19].

This gene encodes for emerin which is located in the
inner nuclear membrane and interacts with nuclear
lamins. Emerin, which is ubiquitously expressed, is in-
volved in the regulation of gene expression, cell signal-
ing, and nuclear architecture [20]. It is a member of the
LEM-domain protein family, that includes LAP2f
(Lamin Associated Protein) and MAN1, and which can
bind to Barrier-to-Autointegration Factor (BAF). The
LEM-domain of emerin, located in the N-terminal part
of protein, can adopt a helix-loop-helix fold crucial for
its binding to BAF, which is an essential protein involved
in post-mitotic nuclear assembly, cell viability, and cell
cycle progression. BAF also plays a central role in nu-
clear envelope reformation during mitosis [21-23].
Interestingly, emerin has also been found to be located
at the outer nuclear membrane and peripheral Endoplas-
mic Reticulum (ER) with a direct interaction with the
centrosome and microtubules [24]. Based on this add-
itional role of emerin, one can expect EAMD mutations to
be found in other diseases related to centrosome.

Approximately 60% of EDMD cases seem to be caused
by mutations in EMD [2]. Most are null mutations,
which result in complete absence of emerin expression
in nuclei. Furthermore, FHLI, the gene encoding for
Four and a half LIM domains 1 (FHL1) proteins was dis-
covered. In all tested mutated patients, the FHLI muta-
tions were associated with severe reduction of FHLI
proteins and severe delay in myotube formation. Muta-
tions in FHLI gene are responsible for about 10% of XL-
EDMD [25]. EDMD-like syndrome can also be caused
by rare mutations in several other genes, including
SYNE1 and SYNE2 or TMEM43 [26].

In the X-linked form of EDMD, female carriers are
usually asymptomatic and unaffected. However, some
rare cases of cardiac involvement in female carriers of
EMD mutations have been described, in connection
with unequal X-inactivation [27]. Very recently, a
symptomatic female carrier of EAMD mutation has
been identified. This patient carries a heterozygous
deletion (c.174_175delTT) that leads to a frameshift
and the expression of a truncated protein. A mixed
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population of myoblasts, either emerin-positive or
emerin-negative, was shown with a proliferative advantage
for emerin-negative cells and a spontaneous differenti-
ation phenotype for emerin-positive cells. The patient suf-
fered from muscle weaknesses, myalgia, palpitations, and
cardiac extrasystoles. These symptoms appeared between
the late childhood and the early adulthood (from 12 to
23 years of age [28]).

Unfortunately, to date no curative treatment for
EDMD is available. Only symptomatic treatments are
available. They are based on orthopedic surgeries to
limit contractures and scoliosis, the use of aids (walkers,
wheelchairs) to preserve ambulation, and the manage-
ment of cardiac features based on medication, pace-
makers, and implantable cardioverter defibrillators
(ICD). At the final stage of heart failure, heart trans-
plantation can be a therapy to be considered (according
to the benefit-risk balance).

Mutations in the MAN1 gene (also called LEMD3)

Bone formation is affected in several LINC complex
diseases. Increased bone density is the common
symptom of osteopoikilosis, melorheostosis, and
Buschke-Ollendorf Syndrome (BOS). BOS is a rare
autosomal dominant disorder caused by LEMD3 loss-
of-function, also known as dermatofibrosis lenticularis
disseminate, and it is characterized by connective tis-
sue nevi and osteopoikilosis. Its incidence is about 1/
20,000 and the sex ratio is close to 1 [29].

This syndrome was initially described by Buschke and
Ollendorf in 1928 [30]. The clinical features of BOS are
inconstant with a great variability inside the same family:
skin and skeletal symptoms may arise independently in
affected family members. Osteopoikilosis, characterized
by “spotted bones” (rounded or ovoid opacities on radio-
graphic examination) is the consequence of osteosclero-
tic trabeculae. The dermatological manifestations can be
divided in two different types: typical dermatofibrosis
lenticularis disseminate (flesh-colored papules with sym-
metric distribution), or a “cobblestone” effect, made by
the coalescence of papules. Melorheostosis is character-
ized by a floxing (rheos) hyperostosis of the cortex of
trabecular bones. The association of skin lesions, even
atypical, and a spotted bone pattern on the X-rays may
lead to a genetic screening of the LEMD3 gene (Fig. 4a)
[31, 32].

MANT1, an integral protein of the inner nuclear mem-
brane, influences transforming growth factor-B (TGF-f)
signaling by directly interacting with R-Smads. Heterozy-
gous MANI loss-of-function mutations increase the
level of TGF-P signaling in cells [33]. The bone sclerosis
and overgrowth of connective tissue could be explained
by enhanced cytokines signaling caused by partial loss of

MANI1 from the INM [34, 35].
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Mutations in the LBR gene

The lamin B receptor (LBR) is an integral protein of the
INM composed of several different domains. The N-
terminal tail, which has a nucleoplasmic localization, can
bind to B-type lamins, heterochromatin proteins, and
DNA. This receptor has a hydrophobic domain, com-
posed of several transmembrane segments with struc-
tural similarities to sterol reductases.

Homozygous mutations of the LBR gene lead to
hydrops-ectopic calcification or Greenberg skeletal dyspla-
sia, which is associated with lack of 3-beta-hydroxysterol
delta-14 reductase activity. Thus, an abnormal sterol me-
tabolite could be found in serum of patients suffering
from Greenberg dysplasia: the cholesta-8,14-dien-3p-ol,
signing for a sterol metabolism defect. Consequently, two
hypotheses on pathogenic mechanisms have been pro-
posed: either the disease is caused by metabolic defects, or
the initial problem is an alteration in the nuclear structure
leading to modifications in gene expression. A very recent
study based on CRISPR-Cas9 technology showed that
LBR point mutations are associated with a reduced sterol
C14 reductase activity due and a lower affinity of LBR for
NAPDH (Fig. 4a) [36].

Greenberg dysplasia is also called Hydrops, Ectopic
calcification and Moth-eaten (HEM) skeletal dysplasia,
which relates to the three main clinical features of
the disease [37]. It begins during the second or third
trimester of gestation, followed by fetal hydrops and
death [37].

In a recent clinical report, a 15-year-old boy with an
anadysplasia-like spondylometaphyseal dysplasia was de-
scribed. This very mild skeletal dysplasia was caused by
a double heterozygous mutation in the LBR gene [38].
This syndrome is characterized by anadysplasia-like fea-
tures associated with spontaneous regression of associ-
ated radiographic skeletal abnormalities. However, a
persistent, disproportionate and mild small stature was
observed [38].

In contrast, most heterozygous mutations in LBR
give a benign morphological granulocyte anomaly. This
abnormality is visible in optical microscopy and leads to
hyposegmentation and abnormal chromatin organization
in nuclei, so called “Pelger-Huét anomaly”. However,
LBR mutations that abolish sterol reductase activity
could cause Greenberg skeletal dysplasia without
Pelger-Huét anomaly [39]. A particular heterozygous
missense mutation (p.Arg372Cys) has been reported
to be associated with Reynolds syndrome. This auto-
immune disorder is characterized by primary biliary
cirrhosis, cutaneous systemic sclerosis but no Pelger-
Huét anomaly [34].

These findings suggest that lamin B receptor has differ-
ent domains supporting different functions of varying de-
grees of significance in different tissues [34]. Consequently,
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LBR mutations are involved in a large panel of diseases
with a phenotypic heterogeneity of bone dysplasia caused
by LBR mutations.

Mutations in SUN genes

Five SUN proteins have been described in mammals:
SUNT1 and 2 are widely expressed, whereas SUN3, 4, and
5 are restricted to the testis [40].

Recent studies have suggested that SN and SUN2,
genes that encode for SUN proteins, could be considered
as modifier genes of a pre-existing disease [41]. It has
been shown that mutations found only in SUN genes are
not disease relevant [42, 43]. According to Meinke et al.,
SUN gene variants were identified in members of four
families carrying LMNA or EMD mutations. Relatives
who carry both mutations, a mutation in SUN1 or SUN2
associated with a mutation in LMNA or EMD, had a
more severe disease than relatives who did not have a
mutation in SUN genes. The presence of SUN variants
could be an explanation to the great clinical heterogen-
eity of EDMD between relatives of the same family [42]
(Fig. 4a).

In a study published by Chen et al,, it was shown that
the overexpression of SLINI gene is a critical pathogenic
feature, observed in Lmna™~ and Lmna®®™*! mice, and
common to patients who suffer from Hutchinson-
Gilford Progeria Syndrome (HGPS). Removal of SUNI
gene in Lmna™™ and Lmna®™' mice rescues their
pathological phenotype and delays their premature
death. At the cellular level, SUNI proteins were mislo-
calized and accumulated in the Golgi apparatus, but it
remains unclear if the accumulation of SUN1 in this or-
ganelle is responsible for a higher cell toxicity [44].

Mutations in SUNI or SUN2 could affect the nuclear
coupling to the cytoskeletal filament network [45]. These
mutations could be responsible for abnormalities in nu-
clear movement and positioning in the cell. It was
thought that mutations in SUN proteins cause abnor-
malities in nuclear-myotubule connection and prevent a
correct myonuclei positioning. It has been admitted that
nuclear dysmorphology is a feature that could be found
in cells related to patients suffering from laminopa-
thies. The consequences of this characteristic remain
unclear [42].

In this first part, diseases caused by mutations in genes
encoding for proteins of the inner nuclear membrane
have been introduced. In the next sections of this review,
diseases caused by mutations in genes coding for pro-
teins which interact with this core will be developed:
first, diseases caused by abnormalities of the nuclear
lamina, located inside the nucleus, and then diseases
caused by mutated proteins that are part of the outer
nuclear membrane.
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Diseases caused by mutations affecting proteins
of the nuclear lamina

Mutations in the LMNA gene

Mutations in LMNA, coding for lamin A and C, are the
cause of approximately a dozen inherited diseases, col-
lectively called “laminopathies”, that were initially de-
fined based on clinical signs and symptoms. Most are
transmitted by dominant inheritance.

The laminopathies group includes: Autosomal Dominant
form of EDMD (AD-EDMD or EDMD2), Autosomal
Recessive form of EDMD (EDMD3), Dilated CardioMyop-
athy with Conduction Defect disease (DCM-CD), Congeni-
tal Muscular Dystrophy (L-CMD), Limb-Girdle Muscular
Dystrophy 1B (LGMD1B), Dunningan-type Familial Partial
Lipodystrophy  (FPLD), atypical Werner syndrome,
Charcot-Marie-Tooth syndrome 2B1 (CMT2B1), and
Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS). Although
highly variable, muscle defects are a frequently observed
common clinical feature in these diseases. (Fig. 4b).

Muscle laminopathies such as EDMD2, DCM-CD,
and LGMDI1B, are characterized by joint contractures,
primarily affecting the elbows, ankles and neck, pro-
gressive muscle weakness and wasting. The life-
threatening symptom is cardiac conduction defects
with dilated cardiomyopathy. These three diseases can
be considered as a spectrum of the same pathology
because clinical features overlap each other (Table 1)
[46]. L-CMD due to LMNA mutations, associated
with heart involvement and “heart-hand syndrome”,
indicates that cardiomyopathy and congenital limb ab-
normalities are associated [47, 48].

FPLD is an autosomal dominant disease characterized
by the loss of adipose tissue at the extremities, occurring
at puberty. This disease has metabolic consequences such
as insulin resistance, diabetes mellitus, hypertriglyceridae-
mia, and hepatic steatosis. Approximately 90% of LMNA
mutations in FPLD are missense mutations in exon 8 of
LMNA gene, causing an amino-acid substitution and lead-
ing to a modification of the surface charge of
immunoglobulin-like fold domain of the C-terminal tail of
lamins [49, 50]. This Single Nucleotide Variation (SNV)
leads to an inhibition of adipogenic differentiation due to
the deregulation of Sterol Response Element Binding Pro-
tein 1 (SREBP1), a crucial transcription factor for lipid me-
tabolism and adipocyte differentiation [51].

CMT disease is the most common cause of inherited
peripheral neuropathies with an estimated frequency of
1:2500. Electroneuromyographic examination distin-
guishes a myelinic form (CMT1) and an axonal form
(CMT2) of the disease. Significant genetic heterogeneity
is found in CMT, with 15 genes or loci for CMT2.
CMT2B1 is an axonal form (CMT2) of the disease char-
acterized by an autosomal recessive mode of inheritance
and is a sensory neuropathy characterized by progressive
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Table 1 Clinical comparison of muscular phenotypes caused by LMNA mutations. Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (EDMD),
Congenital Muscular Dystrophy (L-CMD), Limb-Girdle Muscular Dystrophy 1B (LGMD1B). Adapted from Helbling-Leclerc et al.

[18] and Maggi et al. [113]

EDMD-2
2nd to 3rd decade

Age of onset

LGMD1B
3rd to 4th decade

L-CMD
Congenital onset

Weakness Scapulo-humero-peroneal Girdles: Pelvic and scapular, Axial or severe and diffuse
distribution symmetrical
Contractures Elbow +++ + +
(spine, hips, knees and Achilles
tendons)

Heart phenotype Invariable with age, after skeletal
muscle involvernents
Cardiac conduction defects +/— dilated

cardiomyopathy

Respiratory Rare Rare
abnormalities

Loss of independent Late but rare

walking

Axial involvement Frequent Rare
Scoliosis Frequent Rare
Rigid Spine Frequent Rare
Dysphagia Very rare

Facial weakness Rare

Invariable with age

Late but rare

Very rare
Very rare

Cardiac conduction abnormalities

Very frequent
Very frequent

Frequent
Frequent
Frequent
Very rare

Rare

muscular and sensory loss in the distal extremities with
chronic distal weakness. CMT2B1 is associated with a
homozygous amino-acid substitution (p.Arg298Cys) in
the primary structure of the rod domain of lamin A and
C. This substitution has only been found in affected
families from a limited region of North Western Africa
[52-55].

The last group of laminopathies implicates defects
in multiple organs mimicking accelerated ageing [47]
such as HGPS. Affected children appear normal at
birth. During the first year of life, the symptoms of
accelerated ageing occur: failure to thrive, delayed
dentition, alopecia and sclerodermatous skin changes.
Death occurs on average at age 13. The main death
cause (90% of patients) is progressive atherosclerosis
of the coronary and cerebrovascular arteries [56]. The
main pathophysiological mechanism underlying pro-
geria is an abnormal splicing of the LMNA primary
transcript. Most HGPS patients carry a de novo point
mutation within exon 11 of the LMNA gene
(c.1824C > T, p.Gly608Gly). This mutation activates a
cryptic splice site. This altered splicing leads to the
deletion of 50 amino acids at C-terminal domain and
to the accumulation of a truncated form of lamin A
precursors, called progerin [57]. Recently, an atypical
aggressive neonatal form of HGPS without progerin
accumulation has been reported. The molecular ex-
ploration found an association of two de novo hetero-
zygous point mutations in LAMNA: c163G > A,
p.E55K and ¢.164A > G, p.E55G [58].

To date, several other rare inherited human diseases
have been linked to LMNA mutations, such as an auto-
somal dominant form of lipoatrophy associated with
diabetes, liver steatosis, dermatologic features (leukome-
lanodermic papules) and hypertrophic cardiomyopathy
[59], A-type MandibuloAcral Dysplasia (MAD-A) [60,
61], atypical Werner’s syndrome [62, 63], a lethal form
of restrictive dermopathy [64], and acrogeria syndrome
[65]. Overlapping phenotypes between all these diseases
have also been described, suggesting a clinical con-
tinuum between these clinical entities [66].

Despite the ubiquitous expression of lamins, most
laminopathies involve highly tissue-specific phenotypes,
often affecting skeletal and cardiac muscle. However, the
mechanism of tissue-specificity remains unknown. Four
hypotheses could be formulated. The first one, often
called “structural hypothesis”, is based on the loss of
structural functions of lamins A/C. Therefore, cells are
more susceptible to suffer from mechanical damage. The
second one proposes that lamins A/C interact with
tissue-specific transcriptional regulators [67]. A third hy-
pothesis proposes that LMNA mutation could cause im-
pairments in muscle stem cell function. This hypothesis
is based on the fact that, with the exception of periph-
eral neuropathy, which involves a cell type derived from
ectoderm, the others primarily affect tissues are all of
mesenchymal origin [68]. More recently, a last hypoth-
esis has emerged based on the role of A-type lamins in
RNA export through nuclear envelope budding. The
accelerated aging linked with lamin C mutation in
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Drosophila, modeling LMNA mutations causing proger-
oid syndromes in humans, has been shown to be associ-
ated with RNA export defects causing loss of
mitochondrial integrity [69].

Genetically, conversely to EMD mutations in XL-
EDMD, LMNA mutations are mostly missense, causing
amino-acid substitutions. Many other types of mutations
are described: RNA splicing abnormalities, in-frame de-
letions, or haploinsufficiency caused by early chain ter-
mination. They are scattered all along the full length of
the gene (except for HGPS). Nowadays, no clear correl-
ation between genotypes and phenotypes has been
established.

To date, no curative treatment for laminopathies is
available. Since the discovery of the molecular mecha-
nisms underlying HGPS, different drugs have been
thought to be helpful, based on their ability to interfere
with the prenylation process of prelamin A. First, in
2005, the efficiency of FarnesylTransferase Inhibitors
(FTI), such as lonafarnib, was assessed as a potential
therapeutic treatment for HGPS with the hypothesis that
the inhibition of progerin farnesylation would improve
the nuclear phenotype by restoring a proper localization
of lamin A [70]. Lonafarnib is currently in phase II trial
for progeria [71]. The association of pravastine, a statin
that inhibits HMG-CoA reductase, with zoledronate, an
aminobisphosphonate that inhibits farnesyl pyrophosphate
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synthase (FPPS), is another potential therapeutic ap-
proach. This combination inhibits both farnesylation and
geranylation of progerin and prelamin A. This combined
approach, so called ZoPra, is associated with an improve-
ment of the aging-like phenotypes of Zmpste24™'~ mice
recapitulating HGPS phenotypes such as growth retard-
ation, loss of weight, lipodystrophy, hair loss, and bone de-
fects [72] (Fig. 2). In 2013, a new type of FPPS inhibitor
(N6-isopentenyladenosine) was discovered which im-
proves nuclear shape abnormalities in fibroblasts from
progeroid patients [73]. Adopting a different approach, an
in vivo administration of temsirolimus, a rapamycin ana-
log, was shown to be able to prevent deterioration of car-
diac function. The mechanism underlying this effect
seems to be an improvement of the autophagy that is
found to be impaired in the heart of mutated mice. Tem-
sirolimus was further shown to be able to partially rescue
the cellular phenotype associated with HGPS [74, 75].
MG132, a protease inhibitor, is also found to improve
HGPS cellular phenotype by induction of progerin deg-
radation by macroautophagy and splicing regulation.
Intramuscular injection of MG132 in skeletal muscle of
LmnaS609¢/G60%  mice locally reduces progerin levels.
Protease inhibitors is another promising therapeutic class
to treat HGPS patients [76]. Interestingly, although the
molecular mechanisms of FTI, ZoPra and rapamycin are
different, it was shown that the association of these 3
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Fig. 2 Prelamin A maturation process as a therapeutical target. Processing of prelamin A is a succession of enzymatic reactions that lead to a
mature form of lamin A: The first step is the farnesylation of a cysteyl residue to obtain a farnesylated form of prelamin. Subsequently, a protease
(ZMPSTE24 or RCE1) cleaves the aaX residues from the C-terminus tail. Finally, ZMPSTE24 protease cleaves the last 15 residues from the C-terminus to
obtain mature prelamin A. In Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (HGPS) patient cells, the last cleavage by ZMPSTE24 does not take place leading to the
abnormal accumulation of famesylated lamin A. Potential therapeutic approaches are indicated in red: pravastatin, zoledronate, mono-aminopyrimidynes
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approaches lacks an additive effect [77]. Recently, a drug
screening approach on iPS cell lines derived from HGPS
patients identified mono-aminipyrimidines (mono-APs) as
a family of molecules capable to restore HGPS cellular
phenotype. Mono-APs act at two different levels: they in-
hibit both farnesyl pyrophosphate synthase and farnesyl
transferase [78]. The same way, a drug testing approach
on HGPS patient fibroblasts led to the discovery of a small
molecule, called by the authors “remodelin”, able to im-
prove nuclear architecture in these cells. Using mass spec-
trometry, they found that remodelin is an inhibitor of N-
acetyltransferase 10 (NAT10). NAT10 inhibition rescues
nuclear shape organization by microtubule reorganization.
The supposed advantage of a remodelin-based treatment
is a low toxicity of this drug at the cellular level [79].

Finally, a proof-of concept of exon-skipping therapy
for laminopathies has been established: antisense oligo-
nucleotides removing exon 5 of lamin A have been effi-
ciently used in Human cells. It was further shown that
lamin A/C-A5 normally localizes in murine Lmina-null
primary murine embryonic fibroblasts and rescues the
abnormal nuclear shapes commonly associated with
laminopathies [80].

Mutations in the LMNB1 and LMNB2 genes

Autosomal Dominant LeukoDystrophy (ADLD) is caused
by a duplication of the LMNBI locus [81]. It is a rare gen-
etic disorder, similar to chronic progressive multiple scler-
osis, that leads to demyelination in the Central Nervous
System (CNS). The age of onset is usually in the fourth or
fifth decade of life, and it is slowly progressive and fatal.
This syndrome is characterized by inconstant early auto-
nomic abnormalities, pyramidal and cerebellar defects
eventually associated with ataxia, cardiovascular, and skin
defects. ADLD differs from multiple sclerosis as histo-
logical lesions display oligodendroglia preservation associ-
ated with subtotal demyelination and a decrease in
astrogliosis. In addition, MRI finds diffuse subcortical
white matter abnormalities [82] (Fig. 4b) .

Although no dominant-acting missense or loss of
function mutations have been identified in B-type
lamins, ADLD is associated with tandem duplications
spanning LMNBI gene on chromosome 5q. The size of
the duplication varies between families. This duplication
is correlated with increased LMNBI mRNA levels and
2-fold increased level of proteins in white blood cells
from patients. Consequently, ADLD could be caused by
an effect of LMNBI over-expression on the transcrip-
tional regulation of myelinogenesis genes [83]. More
recently, studies based on proteomic and transcriptome
assays have shown that lamin Bl overexpression causes
a downregulation of proteolipid protein linked to a
reduced occupancy of Yin Yang 1 (YY1) transcription
factor at the promotor region of its gene [84]. Moreover,
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Lin ST et al. have shown that miR-23 is essential to
regulate LMNBI expression and to have a normal oligo-
dendroglia development [85]. Thus, a perspective field of
study is to highlight the potential disappearance of the
regulation mediated by miR-23 in affected families.
Interestingly, an ADLD family without evidence of dupli-
cation or other mutation in LMNBI has been described.
An array Comparative Genomic Hybridization (CGH)
analysis led to identify a large (approximately 660 kb)
heterozygous deletion 66 kb upstream of the LMNBI
promotor. Lamin Bl overexpression was confirmed in a
postmortem brain sample, showing that lamin Bl was
increased in the frontal lobe. The deletion eliminates a
genome topological domain boundary, allowing interac-
tions between at least three forebrain-directed enhancers
and the LMNBI promoter. This mechanism explains the
cerebral localization of lamin B1 overexpression, myelin
degeneration, and the ADLD phenotype [86].

Increased levels of lamin Bl have also been observed
in lymphoblasts and fibroblasts from patients who suffer
from ataxia telangiectasia (AT). AT is an autosomal re-
cessive disorder characterized by cerebellar ataxia, tel-
angiectasia, immune defects, and a predisposition to
malignancy. As AT is caused by a mutation in the pro-
tein kinase ataxia telangiectasia mutated (ATM) that
controls DNA damage response signaling, the link be-
tween AT and elevated levels of lamin Bl remains
unsolved.

Conversely to the LMNBI gene, very few mutations in
LMNB2 have been associated with human diseases. The
first reported heterozygous mutation of LMNB2 gene is
a case of acquired partial lipodystrophy, also called
Barraquer-Simons syndrome [87]. More recently, the
case of a consanguineous Palestinian Arab family show-
ing an autosomal recessive progressive myoclonus epi-
lepsy with early ataxia has been reported. This disease is
a rare syndrome that could be associated with progres-
sive antiepileptic drug resistance and cognitive decline.
After linkage analysis and Sanger sequencing, a homozy-
gous missense mutation (p.His157Tyr) in LMNB2 gene
segregating with the disease in this family was identified.
The concerned amino-acid is located in a highly-
conserved region of the protein (alpha-helical rod re-
gion). In vitro studies suggest that the mutation could
affect the correct assembly of the protein. This mis-as-
sembly could cause an abnormal neuronal migration
that leads to the epilepsy and early ataxia syndrome
(Fig. 4b) [88].

Mutations in the LAP2a and BANF1 genes

The lamina-associated polypeptide 2a (LAP2a) is a LEM
(LAP2-Emerin-MAN1) domain protein. This domain is
a structural motif of about 150 N-terminal amino-acids

that binds to BAF. The latter is encoded by BANFI,
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mediates the interaction with chromatin, and plays a
central role in nuclear organization and nuclear enve-
lope assembly. Unlike the other LAP2 isoforms, LAP2a
is not anchored in the INM but is uniformly distributed
in the nucleoplasm. The protein is composed of 3 main
domains: the first binds to A-type lamins, the second is
a chromosome association domain, and the third medi-
ates binding to BAF. Thanks to these regions, LAP2a
plays a major role in the regulation and stabilization of
the lamin A/C nucleoplasmic pool [89].

In 2005, a LAP2a mutation associated with dilated
cardiomyopathy (DCM) characterized by an autosomal-
dominant mode of inheritance was described. The clin-
ical features are very close to those found in DCM
caused by LMNA mutations: age of onset between 20
and 30 years, decrease in left ventricular ejection frac-
tion but no cardiac conduction abnormality was
observed. The identified mutation is a heterozygous
substitution (p.Arg690Cys) affecting a residue located
in the C-terminal domain implicated in the binding to
lamin A/C. Consequently, the LAP2a mutated protein
shows a lower affinity for prelamin A. However, the
precise pathophysiological mechanism that leads to
DCM remains unclear (Fig. 4b) [90].

In 2011, a BANFI homozygous mutation (p.Alal2Thr)
reported in 2 Spanish families, found by exome sequen-
cing method, was described as the cause of a progeroid
syndrome, with a phenotype extremely close to that of
HGPS. The syndrome, called Nestor-Guillermo Progeria
Syndrome (NGPS), partially phenocopies HGPS but with
abnormal clinical features: tardive age of onset, taller pa-
tients, presence of eyebrows and eyelashes, absence or
complete loss of scalp hair, a severe osteolysis and the
absence of cardiovascular or metabolic defects. However,
NGPS and HGPS patients share common symptoms:
aged appearance, growth retardation, thin limbs, stiff
joints, and loss of subcutaneaous fat. Moreover, no mu-
tation in LMNA or ZMPSTE24 has been found. This
mutation could affect the stability of the protein as no
decrease in mRNA expression level was found. The
BANFI mutation leads to an abnormal distribution of
nuclear lamina components and leads to nuclear abnor-
malities. Finally, children who suffer from this syndrome
do not have an increased risk of acute myocardial infarc-
tion, cerebrovascular accidents and diabetes mellitus
[91, 92] (Fig. 4b).

Diseases caused by mutations affecting proteins
of the outer nuclear membrane

Mutations in the ZMPSTE24 gene

ZMPSTE24, also known as Farnesylated-protein Con-
verting Enzyme 1 (FACE-1), is a zinc metalloprotease
that plays a central role in the maturation of prelamin A
to mature lamin A. Lamin A and B must go through a
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cascade of C-terminal post-translational modifications.
The first step is a farnesylation, that is undertaken by a
farnesyltransferase, of a cysteine included in a CAAX pat-
tern (where A is an aliphatic residue and X stands for any
residue). ZMPSTE24 or RCE1 proteases will first cleave
the AAX residues from the C-terminus of prelamin A,
then the farnesylated cysteine will be carboxymethylated
by an isoprenylcysteine carboxymethyltransferase. Subse-
quently, ZMPSTE24 cleaves an additional 15 residues
from the C terminus of prelamin A, leading to mature
lamin A that does not retain the hydrophobic modifica-
tions [93-95]. B-type lamin will not undergo this final
cleavage and will keep the modified tail (Fig. 2).

ZMPSTE24 is a membrane-associated enzyme with 7
transmembrane segments (Fig. 3) located in the ER
membrane. As previously described for emerin, the
localization of this protein is not clear and an additional
localization at the inner nuclear membrane has been
proposed. The enzyme contains a consensus zinc metal-
loprotease motif, located in the cell cytosol, that is a
HEXXH catalytic site [95].

Homozygous mutations in the ZMPSTE24 gene result
in progeroid syndromes due to the accumulation of an
farnesylated form of prelamin A (Fig. 4c).

Mandibuloacral dysplasia associated with B-type lipo-
dystrophy or MAD-B (also known as “atypical HGPS”) is
the less severe form of diseases caused by ZMPSTE24
mutations. Clinically, the main features are skeletal ab-
normalities including hypoplasia of the mandible and
clavicles, acro-osteolysis of distal phalanges, cutaneous
atrophy, and lipodystrophy. In typical MAD-B, lipody-
strophy is generalized. The age of onset is usually during
the first year, the median age of death is approximately
30 years (Fig. 4c).

The lethal neonatal Restrictive Dermopathy (RD) is
the most severe pathology caused by ZMPSTE24 muta-
tions, which is a rare and extremely severe congenital
genodermatosis (inherited genetic skin condition). The
first symptom consists of intrauterine growth retard-
ation, associated with fetal hypokinesia deformation
sequence (characterized by a reduction of fetal move-
ments). The main clinical feature is a tight and rigid
skin: rare or absent eyelashes, erosion at flexure sites,
hyperkeratosis, microstomia (reduction in the size of the
oral aperture) characterized by a particular position in
letter ‘O; and a small and pinched nose. It is associated
with prominent superficial vessels, bone mineralization
defects, dysplastic clavicles, arthrogryposis (congenital
joint contractures) and pulmonary insufficiency that is
usually the cause of early neonatal death [96]. According
to recent studies, the typical RD phenotype seems to be
due to ZMPSTE24 null mutations and complete loss-of-
function whereas less severe phenotypes could be associ-

ated with ZMPSTE24 haploinsufficiency or LMNA
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Fig. 3 Predicted structure of ZMPSTE24 protease. ZMPSTE24 is a transmembrane protein located in the Outer Nuclear Membrane composed of
seven hydrophobic domains (1 to 7, a catalytic domain (HELGH residues), and an endoplasmic reticulum retention motif (TMKQH residues)

ER lumen

cytosol

ER retention motif

mutations (often called “RD-like phenotypes”) (Fig. 4c)
(97, 98].

More recently, the phenotype of a patient carrying a
heterozygous point mutation in ZMPSTE24 gene has
been reported. The patient suffers from a severe meta-
bolic syndrome (partial lipodystophy, hypertriglyc-
eridemia, early onset type 2 diabetes mellitus, android
obesity without subcutaneous lipoatrophy) associated
with dilated cardiomyopathy, acanthosis nigricans, liver
steatosis [99]. Unfortunately, no segregation study could
be performed and the link between the phenotype and
the mutation remains unsure.

Mutations concern mostly a stretch of thymines in
exon 9 of ZMPSTE24: the hotspot is ¢.1085dupT or
p.Leu362Phefs*19. This mutation leads to a frameshift.
The consequence is the lack of the last transmembrane
domain and the ER retention signal. Ultimately, this
duplication leads to the complete loss of ZMPSTE24 en-
zymatic activity due to the complete absence of protein,
confirmed by Western blot analysis. According to a re-
cent study, this mutation has been found in 59.1% of all
others mutations in ZMPSTE24 associated with the RD
phenotype, and in 18.8% associated with MAD-B or
overlapping HGPS/MAD syndrome [97].

All mutations found by molecular testing in patients
with RD or MAD-B are homozygous or compound het-
erozygous. Thus, correlated with the recessive inherit-
ance of the disease, heterozygous mutations found in
patients’ relatives are apparently not deleterious. Always
according to the same recent study published by
Navarro et al, all mutations associated with the RD
phenotype have been shown to be null mutations, such
as the common c¢.1085dupT mutation. Practically, all
types of null mutations could be found: nonsense muta-
tions, insertions and deletions with frameshift, frame-
shifts and premature stop codons caused by splice sites
mutations. Conversely, all patients with no RD pheno-
types are compound heterozygous in which a null

mutation is found in the first allele associated with a
missense mutation in the second [93, 97].

Mutations in SYNE genes

Nesprins have been characterized during the last 10
years as spectrin-repeat proteins. Nesprin-1 and nesprin-
2 are encoded by two independent genes, SYNEI and
SYNE2, but multiple protein isoforms are generated by
alternative initiation and splicing.

Nesprin-1 and Nesprin-2

SYNE1, coding for nesprin-1, has recently been shown
as neurodegenerative diseases causative gene. Mutations
in SYNEI have been identified in French and Canadian
families. The phenotype associated with these mutations
is Autosomal Recessive Cerebellar Ataxia type 1
(ARCA1) also called “recessive ataxia of Beauce” [100].
In this case, the disease is characterized by a slow pro-
gression and a late-onset. Moreover, the phenotype is
uniform between patients: diffuse pure cerebellar atro-
phy, dysarthria but no muscular features. In most cases,
non-sense mutations and intronic mutations causing
premature termination were found in these patients
[101]. On another hand, mutations in SYNEI found in
Japanese patients correlated with SpinoCerebellar ataxia,
Autosomal Recessive type 8 (SCARS8) associated with
motor neuron disease. In these patients, the phenotype
begins as an amyotrophic lateral sclerosis of juvenile on-
set associated with progressive muscular atrophy. Only
later, they develop features related to cerebellar ataxia:
inability to coordinate movements and dysarthria [102].
A recent report of two siblings carrying SYNEI prema-
ture termination codon (PTC) mutation with a misdiag-
nosis for multiple sclerosis for more than a decade has
been published. This paper highlights the heterogeneity
of the clinical presentation of ARCA1l with potential
white matter abnormalities on MRI showing that
ARCAL is not a pure cerebellar degeneration [103].
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Fig. 4 Summary of all known human diseases caused by mutations in genes coding for nuclear envelope components. The diversity of
phenotypes induced by mutations in genes encoding nuclear envelope components, as well as the tissues affected by these, is illustrated and
organized according to the localization of the mutated protein: (a) inner nuclear membrane, (b) nuclear lamina, and () outer nuclear membrane
components. EDMD: Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy, HGPS: Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome, CMT: Charcot-Marie-Tooth Disease, ADLD:

Autosomal Dominant Leukodystrophy

It has since been recognized that SYNEI could be in-
volved in schizophrenia, depression and autism. For ex-
ample, mutation in SYNEI is considered as a risk factor
for schizophrenia. Moreover, recent whole-exome se-
quencing studies have identified SYNEI as an autism
spectrum disorder (ASD) candidate gene [104] and more
particularly, the homozygous p.Leu3206Met mutation.
Finally, correlations between mutations in SYNEI with
bipolar disorder or depression have been found [105].

Concerning their roles in musculoskeletal diseases,
mutations in SYNEI and SYNE2 are also associated with
AD-EDMD and EDMD-like phenotypes. In a study pub-
lished in 2007, the analysis of SYNEI and SYNE2 gen-
omic sequences were performed in 190 patients who
suffer from EDMD or EDMD-like phenotype and for
whom no mutation in LMNA or EMD were found. Six
unique DNA variants, absent from a control population,
were identified. Segregation analysis in affected families
was performed and the segregation pattern was compat-
ible with an autosomal-dominant inheritance. These mu-
tations lead to nuclear defects and mislocalization of
nesprin, and lamin from the nuclear envelope in fibro-
blasts derived from patients [106]. Mutations in SYNEI
are also associated with DCM with conduction system
defects. Very recently, other point mutations have been
reported to be associated with a DCM phenotype. Fibro-
blasts from one patients (carrying the p.Arg374His mu-
tation) were isolated and an increased expression of
nesprin-1 (four-fold) and lamin A/C (three-fold) without
mislocalization were found [107, 108]. These data are
evidence that LINC complex perturbations in general
are susceptible to cause skeletal and heart diseases.
Thanks to genotype to phenotype correlation studies, it
has been shown that mutations in the C-terminal region
of nesprin 1 and 2 are associated with muscular disor-
ders whereas mutation in the N-terminal regions are
linked to ataxia [108, 109].

Mutations in SYNE! are responsible for Arthrogryposis
Multiplex Congenital (AMC) or simply arthrogryposis. It
is a group of non-progressive diseases characterized by
congenital joint contractures, in two or more areas of the
body, caused by reduced fetal movements. Prevalence var-
ies from 1/12.000 to 1/3.000 newborns (Fig. 4c) [110].

Finally, recently, a new role of nesprin-1 in the forma-
tion of striated F-actin-based filaments has been de-
scribed. Such filaments, so called “railroad tracks” by the
authors, take place in the muscle from the nucleus to

the synaptic membrane. Interestingly, the absence of
nesprin-1 is associated with a mislocalization of mRNA
at postsynaptic sites causing an impaired synaptic mat-
uration [111]. This emerging role suggests that SYNE]
mutations could be discovered in other neuromuscular
junction diseases.

Nesprin-3

Available data concerning the role of nesprin-3,
encoded by SYNE3, are more limited. To date, no dis-
ease associated with mutations in SYNE3 has been re-
ported. In vitro studies based on inactivation using
short-interferent-RNA have recently established that
nesprin-3 plays a central role in cytoskeletal peri-
nuclear organization, embryonic development, and
preservation of tissue integrity suggesting it could also
be affected in developmental diseases [101].

Nesprin-4

Nesprin-4, which is encoded by SYNE4, is surprisingly,
and in contrast with the ubiquitous expression of the
others nesprins, exclusively produced by secretory epi-
thelia and mechanosensory cochlea hair cells. Mutations
in SYNE4 are involved in hearing loss characterized by
hereditary and progressive high-frequency impairment.
A loss-of-function mutation based on a frameshift
caused by a two nucleotides deletion (c.228delAT) has
been recently identified [112].

Conclusions

Several new and sometimes unexpected functions have
recently been attributed to the cell nucleus, and more
particularly to the nuclear envelope. The nuclear enve-
lope not only ensures the integrity of the cell nucleus,
but is also implicated in mechanotransduction signaling
by sensing and relaying the cytoskeleton tension it inter-
acts with. The same way, the interactions between chro-
matin and the inner nuclear membrane and nuclear
lamina are not only crucial to coordinate and regulate
gene expression, but can also be organized to improve
light detection in photoreceptor rod cells of nocturnal
animals [86, 87]. The nuclear envelope is not anymore
considered as a simple lipid double membrane separat-
ing the cytoplasm and nucleoplasm but is recognized as
a complex interface organizing both the genome and the
cytoskeleton. This dual role is mediated by multiprotein
complexes establishing physical interactions between the
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nuclear envelope and the sarcolemmal proteins on one
side and the nuclear lamina on the other side.

In recent years, several components and interactors of
the LINC complex have been identified either covering
the inner surface of the nucleus, or located in the inner
or outer nuclear membrane, In parallel, mutations in
genes encoding for nuclear envelope components have
been associated with rare human diseases affecting
numerous different tissues (Fig. 4). Despite several data-
bases and studies listing hundreds of mutations, no clear
correlation between a given genotype and its affected tis-
sues or disease has been established. For example, muta-
tions in emerin, an inner nuclear membrane protein,
lamins A/C, the main component of the nuclear lamina,
or FHLI, a transcription factor, can all lead to EDMD
affecting both the skeletal muscle and heart. However,
mutations in lamins A/C can also be responsible for
pathologies affecting the peripheral nerve or adipose tis-
sue making the molecular diagnosis of envelopathies
particularly difficult. Moreover, the identification of vari-
ants in the SUN gene modulating the severity of an
existing disease due to a mutation in another component
of the LINC complex underlines the importance of look-
ing for mutations or variants in all currently known
genes encoding LINC components in patients potentially
affected by a nuclear envelopathy.

One can expect that the routine use of Next Generation
Sequencing (NGS) tools in diagnosis laboratories will ac-
celerate this discovery process and will help to better
understand the pathophysiological mechanisms under-
lying rare pathologies without molecular explanation.
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Since the discovery of the inner nuclear transmembrane protein emerin in the early
1990s, nuclear envelope (NE) components and related involvement in nuclei integrity
and functionality have been highly investigated. The NE is composed of two distinct
lipid bilayers described as the inner (INM) and outer (ONM) nuclear membrane.
NE proteins can be specifically “integrated” in the INM (such as emerin and SUN
proteins) or in the ONM such as nesprins. Additionally, flanked to the INM, the
nuclear lamina, a proteinaceous meshwork mainly composed of lamins A and C
completes NE composition. This network of proteins physically interplays to guarantee
NE integrity and most importantly, shape the bridge between cytoplasmic cytoskeletons
networks (such as microtubules and actin) and the genome, through the anchorage to
the heterochromatin. The essential network driving the connection of nucleoskeleton
with cytoskeleton takes place in the perinuclear space (the space between ONM
and INM) with the contribution of the LINC complex (for Linker of Nucleoskeleton
to Cytoskeleton), hosting KASH and SUN proteins interactions. This close interplay
between compartments has been related to diverse functions from nuclear integrity,
activity and positioning through mechanotransduction pathways. At the same time,
mutations in NE components genes coding for proteins such as lamins or nesprins,
had been associated with a wide range of congenital diseases including cardiac and
muscular diseases. Although most of these NE associated proteins are ubiquitously
expressed, a large number of tissue-specific disorders have been associated with
diverse pathogenic mutations. Thus, diagnosis and molecular explanation of this group
of diseases, commonly called “nuclear envelopathies,” is currently challenging. This
review aims, first, to give a better understanding of diverse functions of the LINC
complex components, from the point of view of lamins and nesprins. Second, to
summarize human congenital diseases with a special focus on muscle and heart
abnormalities, caused by mutations in genes coding for these two types of NE
associated proteins.

Key ds: LINC pe, lamins A/C, LMNA, nesprins, human diseases
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INTRODUCTION

The Nuclear Envelope (NE) is composed of two distinct
lipid bilayers so called inner (INM) and outer (ONM) nuclear
membrane. This particular membrane architecture allows
protection of chromatin from the rest of the cell by a physical
separation between cytoplasm and nucleoplasm (Osorio and
Gomes, 2013). Transmembrane proteins embedded in these
two joined-membranes provide an architectural support to the
nucleus as well as a physical bridge between nucleoskeleton and
cytoskeleton. Physical coupling of these two skeletons is based on
the so-called LINC complex (for Linker of the Nucleoskeleton
to the Cytoskeleton). It couples, in the perinuclear space,
proteins localized at the ONM and containing KASH domains
(Klarsicht/Anc-1/Syne homology) with proteins localized at the
INM and containing SUN domains (Sad1/UNC-84 homology)
(Tapley and Starr, 2013). To date, six KASH domain-containing
proteins have been described: nesprins-1, -2, -3, -4, KASH5 and
lymphoid-restricted membrane protein (LRMP), respectively,
encoded by SYNEI, SYNE2, SYNE3, SYNE4, KASH5, and LRPM
genes (Behrens et al., 1994; Zhang et al., 2001; Wilhelmsen et al.,
2005; Roux et al, 2009). SUN proteins are embedded in the
INM and interact using their N-terminus domain with nuclear
pore complex (NPC) and lamins (Padmakumar et al., 2005;
Haque et al., 2006). Conversely, C-terminus domain is located
in the perinuclear space and interacts with nesprins, which are
embedded in the ONM (Padmakumar et al., 2005; Crisp et al.,
2006; Haque et al., 2006; Ketema et al., 2007; Horn et al., 2013).
This LINC complex play a role in diverse specialized cellular
activities such as nuclear morphology maintenance, nuclear
positioning, genes expression and cell signaling (Crisp et al.,
2006; Lombardi and Lammerding, 2011; Mellad et al,, 2011;
Stroud et al., 2014). At the nucleoplasmic side, the LINC complex
interacts with the nuclear lamina, a network of intermediate
filaments just beneath INM and mainly composed of two
different groups of lamin: A-type (lamins A and C) and B-type
lamins (lamins B1 and B2) (Fisher et al., 1986; McKeon et al.,
1986; Peter et al., 1989).

In this review, we will summarize functional diversities of
proteins associated to the LINC complex with a particular focus

Abbreviati ABD, actin-binding domain; AD-EDMD, autosomal-dominant
emery-dreifuss muscular dystrophy; AD, adaptive domain; AMC, arthrogryposis
multiplex congenital; ARCAI1, | recessive cerebellar ataxia type I;
BMP, bone morphogenetic proteins; CH, calponin | logy; CMD, congenital
muscular dystrophy; CMT2BI1, charcot-marie-tooth syndrome 2B1; CNS,
central nervous system; DCM-CD, dilated cardiomyopathy phenotype with
conduction defects; DCM, dilated cardiomyopathy; EDMD, emery-dreifuss
muscular dystrophy; ERK, extracellular signal-regulated kinase; EZH2, enhancer
of zeste homolog 2; FPLD, d type familial partial lipodystrophy; GWAS,
genome-wide association studies; HGPS, hutchinson-gilford progeria syndrome;
INM, inner nuclear membrane; KASH, Klarsicht/Anc-1/Syne Homology; KLC,
kinesin light chain (KLC-1/2); LGMDIB, limb-girdle muscular dystrophy 1B;
LINC complex, linker of nucleoskel to cytoskeleton; LRMP, lymphoid
restricted membrane protein; MAP, microtubule-associated proteins; MAPK,
mitogen-activated protein kinases; MTOC, microtubule organizing center; NE,
nuclear envelope; NGS, next generation sequencing; NPC, nuclear pore complex;
ONM, outer nuclear membrane; PRC2, polycomb repressive complex 2; SR,
spectrin repeats; SUN, Sad1/UNC-84 homology; TGE, tissue growth factor; VSMC,
vascular smooth muscle cells; WES, whole exome sequencing; WGS, whole genome
sequencing; YAP, yes-associated protein.
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on lamin A/C and nesprins. We will recapitulate known muscular
and cardiac abnormalities induced by mutations in those genes
and will discuss our recent advances in related pathogenesis.

NESPRINS AND LAMINS AS
COMPONENTS OF THE LINC COMPLEX

In human, full-length nesprin-1 and nesprin-2, which are the
ubiquitously expressed giant nesprins isoforms, are respectively,
with a molecular weight of 1 MDa (146 exons) and 800 kDa
(116 exons), the second and the third largest described proteins,
after the “untouchable” titin (4.2 MDa) (Zhang et al., 2001).
Nesprins-1 and -2 are ubiquitous proteins, commonly described
as ONM components and composed of three major domains: (i)
a Calponin Homology (CH) domain, also called Actin-Binding
Domain (ABD) located in the N-terminus side that binds to
the actin cytoskeleton; (ii) a long central rod domain composed
of multiple spectrin repeats (SR) (respectively, 74 and 56 SR
in nesprin-1 and -2) and that supports interactions with other
proteins such as emerin with the Emerin Binding Domain
(EBD) or lamins with the Lamin Binding Domain (LBD) and
finally (iii) a C-terminus KASH domain embedded in the ONM
(Zhang et al., 2001; Rajgor and Shanahan, 2013; Figure 1A).
An additional domain has been described and called “adaptive
domain” (AD). This highly conserved domain is located at the
C-terminus extremity and is crucial for structural stabilization of
SR (Simpson and Roberts, 2008; Zhong et al., 2010).

Numerous isoforms of nesprin-1 and -2 are produced
by alternative initiation/termination of transcription and/or
alternative splicing of SYNEI and SYNE2 genes. These isoforms
have a tissue-specific expression and exhibit different subcellular
locations, such as actin stress-fibers, focal adhesions or
microtubules (Rajgor et al, 2012; Duong et al, 2014). As
previously described, full-length isoforms are located at the
ONM and, thanks to their KASH domains, interacts in the
perinuclear space with SUN1/2. This layout allow the interaction
with both actin and microtubule networks through associated
molecular motors such as dynein, kinesins light chain (KLC-1/2)
and/or microtubule-mediated nucleation factor, such as akap450
(Wilson and Holzbaur, 2015; Gimpel et al., 2017). Interestingly,
some isoforms such as full-length nesprin-2 and nesprin-1a, a
small isoform, could also localize at the INM leading to the direct
interaction with emerin, SUN1/2 and/or lamin A/C (Figure 1A;
Zhang, 2005; Holt et al., 2016).

Nesprin-1 and -2, especially small isoforms, nesprin-la;, and
-2ay, are particularly highly expressed in skeletal and cardiac
muscles (Duong et al, 2014). Despite the fact that SYNEI
and SYNE2 genes are about 60% homologous, nesprin-1 is
more conserved than nesprin-2 (Zhang et al,, 2001). However,
ABD domains and C-terminus part of SR domains are highly
conserved, especially in nesprin-1ay, -2y and -2¢3, short skeletal
muscle-specific and cardiac-specific isoforms. These conserved
domains suggest that these isoforms play a similar role in
skeletal muscle and cardiac cells physiology (Autore et al., 2013).
Nesprin-3, also ubiquitously expressed, was first discovered
associated with the ABD of the cytoskeletal linker protein plectin
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FIGURE 1 | Nesprins and lamins as part of the LINC complex. (A) Nesprins and lamins isoforms structures. AD, adaptive domain; EBD, emerin binding domain;
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and its interactors. Nesprins play multiple functions at ONM but also at INM. Full-length nesprins take part at the ONM to the bridge linking the nucleus to the actin
cytoskeleton and shorter isoforms, such as nesprin-1a, interact via Akap450 and KLC-1/2 with microtubules. At the same time, smaller isoforms interact with the
nucleoskeleton at INM. (C) When a mutation affects LMNA or SYNE genes, the disruption of the LINC complex participates to the physiopathogenesis of the

diseases by structural defects, nuclear migration and anchoring defects and cell signaling pathways and gene expression regulation defects. NE, nuclear envelope;

SUN, Sad1p/UNCB84; BAF, barrier to auto-integration factor.

LINC, linker of nucleoskeleton to cytoskeleton; ONM, outer nuclear membrane; INM, inner nuclear membrane; KASH domain, Klarsicht/ANC-1/Syne homology;

(Wilhelmsen et al., 2005; Ketema et al., 2013). Plectin acts as a
mechanical linker between intermediate filaments networks and
various cellular structures and is crucial for myofibres integrity.
Plectin deficiency has been shown to affect chromatin structure
and some genes expression mediating mechanotransduction.
Nesprin-3 also interact with ABD of MACF1/2 (Microtubule-
Actin Cross Factor 1/2) thanks to its unique spectrin repeat
domain and contribute to vimentin accumulation at the vicinity
of the nucleus (Wilhelmsen et al., 2005; Ketema et al., 2013;
Figure 1B). Nesprin-4 is surprisingly exclusively produced by
secretory epithelia and mechanosensory cochlea hair cells (Roux
et al,, 2009; Horn et al, 2013). KASH5 is only expressed in
meiotic cells (Stewart and Burke, 2014). And, finally, LRPM is
expressed in some taste cells of mammalian tongues and plays
a crucial role in signal transduction by binding IP3 receptors
(Shindo et al., 2010). To resume, nesprins-1 and -2 and related
isoforms form a strong physical links allowing connection
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between nucleoskeleton and cytoskeleton including microtubules
network, actin and intermediate filaments.

The nuclear lamina is composed of class-V intermediate
filaments proteins called “nuclear lamins.” Several isoforms have
been described in mammals, divided in two groups: A and
B-type lamins (Dechat et al., 2008). A-type lamins are encoded
by LMNA gene, located on chromosome 1, producing two major
isoforms in somatic cells: lamin-A and lamin-C (Figure 1A).
These isoforms are expressed in the majority of differentiated
cells, although absent in early stages of embryonic development
(Dechat et al., 2010). These two isoforms are produced by an
alternative splicing in exon 10. Thus, N-terminus part of lamin-
A and -C are similar until the 566th amino-acid and then,
lamin-C shows five specific amino-acids in the C-terminus part
while lamin A exhibit a specific domain encoded by exons 11
and 12 of LMNA gene (Figure 1A; Furukawa et al., 1994). As
the other intermediate filaments, nuclear lamins form dimers
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by their central rod domain (Stuurman et al., 1998; Herrmann
and Aebi, 2016). Additionally, three isoforms of B-type lamins
have been described: lamin Bl encoded by LMNBI gene and
lamins B2 and B3, encoded by LMNB2 gene (Dittmer and Misteli,
2011). Nuclear lamin A and C are able to bind both nesprin-
la (Mislow et al, 2002) and nesprin-2 (Yang et al, 2013),
heterochromatin (Bruston et al., 2010) and emerin (Sakaki et al.,
2001), that itself bind transcription factors and DNA-binding
proteins such as barrier to autointegration factor (BAF) (Burke,
1990; Yuan et al, 1991; Furukawa et al., 2003; Segura-Totten
and Wilson, 2004; Dialynas et al., 2010; Jamin and Wiebe, 2015;
Figure 1B).

This association between nesprins at the ONM through SUN
proteins at the INM and lamins at the vicinity of INM is
the key place in cells where mechanotransduction occurs. This
process allows cytoplasmic mechanical forces, initiated through
the dynamics and forces generated by different cytoskeletons
(actin, microtubule, and intermediate filaments) to cross the
nuclear membrane and influence the transcriptional state of
the cell. This transduction can alter transcriptional efficiency
through chromatin organization and regulation of epigenetics
markers as well as processes linked to DNA replication (Tajik
et al., 2016; Kirby and Lammerding, 2018; Wang et al., 2018).
The respective role of alternative pathways in mechanical
transduction during lifetime of cells remains to be determined.
Interestingly, in post-mitotic conditions such as muscle cells,
proteins of the LINC complex, especially nesprins and lamins
emerged as a fundamental node in the crossroad of muscle
pathogenesis.

ROLES OF NESPRINS AND LAMINS IN
MUSCLE PHYSIOLOGY

Cardiac and skeletal muscles are both striated muscles composed
of repeated units called sarcomeres. Sarcomeres of both types
of muscle are an arrangement of alternating thick and thin
filaments resulting in a striated cell pattern. Cardiomyocytes
are mononucleated cells with a centrally localized nucleus and
form, together with associated cardiomyocytes, a syncytium-
like via intercalated disks that link membranes of contiguous
cardiomyocytes, providing synchronized contraction. Skeletal
muscle is an association of large multinucleated cells with
peripheral nuclei called myofibers, resulting from the fusion
of specialized cells, myocytes (Tedesco et al, 2010; Chal
and Pourquié, 2017). Prior to fusion, myoblasts are highly
proliferative, but exit the cell cycle at the onset of myoblasts
differentiation and become myocytes, specialized cells possessing
the potential to fuse with each other (Yin et al, 2013).
As myocytes fuse, they form multinucleated syncytium:
myotubes. As myotubes mature into myofibers, contractile units
(sarcomeres) are formed. A fully developed muscle is made
of an association of myofibers (Sanger et al, 2010; Lindskog
et al,, 2015). Interestingly, myonuclei positioning is dramatically
different between skeletal and cardiac muscles (peripheral vs.
central). One could propose that LINC complex composition
or arrangement and binding partners will be different between
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these two tissues. However, evidences about these differences are
still lacking and will probably highlight alternative mechanisms
in these two systems.

The LINC complex integrity has been shown to be crucial
in myonuclei positioning and movements during both fusion of
myoblasts and differentiation processes into myotubes/myofibres
(Dupin et al, 2011; Gundersen and Worman, 2013; Wilson
and Holzbaur, 2015; Stroud et al, 2017). More precisely,
nesprin-1 is known to be critical in myonuclear anchoring in
skeletal muscle (Zhang et al., 2007b; Puckelwartz et al., 2009)
allowed by the bridge between myonuclei and actin cytoskeleton
(Padmakumar et al., 2004; Zhang et al., 2007b, 2010; Puckelwartz
et al,, 2009; Banerjee et al., 2014). Proper nuclear positioning
and movements in muscle is mainly mediated by cytoskeletal
networks (microtubules and actin) and is known to depend on
members of the LINC complex in association with nucleoskeleton
components (Metzger et al.,, 2012; Chang et al,, 2015; Wilson
and Holzbaur, 2015; Gache et al., 2017; Roman et al., 2017).
Both full-length nesprin-1 and nesprin-2 interact with Kif5b
molecular motors through a conserved motif located in their
C-terminus part of kinesins light chain KLC-1/2. This interaction
is crucial for nuclear movement and positioning in differentiated
myotubes (Metzger et al.,, 2012; Wilson and Holzbaur, 2015; Zhou
et al, 2017). Moreover, Nesprin-la is now known to be able to
recruit Akap450 to the NE. This recruitment is crucial for nuclear
positioning and microtubule organization during myogenesis by
switching the Microtubule Organizing Center (MTOC) to the
NE (Gimpel et al., 2017). Additionally, differential expression
kinetic of alternative nesprins isoforms occurs during muscle
differentiation (Randles et al., 2010): in proliferative myoblasts,
full-length nesprin-1 isoform is expressed but not nesprin-lo,
while during myogenesis, full-length nesprin-1 and nesprin-la;
are both up-regulated (Holt et al., 2016; Stroud et al., 2017;
Zhou et al., 2017). In human vascular smooth muscle cells
(VSMCs), in addition to the NE localization, nesprin-2 is also
present in lamellipodia, focal adhesions and filopodia (Zhang,
2005). Moreover, in human skeletal muscle cells, nesprin-2
isoforms had been shown to relocalized at sarcomeres, with
a close association with titin (Zhang, 2005). Additionally,
in vivo, nesprin-2 can supplant nesprin-1 at the NE (Randles
et al,, 2010). Finally, nesprins involvements in cardiomyocytes
functionality and during cardiac cell differentiation are for now
limited mainly because of technical issues (i.e., difficulties to
isolate and purify mature cardiomyocytes, absence of cardiac
stem cells and regeneration process...). Nonetheless, it has
been shown that nesprin-1 knockdown alter differentiation of
embryonic stem cells in mature cardiomyocytes in mouse model
(Gao et al, 2012) and that nesprins-1 and -2 ablation cause
cardiomyopathy in mice with an altered nuclear morphology and
altered mechanotransduction (Banerjee et al., 2014).

Plectin, a cytoskeletal protein interacting with nesprin-3,
acts as a mechanical linker between intermediate filaments
networks and various cellular structures and is crucial for
myofibres integrity. Plectin deficiency has been shown to affect
chromatin structure, specific genes expression mediating
mechanotransduction  but also  mitochondrial network
organization with the upregulation of Mfn-2, the mitochondrial
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fusion-associated protein mitofusion-2 (Staszewska et al., 2015;
Winter et al., 2015).

In the same manner, lamins exert their function thanks
to their interaction with numerous lamin-binding partners.
Over 100 putative binding proteins are predicted with a high
variety of functions: mechanotransduction, cell migration and
differentiation (Gerace and Tapia, 2018). Crucial role of lamins
reside in the structural support gave to the nuclei in cell, especially
in contractile tissues. This role is mediated by a structure
and assembly of lamins based on an a-helicoidal coiled coil
structure assembled into fibers (Gruenbaum and Foisner, 2015).
This typical network pattern provides resistance to contractile
cells, such as in cardiomyocytes and muscle fibers, which
are subjected to physical forces (Carmosino et al., 2014). For
example, lamin A/C, by monitoring nuclei membrane rigidity,
is determinant in the control of myonuclear movement to the
periphery of myofibers (Roman et al., 2017). As discussed after,
this role is the foundation of “mechanical stress hypothesis,
also called “structural hypothesis” about the physiopathological
mechanisms underlying LMNA mutations. The second crucial
role of lamins is their interactions with chromatin, signaling
molecules and transcription factors (Herrmann et al., 2007).
This interplay with lamin A/C, but also with other LINC
complex components or interactors (signaling molecules or
transcription factors) is an important mechanism to explain
gene expression regulation by NE proteins (Robson et al., 2016;
Kirby and Lammerding, 2018; Wang et al., 2018). Numerous
studies have highlighted this regulatory role of lamins in signaling
pathways such as MAPK (Muchir et al., 2007), Akt/mTOR (Choi
et al,, 2012; Ramos et al., 2012), TGFa (Arimura et al., 2005;
Cohen et al,, 2013), BMP (Janin et al., 2018), YAP (Bertrand
et al,, 2014), and major apoptosis signaling pathways (Lu et al.,
2010). Lamins A/C have also a crucial role for proper skeletal
muscle stem cells differentiation: primary Lmna-null myoblasts
exhibit altered expression of differentiation regulators such as
MyoD1 or desmin (Frock et al., 2006). Moreover, lamin A/C
inactivation has been shown to severely impair Serum Response
Factor (SRF) pathway, which control genes coding for actin
cytoskeleton (Vartiainen et al., 2007; Ho et al.,, 2013) and for
sarcomeric proteins (Balza and Misra, 2006). This characteristic
will also contribute to control physiopathological and tissue-
specific mechanisms underlying in LMNA mutations. Finally,
lamins have been shown also to play a role in autophagy and
probably in senescence. In Lmna~/~ mice, hyperactivation of
mTORC pathway is responsible for autophagy inhibition and,
thus, disease progression. This inhibition could lead to energy
deficit and accumulation of damaged and toxic proteins and/or
organelles (Ramos et al., 2012).

NESPRINS AND LAMINS MUTATIONS IN
HUMAN DISEASES

Mutations in SYNE Genes

Mutations in SYNEI, coding for nesprin-1, have been reported to
cause neurodegenerative diseases such as “Autosomal Recessive
Cerebellar Ataxia type 17 (ARCAL), also called “Autosomal
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recessive ataxia, Beauce type” (Gros-Louis et al., 2007). In
patients, homogenous phenotype was firstly reported resulting
in a relatively pure and slowly progressive cerebellar ataxia
with dysarthria and rare extra-neurological features and an
onset at adult age. This disease was mostly identified in
French and Canadian families (Dupré et al., 2007; Gros-Louis
et al, 2007; Noreau et al., 2013). Later, thanks to molecular
diagnosis technics improvement, diffuse pure cerebellar ataxia
was challenged. Exploration of large SYNEI mutations cohort
in European and non-European patients show that resulting
phenotype is wider and encompassed neurological and non-
neurological symptoms. To note, in this study, 81% of
the patients exhibited additional non-cerebellar features and
a multisystemic phenotype (Synofzik et al., 2016). Clinical
spectrum encompasses upper and lower motor neuron disease,
brainstem abnormalities and musculoskeletal features (kyphosis,
scoliosis, pes cavus, or contractures) (Izumi et al., 2013; Synofzik
et al, 2016; Algahtani et al, 2017). Similarly, onset age is
variable from an early onset for some complex neurodegenerative
syndromes to adult-age onset for pure cerebellar ataxia
syndromes. In most cases, non-sense or intronic mutations
causing premature termination could be highlighted (Synofzik
et al, 2016). Thus, different nesprin-1 isoforms could be
affected by these mutations, partially explaining the variability
in observed phenotypes (Cartwright and Karakesisoglou, 2014;
Razafsky and Hodzic, 2015). This observation is consistent with
evidences in Synel mutant mice model. In Synel~/~ mice, in
which the C-terminal SR domains of nesprin-1 were ablated
(Zhang et al,, 2010), young mice exhibit growth retardation,
increased body weight variability and exercise intolerance.
In contrast, in Synel“KASH in which the KASH domain
was deleted, mice exhibit normal viability but formation of
both synaptic myonuclei clusters and non-synaptic myonuclei
organization in skeletal muscle was impaired (Zhang et al.,
2007b).

Additionally, SYNEI polymorphism had been associated,
using genome-wide association studies (GWAS) in depression,
bipolar disorders and autism and recognized as a risk factor
in schizophrenia (Green et al, 2013). Thanks to whole-
exome sequencing experiments, a recurrent mutation in SYNEI
(p.Leu3206Met) had been identified as a autism-spectrum
disorder candidate gene with a recurrent mutation (Yu et al.,
2013).

In musculoskeletal and cardiac diseases, SYNEI and SYNE2
mutations had been associated with Autosomal-Dominant
Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (AD-EDMD) and EDMD-
like phenotypes (Zhang et al., 2007a; Koch and Holaska, 2014;
Fanin et al,, 2015). These myopathies are usually clinically
associated with three main symptoms: (i) early contractures
of elbows flexors, achilles’ tendons and spine rigidity, (ii)
slowly progressive muscle wasting and weakness (initiated at
the humeroperoneal stage and diffuse impairment later), and
(iii) cardiac misfunctionality characterized by an association
of conduction defects and dilated cardiomyopathy (Koch and
Holaska, 2014). Cardiac defects occur in late stages of diseases but
become the main causes of EDMD patients mortality (Helbling-
Leclerc et al., 2002). Mutations in SYNEI are also associated
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with pure cardiac phenotype: dilated cardiomyopathy (DCM)
with conduction system defects (Puckelwartz et al., 2010; Zhou
et al, 2017). Mutations in LMNA and EMD occur in nearly
40% of EDMDs (Bonne et al., 2003). Interestingly, mutations
in associated partners of lamins and emerin such as nesprins-
1/2 or SUN proteins have been also described in EDMD and
EDMD-like phenotypes. In 2007, 190 patients suffering from
EDMD or EDMD-like phenotypes without mutations in LMNA
and EMD genes were analyzed regarding sequence of SYNEI and
SYNE2 genes. Six variants were identified, absent from control
population and showing a segregation pattern compatible with an
autosomal dominant inheritance (Zhang et al., 2007a). More than
half of identified and characterized SYNEI and SYNE2 mutants
are located in the C-terminus part of full-length nesprins-1 and
-2 (Zhang et al,, 2007a; Attali et al., 2009; Puckelwartz et al.,
2010; Taranum et al., 2012; Fanin et al., 2015; Baumann et al.,
2016; Holt et al., 2016; Chen et al., 2017; Haskell et al., 2017; Wu
et al.,, 2017; Zhou et al., 2017). In those contexts, abnormalities
in nuclear morphology are frequently observed in mutated cells
(commonly fibroblasts or lymphoblasts) such as altered nuclear
shape, micronuclei or fragmented nuclei (Zhang et al., 2007a;
Haskell et al., 2017). These observations are frequently associated
with mislocalization of LINC complex components or interactors
such as lamins A/C, SUN 1/2 proteins or kinesin light chain
KLC-1/2, bridging cargoes to heavy chain kinesin such as Kif5b
and thus to microtubules network (Zhang et al., 2007a; Chen
etal, 2017; Zhou et al., 2017). Moreover, impaired fusion between
myoblasts in the time course of differentiation process had
been described using C2C12 cells infected with DCM-associated
nesprin-1 mutations (Zhou et al., 2017). Finally, centralized
myonuclei and increased variability in cross-sections area of
myofibers (CSA) had been described in muscle biopsies from
EDMD patients (Fanin et al., 2015; Chen et al., 2017). Partial
genotype-phenotype relationship could be highlighted with
SYNEI and SYNE2 mutations. Most mutations causing muscle
phenotype are heterozygous missense located in the C-terminus
part of full-length nesprin that also belongs to nesprin-la,, a
muscle specific isoform (Zhou et al., 2017). Mutations affecting
CNS development are located all along SYNEI gene (Synofzik
et al,, 2016). Most of them are non-sense mutations and induced
premature termination codon resulting in truncated proteins
or absence of nesprin-1/2 due to nonsense-mediated decay of
the mutant mRNA (Zhou et al., 2018). SYNEI mutations are
also involved in Arthrogryposis Multiplex Congenital (AMC)
or simply arthrogryposis, a group of diseases with an overall
prevalence of one in 3,000 live births, characterized by congenital
joint contractures and reduced fetal movements (Baumann et al.,
2016). Finally, some emerging role of nesprin-1 in the formation
of striated F-actin-based filaments (Packard et al., 2015) or
in Drosophila, in the control of glutamate receptors density,
specifically at the neuromuscular junction (Morel et al., 2014)
suggests that SYNEI mutations could be highlighted in other
neuromuscular junction diseases.

Mutations in LMNA Gene

Laminopathies is the dedicated term to call a group of rare
genetic disorders caused by mutations in genes encoding
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proteins of the nuclear lamina: LMNA, coding for lamins
A and C, and LMNBI and LMNB2, coding for lamins B.
Laminopathies caused by LMNA mutations are initially defined
on clinical criteria’s and is mostly characterized by an autosomal
dominant inheritance (Bertrand et al., 2011). Laminopathies
include a group of diseases with a predominant skeletal muscle
and/or heart involvement, such as the autosomal dominant
form of EDMD (EDMD-2 or AD-EDMD), the autosomal
recessive form of EDMD (EDMD-3), a dilated cardiomyopathy
phenotype associated with conduction defects (DCM-CD),
Congenital Muscular Dystrophy (L-CMD or LMNA-CMD) and
Limb-Girdle Muscular Dystrophy 1B (LGMDI1B) (Bénnemann
et al, 2014). Laminopathies also include diseases with extra-
muscular phenotypes such as Dunningan-type Familial Partial
Lipodystrophy (FPLD), atypical Werner syndrome, Charcot-
Marie-Tooth syndrome 2B1 (CMT2B1), and Hutchinson-Gilford
Progeria Syndrome (HGPS) (Shackleton et al., 2000; De Sandre-
Giovannoli et al., 2002, 2003; Bonne and Levy, 2003; Bonnemann
etal,, 2014). Although other tissues are affected in theses diseases,
muscle and heart abnormalities are the most frequently observed
(Janin et al., 2017).

Skeletal muscle laminopathies share common symptoms:
joint contractures affecting predominately elbows (rigidity),
ankles and neck and developing toward muscle weakness,
life-threatening cardiac conduction defects and dilated
cardiomyopathy (Lattanzi et al, 2011). EDMD2, DCM-CD,
and L-CMD are overlapping each other and are now considered
as a clinical continuum of an unique disease as three phenotypes
could be caused by the same mutation and could exist in the
same family by variable expressivity (Lattanzi et al, 2011;
Janin et al.,, 2017; Table 1). In laminopathies, serum creatine
kinase activity is usually normal or slightly increased (Mercuri
et al.,, 2004). Electromyography and histological analysis usually
show unspecific patterns, thus, muscle biopsy is not necessary
for diagnosis of phenotype with typical clinical abnormalities
(Menezes et al., 2012). Magnetic Resonance Imaging (MRI) of
muscle could help differential diagnosis with other myopathies
exhibiting fatty infiltration of medial gastrocnemius and vastus
muscles in LMNA-related myopathies (also called LMNA-RD)
(Carboni et al., 2010, 2013; Mercuri et al., 2010; Menezes et al.,
2012).

The first described muscular phenotype related to LMNA
mutations was EDMD-2, so called after the identification of
EDMD-1 or X-linked EDMD, a phenotype caused by mutation
in EMD coding for emerin, a inner nuclear membrane protein
(Bione et al., 1994). EDMD-2 is also clinically characterized
by a triad of symptoms: (i) early elbows, ankles and neck
contractures with muscle weakness and wasting affecting first the
scapulo-humero-peroneal area, (ii) dilated cardiomyopathy, and
(iii) heart conduction system defects with high risk of sudden
cardiac death (Emery, 2000). Muscle weakness usually appears
during the second decade of life, sometimes after contractures
occur (Bonne et al., 2000). Main difference between EDMD2 and
LGMDIB can be found in wasting and weakness distribution
(Maggi et al., 2014). As its name suggests, muscle weakness in
LGMDIB is predominant in scapular and pelvic girdle areas in
early stages (Muchir et al., 2000). Later, differential diagnosis
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TABLE 1 | Clinical and genetics comparison of LMNA-RD myopathies.
EDMD-2

2nd to 3rd decade

Scapulo-humero-peroneal
distribution

Age of anset
Muscular weakness

Contractures +++ (elbow)

Heart abnormalities

defects +/— dilated
cardiomyopathy

Respiratory phenotype Rare
Loss of independent ambulation Rare
Axial involvement Frequent
Facial damages Rare
Scoliosis Frequent
Type of most frequently observed LMNA mutations  Missense

Invariable with age, after skeletal
muscle phenotype Conduction

LGMD-1B L-CMD

3rd to 4th decade
Pelvic and scapular girdles

Congenital onset

Axial (dropped head syndrome) or
severe and diffuse

+ (spine, hips, knees, Achille tendons)

Invariable with age Cardiac conduction defects

Rare Very frequent
Rare Very frequent
Rare Frequent
Very rare Very rare
Rare Frequent
Frameshift Missense

EDMD, emery-dreifuss muscular dystrophy; CMD, congenital muscular dystrophy; LGMD1B, limb-gircle muscular dystrophy 18.

between EDMD-2 and LGMDI1B could be challenging with the
progression of muscle weakness to the pelvic girdle in EDMD-2,
which mimic LGMDIB phenotype. In these cases, identification
of elbow contractures could support EDMD-2 diagnosis (Muchir
et al,, 2000).

LMNA-CMD phenotype had been described later: this
diagnosis concerns children at birth or in their first two years
of life (Quijano-Roy et al., 2008). Some of them display a severe
congenital form with an absence of motor development. Most
common phenotype is an axial muscle weakness with “dropped
head syndrome” despite of a former normal acquisition of head
carriage, a rigid spine and a scoliosis without locomotion loss
(Quijano-Roy et al., 2008). Respiratory abnormalities are very
frequent whereas cardiac features are rare, although sudden
cardiac death could occur during the first ten years of life
(Quijano-Roy et al., 2008). Analysis of an Italian cohort of
LMNA-RD patients had confirmed cardiac involvement as it is
the main feature in the natural history of patients phenotypes and
cardiac follow-up is very important (Maggi et al., 2014). Usually,
arrhythmia is the first cardiac symptom with electrocardiogram
abnormalities such as low P-wave (atrial depolarization) or
elongated PR-interval (period between onset of P-wave and
ventricular depolarization) associated with rhythm abnormalities
such as sinus bradycardia, sick sinus syndrome, bundle branch
block or atrioventricular block or ectopic beats (Fatkin et al.,
1999; Nigro et al,, 2012). These symptoms appear mainly after
the third decade of life (van Berlo et al., 2005).

MUTATIONS PATHOGENESIS
HYPOTHESIS

Nesprins and lamins both localize at NE and are ubiquitously
expressed. However, mutations in genes encoding those proteins
are responsible of tissue-specific diseases. Thus, several non-
exclusive hypotheses have been proposed to explain the
physiopathological mechanisms underlying these described
diseases (Figure 1C).
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Structural Hypothesis

Structural hypothesis is based on “structural function” of the
LINC complex and its ability to couple nucleoskeleton with
cytoskeleton and associated interactors such as molecular motors
and microtubule-associated proteins (MAPs), microtubules and
actin network. LINC complex impairments could modulate
extracellular transmission forces balance to the nucleus and cells
could suffer from this induced mechanical damages (Zhang et al.,
2007a; Banerjee et al,, 2014; Bertrand et al., 2014). Nesprins have
been shown to play a crucial role in myonuclei positioning and
migration in muscles. It has been shown in Caenorhabditis elegans
(Starr and Fridolfsson, 2010), in Drosophila melanogaster (Yu
et al., 2006) but also in higher organisms (Wilson and Holzbaur,
2015; Gimpel etal,, 2017; Zhou et al., 2017) that mutated nesprins
(or orthologues) are responsible for mislocated nuclei mediated
by an impaired recruitment of different partners such as Akap450
or KLC-1/2.

Gene Regulation Hypothesis

Gene regulation hypothesis suggests that impaired LINC complex
could alter interaction of NE proteins (mainly lamins) with the
chromatin. Thus, mutations in genes encoding LINC complex
proteins could alter in a tissue-specific manner transcription
factors expression and/or alter expression pattern of tissue-
specific genes (Dialynas et al, 2010). For example, such
alterations are more and more described for laminopathies with
the hyperactivation of the ERK (extracellular signal-regulated
kinase) pathway in cardiomyopathy caused by LMNA mutations
(Chatzifrangkeskou et al., 2018) or the overexpression of SMAD6,
an inhibitor of the BMP signaling pathways, as a cause of
accelerated myogenic differentiation of LMNA mutated cells
(Janin et al., 2018).

Lamin A/C plays also a crucial role in euchromatin and
heterochromatin distribution (Solovei et al, 2013) and in
chromatin mobility restriction (Bronshtein et al., 2015). This
chromatin interaction pathway exhibits a cell-type specific
and differentiation-dependent pattern (Renningen et al., 2015).
Overexpression of wild-type lamin A/C, or mutated lamins
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related to progeroid syndromes (L647R) (Wang et al., 2016)
or to FPLD and L-CMD (R388P) (Barateau et al., 2017) leads
to different genes-lamins interactions patterns revealed using
ChIP-seq analysis (Paulsen et al., 2017). These modifications are
responsible for a more global three dimensional rearrangement of
chromatin conformation (Oldenburg et al., 2014), associated with
modification of epigenetic state of cells (Cesarini et al., 2015) and
thus as a direct modification in gene expressions as it has been
shown in FPLD-causing LMNA mutation R482W (Stierlé et al.,
2003; Vadrot et al., 2015; Oldenburg et al., 2017).

Evidences support the epigenetic signature modifications
hypothesis in cells. First, in patients suffering from HGPS,
fibroblasts level of H3K27me3, a histone methylation often
associated with the downregulation of nearby genes, is
reduced and caused by a decrease level of the H3K27
methyltransferase of the PRC2 complex, called EZH2
(Shumaker et al., 2006). Interestingly, PRC2 complex regulates
expression of PI6/INK4A and P21, two tumor suppressors
genes (Tzatsos et al, 2011), potentially filling the blank in
understanding premature senescence observed in laminopathies
(Guénantin et al., 2014). Finally, EZH2 plays a crucial role
in the regulation of muscle gene expression and skeletal
muscle differentiation (Caretti et al, 2004) and requires
a functional lamin A/C network (Cesarini et al, 2015).
These findings help to better understand how a ubiquitously
expressed mutated protein could lead to tissue-specific
phenotypes.

CONCLUSION

The NE not only isolates genetic material from the rest of
the cell, but also plays a crucial role in mechanotransduction
signaling through the LINC complex that builds a
bridge between cytoskeleton and nucleoskeleton. Moreover,
interactions between chromatin, inner nuclear membrane and
nuclear lamina are important to regulate gene expression.
Thus, NE is recognized as a central complex organizing
communication between genome and cytoskeleton, and
most importantly as a key factor to mediate appropriate
responses regarding external mechanical forces applied on
cells.
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Altérations de la voie de signalisation BMP4 responsables de la
différenciation accélérée de myoblastes mutés sur le gene LMNA.

Résumé

Les lamines A et C sont deux composants majeurs de la lamina nucléaire, réseau de filaments
intermédiaires situé sous la membrane nucléaire interne. Les mutations du géne LMNA, codant les lamines
A/C, ont été associées a de nombreuses pathologies humaines, appelées laminopathies, et affectant un ou
plusieurs tissus dont le muscle. Les mécanismes physiopathologiques sous-jacents ne sont encore que
partiellement élucidés. Les lamines A/C jouant un réle crucial dans 'architecture nucléaire et I'organisation
de la chromatine, 'hypothése d’'une altération de I'expression de facteurs de transcription ou de genes
tissus-spécifiques a été formulée. De plus, au niveau musculaire, il a été décrit que les lamines A/C jouent
un role majeur dans la mise en place d’une différenciation musculaire efficace.

Afin d’identifier des altérations potentielles au sein des voies de signalisation régulant la différenciation
musculaire, nous avons utilisé un modele de myoblastes murins conditionnellement immortalisés et
comparé le profil d’expression entre les myoblastes sauvages et inactivés pour le gene Lmna (Lmna/").
Nous avons ainsi identifié deux altérations majeures de la voie BMP (Bone Morphogenetic Pathway) : la
diminution de l'expression du ligand Bmp4 et l'augmentation de celle de Smad6, un inhibiteur
intracellulaire de la voie. Cette surexpression de Smadé est responsable d'une séquestration cytoplasmique
des Smads 1, 5 et 8 phosphorylées et d'une diminution de I'expression des génes cibles, Id1 et Id2. Les
myoblastes Lmna/- montrent une différenciation myogénique prématurée, phénotype réversible par des
expériences d’ARN interférent ciblant Smadé6. Enfin, nous avons montré que ces défauts sont retrouvés
dans des myoblastes humains de patient porteur hétérozygote de la mutation LMNA p.Arg310X.

Ces résultats apportent un nouveau mécanisme physiopathologique des laminopathies musculaires et
identifient une nouvelle cible thérapeutique potentielle.

Mots-clés :

Altered BMP4 pathway leads to premature differentiation of LMNA
mutated cells.

Summary

LMNA gene encodes lamins A and C, two major components of the nuclear lamina, a network of
intermediate filaments underlying the inner nuclear membrane. LMNA mutations have been associated
with a wide spectrum of human diseases collectively called “laminopathies” affecting one or several tissues,
such as muscles. The physiopathological mechanisms underlying laminopathies remain unclear. Given the
crucial role of lamins A/C in nuclear architecture and chromatin organization, the “gene regulation”
hypothesis has been proposed. It suggests that LMNA mutations could alter in a tissue-specific manner
transcription factors and/or genes expression. Moreover, lamins A/C have been described as important
regulators in muscle differentiation regulation.

To identify potential alterations in signaling pathways regulating muscle differentiation in LMNA-mutated
myoblasts, we used a previously described model of conditionally immortalized murine myoblasts and
compared gene expression profiles in wild-type and Lmna/- H-2K myoblasts. We identified two major
alterations of the Bone Morphogenetic Protein (BMP) pathway in Lmna/- myoblasts: Bmp4
downregulation and Smad6 overexpression. We demonstrated that Smad6 overexpression lead to
Smad1/5/8 sequestration in the cytoplasm and to the downregulation of their target genes, Id1 and Id2. As
a consequence, Lmna-null myoblasts displayed a premature differentiation which could be rescued by
downregulating Smad6 expression. Finally, we showed that these defects are relevant for human
laminopathies as they are also present in myoblasts from a human patient carrying a LMNA*/@310X mutation.
Taken together, these results provide a potential mechanism for the muscle stem cell exhaustion and
muscle atrophy observed in muscle laminopathies and identify a new therapeutical target likely to reverse
pathological phenotypes.
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